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farmaceutyki i srodki ochrony osobistej

(ang. pharmaceuticals and personal care products)
propranolol
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reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)
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sulfametoksazol

wiek osadu

inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny

(ang. selective serotonin reuptake inhibitors)

17 a-estradiol
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Wstep

Przemyslt farmaceutyczny jest jedng z najbardziej dochodowych i dynamicznie rozwija-
jacych sie galezi przemystu na §wiecie. W skali globalnej obserwujemy znaczny wzrost
spozycia farmaceutykéw. Dane szacunkowe méwia, Ze obecnie swiatowa konsumpcja
aktywnych farmakologicznie substancji wynosi 100 000 ton rocznie — do 2020 roku
wzrosla o 24% w poréwnaniu z rokiem 2015. Wzrost zuzycia farmaceutykéw pro-
wadzi do ich wiekszej dystrybucji do srodowiska (Lonappan i wsp., 2016; Mezzelani
i wsp., 2018).

W prezentowanej monografii, celem zachowania spdjnosci nomenklatury, za far-
maceutyk przyjeto, zgodnie z definicjg stownika jezyka polskiego PWN, lek wypro-
dukowany przez przemyst farmaceutyczny. Ustawa o prawie farmaceutycznym
z 6 wrzesnia 2001 roku definiuje lek jako produkt leczniczy, ktéry jest substancja
lub mieszaning substancji majaca wlasciwosci zapobiegania badz leczenia chorob
ludzi i zwierzat, podawang takze w celach diagnostycznych albo modyfikaciji fizjolo-
gicznych funkcji organizmu. Réwniez zgodnie z wyzej wspomniang ustawa za sub-
stancje czynng (aktywna) farmakologicznie uwaza si¢ sktadnik leku, ktéry odpowiada
za jego dzialanie farmakologiczne. Za pozostalosci farmaceutyczne natomiast uznano
zaréwno leki, jak i ich metabolity powstajace w wyniku przemian metabolicznych
w organizmach ludzi i zwierzat oraz produkty przemian lekéw na drodze transfor-
macji, biotransformacji lub biodegradaciji.

Szereg substancji aktywnych farmakologicznie charakteryzuje si¢ wysokim
stopniem opornosci na biodegradacje w $srodowisku i oczyszczalniach $ciekow.
Powszechnie znane i stosowane technologie oczyszczania ciekéw sg niewystarczajace
w usuwaniu pozostalosci farmaceutycznych. Nie jesteSmy technologicznie przygoto-
wani na wzrost zawarto$ci farmaceutykow i innych mikrozanieczyszczen w $ciekach.
Problem ten dotyczy gtéwnie obszaréw o duzych skupiskach ludnosci. Oczyszczalnie
$ciekow sa wcigz najwigkszym zrodlem pozostalosci farmaceutycznych, skad dostaja
sie one do wdd powierzchniowych. Obecnie farmaceutyki wykrywane s3 nie tylko
w nich oraz $ciekach surowych i oczyszczonych, lecz takze w wodzie przeznaczonej
do spozycia. Do szczegélnie niebezpiecznych nalezg antybiotyki i srodki przeciw-
grzybicze odnajdywane w wodach i glebach, ktérych obecno$¢ moze si¢ przyczynia¢
do szerzenia zjawiska opornosci drobnoustrojéw. Prowadzone w ostatnich latach bada-
nia naukowe, szczegdlnie testy chroniczne przeprowadzane na organizmach zywych,
potwierdzaja niekorzystne oddzialtywanie pozostalosci farmaceutycznych i zdol-
no$¢ bioakumulacji tego rodzaju zanieczyszczen w tkankach, co stanowi zagrozenie
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dla zdrowia i zycia ludzi (Kiitmmerer, 2009; Liu i Wong, 2013; Lonappan i wsp., 2016;
Branchet i wsp., 2021).

Odpowiedzig na narastajacy problem coraz czestszego wykrywania aktywnych far-
makologicznie zwigzkéw chemicznych w srodowisku byt wydany 11 marca 2019 roku
przez Komisje Europejska komunikat ,,Strategiczne podejscie Unii Europejskiej do sub-
stancji farmaceutycznych w srodowisku”, skierowany do Parlamentu Europejskiego,
Rady oraz Europejskiego Komitetu Ekonomiczno-Spolecznego. W pkt 2.5, zatytulo-
wanym ,,Braki wiedzy”, wyrazny nacisk polozono na poszerzenie i pogtebienie badan
dotyczacych obecnosci, notowanego stezenia oraz oszacowania ryzyka srodowiskowego
dla niektorych substancji farmaceutycznych. Podkreslono, ze wiele z nich wprowadzo-
nych do obrotu kilka lat temu nie zostalo poddanych ocenie ryzyka §rodowiskowego.

Zgodnie z dyrektywa Parlamentu Europejskiego 2001/83/WE i Europejskiej
Agencji Lekéw (European Medicines Agency, EMA) przed wprowadzeniem
do obrotu nowego leku konieczne jest przeprowadzenie oceny ryzyka srodowisko-
wego (Environmental Risk Assessment, ERA). Ze wzgledu na brak rzetelnej informacji
o niej brakuje regulacji prawnych dotyczacych uwalniania wybranych lekéw, np. anty-
nowotworowych i ich metabolitéw, ze szpitali do srodowiska (Zhang i wsp., 2013).

Wracajac do komunikatu z 2019 roku, w dokumencie tym potwierdzono, Zze moni-
toring substancji farmaceutycznych w $rodowisku jest bardzo ograniczony. Innym
problemem jest potrzeba nadzoru miejsc o szczegdlnym oddzialywaniu na srodowi-
sko, np. narazonych na odptywy sciekéw szpitalnych. Komisja Europejska podkreslita
réwniez, ze wiedza o mozliwych skutkach interakcji pozostatoéci farmaceutycznych
z innymi zwigzkami chemicznymi wystepujacymi w $ciekach i wodach jest
niewystarczajgca.

Takze w literaturze naukowej coraz czesciej opisuje si¢ problem wykrywania
w $ciekach i wodach metabolitow i produktéw transformacji lekéw, ktére moga charak-
teryzowac si¢ wyzszg toksycznoscig niz lek macierzysty (Kiimmerer, 2009; Lonappan
i wsp., 2016). W pismiennictwie istnieje wyrazna luka w wiedzy na temat biologicz-
nej aktywnosci metabolitow lekéw oraz ich mozliwych interakcji z innymi lekami
i zwigzkami chemicznymi wystepujacymi w $rodowisku, bedacych pochodzenia
zaréwno antropogenicznego, jak i naturalnego (np. substancje produkowane przez
mikroorganizmy, metabolity roslin). Tego rodzaju mieszaniny moga znacznie silniej
dziala¢ na organizmy, w poréwnaniu ze zwigzkami wystepujacymi indywidualnie.
Nie wiemy takze, w jakim stopniu charakter matrycy, np. $cieki surowe i oczyszczone,
oddzialuje na aktywnos¢ biologiczng farmaceutykéw i ich metabolitéw (Liu i Wong,
2013; Lonappan i wsp., 2016).

Dotychczasowe badania potwierdzity bioakumulacje diklofenaku, ibuprofenu,
acetaminofenu, kwasu mefenamowego i nimesulidu w dziko zyjacych organizmach
wodnych, co wyraznie sygnalizuje potrzebe prowadzenia badan dotyczacych ekolo-
gicznych skutkéw obecnosci farmaceutykow w srodowisku i mechanizméw ich bio-
logicznej aktywnosci. Nalezy tez podkresli¢, ze nasza wiedza na temat aktywnosci
biologicznej metabolitow biodegradacji NSAIDs i ich oddziatywania na $rodowisko
jest nieduza (Kiimmerer, 2009; Kawase i wsp., 2017).
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Do tej pory ukazalo si¢ niewiele prac odnoszacych si¢ do mikrobiologicznej degra-
dacji lekow w $rodowisku. Réwniez problematyka gtéwnych grup mikroorganizméw
zaangazowanych w ten proces nie jest do konca poznana, obejmuje jedynie poczat-
kowe etapy biotransformacji NSAIDs w §rodowisku wodnym. Jeszcze mniej wiemy
na temat powstajacych metabolitow, ktérych czasami jest kilka lub kilkanascie. Z kolei
dosy¢ dobrze opracowane s szlaki degradacji pochodnych kwasu salicylowego, ktdre
prowadza do rozszczepienia pierscienia aromatycznego z udzialem dioksygenaz
katecholowych lub dioksygenazy gentyzynowej do substratow centralnych szlakéw
metabolicznych (Marchlewicz i wsp., 2015).

Leki neuroaktywne, zwane psychiatrycznymi, sg szeroko stosowane w lecznictwie
zamknietym i otwartym na calym $wiecie. Nalezg do nich m.in. leki antydepresyjne.
Jedna z najpopularniejszych grup antydepresantdw sg selektywne inhibitory wychwytu
zwrotnego serotoniny (SSRIs) uzywane w leczeniu klinicznych depresji, zespolow
obsesyjno-kompulsywnych, zespotéw napadéw paniki, fobii spotecznej oraz zespo-
tow deficytéw uwagi. Obecnie obserwuje sie znaczny wzrost konsumpcji lekéw nale-
zacych do SSRIs (Silva i wsp., 2015; Puckowski i wsp., 2016; Mezzelani i wsp., 2018).
Kolejna grupa lekéw o istotnym wzroscie zuzycia sg leki antynowotworowe (Zhang
i wsp., 2013; Zhang i wsp., 2017; Kosjek i wsp., 2013).

W prezentowanej monografii do badan wybrano leki antydepresyjne z grupy -
SSRI: sertraline (SER), fluoksetyne (FLU), citalopram (CIT), ich metabolity, czyli
nor-sertraling (Nor-SER), nor-fluoksetyne (Nor-FLU) i desmetylcitalopram (D-CIT),
oraz leki antynowotworowe, jak cisplatyna (CIS) i 5-fluorouracyl (5-FU). Wszystkie
z nich s3 wykrywane w $ciekach i wodach powierzchniowych na catym $wiecie (Sheng
i wsp., 2014; Tiwari i wsp., 2017; Zhang i wsp., 2017; Mole i Brooks, 2019; Gornik i wsp.,
2020; Shi i wsp., 2020). W literaturze naukowej niewiele jest badan dotyczacych tok-
syczno$ci metabolitéw Nor-SER, Nor-FLU oraz D-CIT. Brakuje takze danych pre-
zentujacych toksyczno$¢ mieszanin wymienionych wyzej lekéw antydepresyjnych
i ich metabolitow z lekami antynowotworowymi jak CIS i 5-FU, ktére ze wzgledu
na swoja budowe chemiczng i specyfike dziatania na poziomie DNA charaktery-
zuja si¢ wysoka aktywnoscia biologiczng i s3 powaznym zagrozeniem w srodowisku.
Niewystarczajaca jest rowniez liczba badan okreslajacych, w jakim stopniu srodowi-
sko $ciekow surowych (SS) i oczyszczonych (SO), w poréwnaniu z laboratoryjnym
medium hodowlanym (MH), oddziatuje na toksycznos¢ i genotoksyczno$¢ wymie-
nionych wyzej lekdw antydepresyjnych, ich metabolitéw i mieszanin oraz mieszanin
z lekami antynowotworowymi CIS i 5-FU.

W $wietle powyzszych informacji za gtéwne cele przedstawionej monografii
obrano okreslenie i poréwnanie toksycznosci i genotoksycznosci substancji czyn-
nych wybranych lekéw antydepresyjnych — SER, FLU i CIT, ich metabolitéw - Nor-

-SER, Nor-FLU i D-CIT, mieszanin oraz mieszanin z substancjami czynnymi lekow
antynowotworowych CIS i 5-FU. Kolejnym celem byta ocena wptywu matrycy SS
i SO w poréwnaniu z MH oraz SO w poréwnaniu z SS na toksycznos¢ i genotoksycz-
nos$¢ wyzej wymienionych substancji czynnych lekéw antydepresyjnych, metabolitéw
oraz ich mieszanin z lekami antynowotworowymi.






1. Farmaceutyki w srodowisku

1.1. Farmaceutyki i ich metabolity wykrywane
w Sciekach i wodach powierzchniowych

Wedlug statystyk srednia ilo§¢ przyjmowanych rocznie farmaceutykéw w przeliczeniu
na osobe wynosi 15 g. W krajach wysokorozwinietych zuzycie lekow jest wyzsze i siega
od 50 do 150 g na osobe na rok. W Europie do ich produkc;ji stosuje si¢ okoto 400
aktywnych farmakologicznie zwigzkéw chemicznych (Szymonik i Lach, 2012). Polski
rynek sprzedazy farmaceutykow zajmuje szoste miejsce w Europie, a leki pozarecep-
turowe z grupy OTC (ang. over the counter), gléwnie przeciwbdlowe, stanowig okoto
34% (Szymonik i Lach, 2012). Wedlug najnowszego raportu z 2019 roku, wykonanego
przez Instytut IQVIA, szacuje sig, Ze dochody $wiatowego rynku farmaceutycznego
beda rosty do 2023 roku nawet do 6% rocznie.

Zwigkszajace si¢ zuzycie farmaceutykéw przyczynia sie do wzrostu ich wykry-
walnosci w $ciekach oczyszczonych, wodach powierzchniowych, a takze wodzie prze-
znaczonej do spozycia (Styszko i wsp., 2021). Substancje farmaceutyczne dostaja si¢
do $rodowiska gléwnie przez:

a) $cieki oczyszczone odprowadzane z oczyszczalni $ciekow komunalnych, zawie-
rajace wydalane oraz niezuzyte substancje farmaceutyczne wyrzucone do zlewu
lub toalety, pomimo istnienia systemoéw zbidrki odpadow;

b) nawozenie gleby obornikiem zwierzecym;

c) akwakultury, gdzie substancje farmaceutyczne sg czgsto dodawane do paszy.

Inne zrédta przedostawania si¢ pozostalosci farmaceutycznych do srodowiska to:

a) Scieki oczyszczone odprowadzane z zakltadow produkcyjnych (zwlaszcza spoza
Unii Europejskiej);

b) rozprowadzanie osadéw $ciekowych zawierajacych substancje farmaceutyczne
usuniete ze $ciekow;

¢) wypasanie zwierzat gospodarskich;

d) leczenie zwierzat domowych;

e) niewlasciwe sktadowanie niezuzytych substancji farmaceutycznych i skazonych
odpadéw (Szymonik i Lach, 2012; Wydro i wsp., 2016; Mezzelani i wsp., 2018).
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Farmy hodowlane zwierzece oraz splywy powierzchniowe z gleb w znacznym
stopniu réwniez przyczyniajg si¢ do przedostawania sie lekéw do srodowiska (Herber,
2002; Liu i Wong, 2013; Wydro i wsp., 2016; Mezzelani i wsp., 2018).

Farmaceutyki zaklasyfikowano do grupy mikrozanieczyszczen pochodzenia antro-
pogenicznego, ktore w literaturze okreslane s3 mianem farmaceutykow i srodkow
ochrony osobistej - PPCPs. Do tej grupy zaliczane sg leki stosowane w leczeniu ludzi
i zwierzat, srodki pomocnicze uzywane w medycynie i farmaceutyce (np. obojetne
sktadniki i no$niki lekow), suplementy i odzywki spozywcze (tzw. nutraceutyki),
a takze kosmetyki, takie jak mydta, szampony, wody toaletowe, repelenty, antysep-
tyki i blokery UV. Ze wzgledu na czesto ztozong budowe chemiczng (gltéwnie leki)
oraz réznorodne wlasciwosci fizykochemiczne PPCPs nalezg do zwigzkéw trudno
wykrywalnych w matrycach srodowiskowych i opornych na biodegradacje, co nie uta-
twia ich usuwania ze $ciekéw (Besse i Garric, 2008; Lonappan i wsp., 2016; Wydro
i wsp., 2016).

Problem obecnosci farmaceutykéw w $rodowisku nie jest tematem nowym. Juz
w latach 70. w Stanach Zjednoczonych wykrywano w $ciekach oczyszczonych kwas
salicylowy, kwas klofibrowy i metabolity klofibratu. Dekade pdzniej w rzekach Anglii
stwierdzono obecnos¢ lekdw antynowotworowych i syntetycznych sterydéw. Rozwdj
technik analitycznych w latach 90. umozliwil detekcje roznorodnych zwigzkow che-
micznych w §rodowisku w bardzo maltym stezeniu w zakresie ng/dm? i pg/dm?
(Mezzelani i wsp., 2018). Od tego czasu zaobserwowano znaczacy przyrost wiedzy
na temat zanieczyszczen farmaceutycznych w srodowisku.

W latach 1999-2000 w badaniach przeprowadzonych przez amerykanska agencje
naukowo-badawczg Geological Survey wykazano, Ze najcze$ciej pojawiajacymi sie
farmaceutykami w wodach powierzchniowych sg niesteroidowe leki przeciwzapalne,
antybiotyki i hormony (Kolpin i wsp., 2002; Szymonik i Lach, 2012). W tabeli 1.1
zaprezentowano najczesciej wykrywane leki w §ciekach szpitalnych na catlym $wie-
cie. Stosowane w duzych ilosciach PPCPs w formie niezmienionej oraz wraz z meta-
bolitami przedostaja si¢ do srodowiska, stanowiac zagrozenie dla organizméw wod-
nych i ludzi. Szczegdlng uwage zwrdcono na antybiotyki, ktdre szeroko wykorzystuje
sie w leczeniu ludzi i zwierzat. Dlugotrwatla ekspozycja organizméw na nie moze
w konsekwencji prowadzi¢ do pojawienia si¢ opornych szczepdw bakterii, co zagraza
zdrowiu publicznemu (Zhang i wsp., 2009). Antybiotyki zawieraja kilka waznych
podgrup, ktérych obecnos¢ stwierdzono w $srodowisku. Naleza do nich makrolidy
(np. erytromycyna, roksitromycyna), sulfonamidy (np. sulfametoksazol, sulfadime-
toksyna) i fluorochinolony (np. norfloksacyna, cyprofloksacyna). Kolejng bardzo
intensywnie badang grupa zwiazkow chemicznych sg hormony, ktére odpowiadaja
za zaburzenia funkcjonowania uktadu hormonalnego organizméw wodnych. Wsréd
nich najbardziej niepokojace s3 syntetyczne estrogeny steroidowe, stosowane jako
doustne $rodki antykoncepcyjne, gtéwnie etynyloestradiol, EE2 (Liu i Wong, 2013;
Mezzelani i wsp., 2018).



TABELA 1.1. NajczeSciej wykrywane leki w Sciekach szpitalnych na $wiecie

Maksymalne wykrywane

Lek Wzor strukturalny stezenie (ng/dm?)
Antybiotyki i chemioterapeutyki
0 0
F
| OH
Ciprofloksacyna 101 000
K\N N
HN\) A
NH,
H oy
NG L s
Amoksycylina \>< 900
0
HO 0 N
07 “OH

Ampicylina 5080
Doksycyklina 6700

0 0

F
OH
Norfloksacyna | 17 000
K\N N
w S
N—0
N

Sulfametoksazol 12 800




Maksymalne wykrywane

Lek Wzor strukturalny stezenie (ng/dm?)
NH, |
0
N| N
Trimetoprim )\ 7600
/
HN N o
0
~
I
O,N N)\ CH,
Metronidazol 90200
OH
B-blokery
H
9 H
0\)\/"l CH,
Atenolol /ﬁ\/©/ Y 122000
HN CH,
CH,
0 N CH,
H
Propranolol OH 37500
Niesterydowe leki przeciwzapalne - NSAIDs
H
N CH,
Acetaminofen /©/ \ﬂ/ 186 500
0
HO
cl
NH
Diklofenak 70000
cl OH




) Maksymalne wykrywane
Lek Wzor strukturalny stezenie (ng/dm?)
CH,
OH
Ibuprofen CH, 151000
0
H,C

7RODLO: opracowano na podstawie Liu i Wong, 2013; Mezzelani i wsp., 2018.

Omawiajac hormony, nie sposéb nie wspomnie¢ o bardzo waznej grupie zwigz-
kéw chemicznych zaburzajacych funkcjonowanie uktadu hormonalnego, czyli EDCs.
Nalezg do niej zaréwno hormony pochodzenia naturalnego, jak i syntetyczne, bedace
sktadnikami lekéw antykoncepcyjnych oraz stosowanych w hormonalnej terapii
zastepczej, a takze polichlorowane dibenzodioksyny PCDD, polichlorowane bife-
nyle PCB, substancje aktywne zawarte w pestycydach (tzw. biocydy), ftalany i alkilo-
fenole. Wraz ze sptywami powierzchniowymi oraz odciekami ze sktadowisk odpa-
déw EDCs przedostajg si¢ do wod powierzchniowych i podziemnych ze $ciekow
bytowych i przemystowych. Naleza do zwigzkéw chemicznych szczegdlnie niebez-
piecznych, poniewaz moga zakldca¢ funkcjonowanie uktadu hormonalnego, jak tez
stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia i zycia organizméw zywych (Wlodarczyk-Makula,
2014; Gélvez-Ontiveros i wsp., 2020).

Kolejne grupy lekéw o wysokiej czestotliwosci wykrywania w srodowisku to $rodki
przeciwbolowe i przeciwzapalne, takie jak diklofenak i ibuprofen; leki przeciwpa-
daczkowe, jak karbamazepina i primidon; regulatory lipidéw we krwi, np. klofibrat
i gemfibrozyl; B-blokery, takie jak metoprolol i propranolol, oraz srodki kontrastowe,
jak jopromid i diatrizoat (Herber, 2002; Liu i Wong, 2013). Do najczesciej za§ wykrywa-
nych w $ciekach produktéw higieny osobistej zaliczamy triklosan i triklokarban, ktdre
sa srodkami przeciwdrobnoustrojowymi. W ostatnich latach obserwuje si¢ réwniez
wzrost zuzycia lekéw antydepresyjnych, szczegdlnie inhibitoréw wychwytu zwrotnego
serotoniny, jak FLU, CIT, SER, paroksetyna i venlafaksyna (Mezzelani i wsp., 2018).

Obecnie ciggle zyjemy w czasie pandemii COVID-19. Na calym $wiecie prowa-
dzone s3 badania naukowe oceniajace jej wptyw na zdrowie psychiczne populacji.
Zebrane dane wskazuja, Ze pandemia ta w istotny sposob wplywa na funkcjono-
wanie oraz jako$¢ zycia ludnosci. Do najcze$ciej zgltaszanych symptoméw zaburzen
psychicznych w dobie COVID-19 nalezg stany leku, niepokoju, depresji i bezsenno-
$ci. Badania przeprowadzone w Anglii, dotyczace liczby wypisanych recept na leki
antydepresyjne w latach 2019-2020, jednoznacznie potwierdzaja wzrost ich zuzy-
cia. Dane pokazuja, ze od stycznia do grudnia 2020 roku angielscy lekarze wypisali
o cztery miliony wiecej recept na leki antydepresyjne w poréwnaniu z rokiem 2019.
W Stanach Zjednoczonych réwniez zanotowano trzykrotny wzrost epizodéw depre-
syjnych w pandemii COVID-19, w poréwnaniu z czasem przed pandemia (Deng
i wsp., 2020; Rabeea i wsp., 2021).
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Pochodzace z wydalin ludzkich farmaceutyki i ich metabolity przedostaja si¢
do oczyszczalni §ciekdw, a nastepnie wraz ze $ciekami oczyszczonymi do wod
powierzchniowych. Szczegélnie niebezpieczne sg $cieki szpitalne. Badania wyka-
zuja, ze PPCPs wykrywane s w oczyszczalniach $ciekéw w réznych krajach na catym
$wiecie, w stezeniach od ng/dm?* do pug/dm?, a skutecznosé¢ ich usuwania z zastoso-
waniem konwencjonalnych proceséw oczyszczania sciekow jest ograniczona (Herber,
2002; Liu i Wong, 2013; Wydro i wsp., 2016; Mezzelani i wsp., 2018).

Niesterydowe leki przeciwzapalne NSAIDs sg powszechnie stosowane w lecze-
niu bélu i stanéw zapalnych zaréwno u zwierzat, jak i ludzi. Mechanizm dziatania
tych lekéw polega na inhibicji reakcji katalizowanych przez cyklooksygenazy COX-1
i COX-2, co zapobiega formowaniu prostaglandyn i tromboksanu z kwasu arachido-
nowego. Prostaglandyny uczestnicza w takich procesach jak bdl, stan zapalny, regula-
cja przeplywu krwi w nerkach, koagulacja i synteza ochronna btony $luzowej zotadka.
Klasyczne NSAIDs sg inhibitorami enzyméw COX-1 i COX-2, nalezgce natomiast
do tej grupy leki nowej generacji sg bardziej specyficzne od indukowalnych izoform
COX-2, ktére s odpowiedzialne za reakcje zapalne (Parolini i wsp., 2011; Mezzelani
i wsp., 2018). W tabela 1.2 przedstawiono najczesciej wykrywane leki grupy NSAIDs,
a takze wybrane metabolity w matrycach srodowiskowych.

TABELA 1.2. Najczesciej wykrywane leki z grupy NSAIDs i wybrane metabolity w matrycach
srodowiskowych
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ZRODLO: opracowano na podstawie Kiimmerer, 2009; Memmert i wsp., 2013; Kawase i wsp., 2017.

W badaniach przeprowadzonych w 20 krajach na calym $wiecie stwierdzono
obecnos¢ DCF i IBU w ponad 90% analizowanych préb. W $ciekach stezenie NSAIDs
wynosilo > 1 pg/dm?® i dla DCF zarejestrowano wartosci do 1,59 ug/dm?, dla ibupro-
fenu 3,35 pg/dm? oraz dla kwasu acetylosalicylowego 1,51 pg/dm? (Fatta-Kassinos
i wsp., 2011; Desbiolles i wsp., 2018). W wodach rzecznych w rejonie Madrytu
zawarto$¢ IBU, DCF, NAP i KET wynosita odpowiednio: 5 pg/dm?, 3,4 ug/dm?,
3,1 ug/dm?i 1,56 pg/dm?. Réwniez w wodach powierzchniowych Wielkiej Brytanii
wykryto DCF - w stezeniu 0,424 ug/dm?’ oraz IBU - 3,1 ug/dm?. Podobnie w wodach
powierzchniowych Francji odkryto niesterydowe leki przeciwzapalne, takie jak KET,
DCF i NAP, ktorych zawartos¢ wahata sie w granicach od 0,4 pg/dm? do 0,9 pg/
dm?. Takze w polskich rzekach, Wisle, Odrze i Warcie, wykryto DCF, kwas ace-
tylosalicylowy oraz NAP - od 0,3 pg/dm? do 0,73 pg/dm? (Szymonik i Lach, 2016).
W $ciekach oczyszczonych w Szwajcarii zidentyfikowano DCF w ilosci okoto 2,4 pg/
dm?. Najwyzsza natomiast zawarto$¢ IBU zanotowano w $ciekach oczyszczonych
w Hiszpanii i wynosita ona 28 pg/dm?. W basenie Morza Srédziemnego odnoto-
wano obecno$¢ AMP w stezeniu do 200 ug/dm? oraz KET do 6 pg/dm? (Lonappan
i wsp., 2016; Mezzelani i wsp., 2018).

Farmaceutyki wykazuja swoja biologiczng aktywnos¢ juz w niewielkich dawkach
i oddzialuja na rézne mechanizmy komérkowe, tj. aktywnos¢ enzymow komorko-
wych, sygnalowe szlaki komérkowe. Zaréwno leki macierzyste, jak i ich metabolity
po wydaleniu z organizmu ludzkiego podlegaja w srodowisku licznym przemianom
fizycznym, chemicznym i biologicznym, takim jak hydroliza, fotoliza, biodegradacja
i bioakumulacja. Rézne procesy biotyczne/abiotyczne zwykle skutkuja powstaniem
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produktéw transformacji o nowych wlasciwosciach (Kiimmerer, 2009; Lonappan
i wsp., 2016).

W testach na Danio rerio dla DCF wartosci LC, wynosily 166,6 mg/dm? dla sta-
diéw juwenilnych oraz 6,11 mg/dm’ dla embrionéw (Praskova i wsp., 2011). W testach
z Daphnia magna, bazujacych na inhibicji mobilnosci, EC, dla DCF osiagalo wartosci
22,4 mg/dm?, dla aspiryny i ibuprofenu zawieralo sie w granicach 88,1-108 mg/dm?,
a dla naproksenu 166,3-174 mg/dm?*. W testach toksycznosci prowadzonych na glonach
Desmodesmus subspicatus opartych na inhibicji wzrostu wartosci EC, dla DCF wyno-
sity 72 mg/dm?, z kolei dla IBU, NAP i AA byly wyzsze od 100 mg/dm?* (Puckowski
i wsp., 2016). Liczne badania wykazaly zdolno$¢ bioakumulacji NSAIDs w tkan-
kach organizmdéw wodnych. W matzach odltowionych w pigciu punktach wzdtuz
wybrzezy Belgii zawarto$¢ kwasu acetylosalicylowego wynosila 490 ng/g suchej
masy, a acetaminofenu 115 ng/g suchej masy. Matze Mytilus galloprovincialis zebrane
u wybrzezy Wloch zawieraly DCF w stezeniu 16,1 ng/g suchej masy, IBU natomiast
w stezeniu 9,40 ng/g suchej masy. Wykryto w nich takze NIM w stezeniu 6,04 ng/g
suchej masy. Obecnos¢ DCF stwierdzono réwniez w tkankach réznych gatunkéw
ryb (Cyprinus carpio, Carassius carassius) i innych organizméw wodnych zyjacych
w oceanach, morzach oraz rzekach. Badania prowadzone przez ekotoksykologdéw
dowiodly znaczacego szkodliwego wplywu NSAIDs na organizmy zZywe. Badajac
malze M. galloprovincialis naukowcy potwierdzili znaczny potencjal bioakumula-
cji DCF, IBU i KET po 14 dniach ekspozycji migczakéw na srodowiskowe stezenie
2,5 pg/dm? tych lekéw (Lonappan i wsp., 2016; Mezzelani i wsp., 2018). W przepro-
wadzonych analizach udokumentowano, ze wywolywaly one zaburzenia immunolo-
giczne, dzialaly genotoksycznie, modulowaty metabolizm lipidéw i cykl komérkowy
oraz byly odpowiedzialne za zmiany w profilu transkrypcyjnym genéw ulegajacych
ekspresji w wymienionych wyzej procesach. Zaréwno DCF, IBU, jak i KET badane
w nizszym stezeniu 250 ng/dm’ w M. galloprovincialis i po dwutygodniowej ekspo-
zycji indukowaly enzymy antyoksydacyjne, dysmutaze ponadtlenkowa, katalaze,
S-transferaze glutationu i reduktaze glutationu oraz stymulowaly peroksydacje lipidow
(Nava-Alvarez i wsp., 2014). W badaniach prowadzonych na Ruditapes philippinarum
i krabie Carcinus maenas eksponowanym na dzialanie IBU w stezeniu do 50 pg/dm?
stwierdzono destabilizacje lizosomalnych membran, modulacje szlakéow detoksyfika-
cyjnych i metabolizmu oksydacyjnego oraz efekt genotoksyczny (Cunha i wsp., 2017).

Wiekszo$¢ badan dotyczy macierzystych lekéw z grupy NSAIDs, niewiele
natomiast wiadomo na temat metabolitéw, ich aktywnosci biologicznej i poten-
cjatlu oddzialywania na srodowisko. Najczestszymi obiektami badan sposréd
NSAIDs sg DCF i jego metabolity, gléwnie 4’-hydroksydiklofenak (4-OHDCEF)
oraz 5-hydroksydiklofenak (5-OHDCEF). U ssakéw DCF ulega biotransformacji
m.in. do 4-OHDCEF i 5-OHDCEF, ktére, jak wykazano, sg wysoce reaktywne i indu-
kuja tworzenie reaktywnych form tlenu [ROS] (Matejczyk i wsp., 2020a; 2020b;
2020c). Ponadto gtéwny metabolit, 4-OHDCEF, ma stabe dzialanie przeciwzapalne
i przeciwbodlowe. Ustalono réwniez, ze DCF i 4-OHDCF zaburzaja uklad hormonalny
oraz dzialaja immunomodulacyjnie (Klopcic i wsp., 2018). Z kolei po siedmiodniowej
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inkubacji ostryg Crassostrea gigas wytowionych z Pacyfiku z IBU oraz AMP w stezeniu
do 100 pug/dm?® wykazano inhibicje enzymoéw antyoksydacyjnych, a takze oddziaty-
wanie na transkrypcyjna regulacje ekspresji genéw odpowiedzialnych za metabolizm
i biotransformacje lekéw. W eksperymentach prowadzonych na Salmo trutta, inkubo-
wanych w obecno$ci DCF w stezeniach wyzszych od 10 pg/dm?, stwierdzono zna-
czgce zmiany w tkankach watroby i nerek (Memmert i wsp., 2013).

Pozostali reprezentanci NSAIDs, tj. naproksen, diklofenak, ketoprofen, para-
cetamol i ibuprofen, ulegaja biodegradacji gtéwnie z udzialem grzybéw z wykorzy-
staniem enzymow lignolitycznych oraz uktadu cytochromu P - 450 (Guzik i wsp.,
2013). Najpopularniejszym przyktadem jest diklofenak, ktéry po przedostaniu si¢
do $rodowiska odznacza si¢ duzg trwaloscig i toksycznoscia (Quintana i wsp., 2005).

Osorio-Lozada i wsp. (2008) dowiedli, ze szczep Actinoplanes sp. wykazywat
wysoka aktywnos¢ w rozkladzie diklofenaku i biotransformowat 100% tego leku
w ciggu 5 godzin. Znacznie dluzej, bo nawet do 120 godzin przebiegal proces bio-
transformacji diklofenaku z udzialem grzybow z gatunkéw Cunninghamella elegans,
Beauveria bassiana i Cunninghamella echinulata. Podczas przemian diklofenaku
zidentyfikowano gtéwne metabolity, takie jak 4™-hydroksydiklofenak, 5-hydroksydi-
klofenak oraz 4’,5-dihydroksydiklofenak. Identyczne wykryto w czasie biotransfor-
macji diklofenaku w organizmie ludzkim, co sugeruje podobienistwo aparatu enzyma-
tycznego opartego na monooksygenazach wspodtdzialajacych z cytochromem P - 450.
Prace z ostatnich lat potwierdzajg obecno$¢ kilku mozliwych szlakéw rozktadu diklo-
fenaku u mikroorganizméw srodowiskowych, wlaczajac mikrobiom osadu czynnego
w oczyszczalniach §ciekow (Osorio-Lozada i wsp., 2008). Hata i wsp. (2010) w bada-
niach na Phanerochaete sordida wykazali, ze oprocz ukladu enzymatycznego zwia-
zanego z cytochromem P - 450 w procesie biotransformacji diklofenaku biorg udziat
prawdopodobnie manganozalezna peroksydaza i lakaza. Sugeruje to wspdtistnienie
dwdch mozliwych drég metabolizowania tego leku.

Kolejnym wykrywanym w matrycach §rodowiskowych lekiem nalezacym
do NSAIDs jest ibuprofen. Do tej pory udokumentowano, ze gtéwnie lignolityczne
gatunki grzybéw oraz nieliczne gatunki bakterii wykazuja zdolnos¢ jego metabolizo-
wania. Do tych pierwszych naleza gatunki Bjerkandera adusta i Phanerochaete chry-
sosporium. Do najczesciej identyfikowanych metabolitéw procesu biotransformacji
ibuprofenu przez te szczepy zaliczono hydroksylowane pochodne: 1-hydroksyibupro-
fen, 2-hydroksyibuprofen oraz 1,2-dihydroksyibuprofen. W badaniach eksperymen-
talnych potwierdzono, ze te pochodne charakteryzuja si¢ wieksza toksycznoscia niz
zwigzek macierzysty i mogg mie¢ powazny wplyw na organizmy biocenoz wodnych
(Marchlewicz i wsp., 2015). Bakteryjna degradacje ibuprofenu opisano u Sphingomonas
Ibu-2. Proces ten zachodzi przede wszystkim z udzialem dioksygenaz, syntetazy acylo-
-CoA oraz ligazy-CoA i prowadzi do powstania 4-izobutylokatecholu, bedacego gtow-
nym produktem rozkladu ibuprofenu (Kagle i wsp., 2009).

Ketoprofen i naproksen to kolejne leki nalezace do grupy NSAIDs wykrywane
w $ciekach i wodach powierzchniowych. Ustalono, ze Trametes versicolor ma zdolnos¢
catkowitej biotransformacji ketoprofenu. Do najczesciej identyfikowanych metabolitéw
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nalezg kwas 3-(hydroksy-karboksymetylo)hydratropowy oraz kwas 3-(keto-karboksy-
metylo)hydratropowy. Biotransformacje naproksenu opisano u grzybéw z gatun-
kéw Cunninghamella blakeslesna, Cunninghamella echinulata, Cunninghamella
elegans, wykorzystujacych uklad enzymatyczny zwigzany z cytochromem P - 450.
Gléwnymi metabolitami biotransformacji naproksenu w uktadach kometabolicznych
s3 O-desmetylnaproksen i siarczan 6-O-desmetylnaproksenu (Zhong i wsp., 2003;
Marchlewicz i wsp., 2015). Na rycinach 1.1-1.3 przedstawiono schematy biotransfor-
macji diklofenaku, ibuprofenu i naproksenu oraz ich najwazniejsze metabolity.

cl I}I COOH
N
cl
diklofenak
monooksygenaza

cytochromu P - 450

cl I}I COOH cl III COOH
N N
OH cl cl OH
4'-hydroksydiklofenak 5-hydroksydiklofenak
cl I}I COOH
OH cl OH

4'-, 5-dihydroksydiklofenak

RYC. 1.1. Biotransformacja diklofenaku i jego gtéwne metabolity - 4’-hydroksydiklofenak
i 5-hydroksydiklofenak

Leki psychiatryczne, zwane réwniez neuroaktywnymi, sg szeroko stosowane
zaréwno w lecznictwie zamknietym, jak i otwartym na calym $wiecie. Nalezg do nich
gltownie leki antydepresyjne, antyepileptyczne i przeciwlekowe. Podobnie jak inne
leki, one takze dostajg si¢ do Srodowiska przede wszystkim wraz z odpadami domo-
wymi, z wydalinami ludzkimi czy tez poprzez bezposrednie wyrzucanie nieuzywa-
nych lub przeterminowanych lekéw do toalet. Glownym zrodlem przedostawania si¢
neuroaktywnych lekéw do wod s3 jednak oczyszczalnie $ciekow (Calisto i Esteves,
2009; Silva i wsp., 2015).
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RYC. 1.2. Biotransformacja ibuprofenu i jego gtéwne metabolity: 1-hydroksyibuprofen, 2-hydroksy-
ibuprofen oraz 1,2-dihydroksyibuprofen

Wedtug raportu Organizacji Wspolpracy Gospodarczej i Rozwoju (ang. Organi-
sation for Economic Cooperation and Development, OECD) z 2011 roku szacuje sie,
ze w latach 2000-2010 konsumpcja lekdw nalezacych do SSRIs wzrosta o 60%. Do naj-
powszechniejszych naleza: fluoksetyna (FLU, Prozak), citalopram (CIT), paroksetyna
(PAR), sertralina (SER) i venlafaksyna (VEN). Po spozyciu doustnym SSRIs sg inten-
sywnie metabolizowane w organizmie cztowieka, a uwalniane pierwotne metabo-
lity s3 na ogét produktami N-desmetylowymi. Wigkszos¢ z nich zachowuje aktyw-
nos¢ farmakologiczna (Silva i wsp., 2012, 2015). Fluoksetyna jest wydalana gléwnie
z moczem (mniej niz 10% w postaci niezmienionej), jako norfluoksetyna (Nor-FLU)
lub N-glukuronid asfluoksetyny. Inne badania farmakokinetyczne wskazuja, ze tylko
okoto 20% jest wydalane jako Nor-FLU i jej glukuronid. W odniesieniu do CIT usu-
wanie niezmienionego zwiazku wynosi od 12 do 20%. W przypadku SER tylko 0,2%
doustnej dawki jest wydalane w postaci niezmienionej z moczem (Silva i wsp., 2015).

W zwiazku z ciaggle wzrastajagcym zuzyciem antydepresanty naleza do jednych
z najczedciej wykrywanych zwigzkéw chemicznych w srodowisku (Gornik i wsp., 2020;
Shi i wsp., 2020). Do tej pory wielokrotnie udokumentowano obecnos¢ lekdw antyde-
presyjnych oraz ich metabolitéw (Nor-FLU, D-CIT, Nor-SER) w $ciekach w szerokim
zakresie stezen - od 0,15 do 32228 ng/dm?, w wodach powierzchniowych w stezeniach
0d 0,5 do 8000 ng/dm? oraz w wodzie wodociggowej — od 0,5 do 1400 ng/dm?>. Takze
w osadach i glebie wykryto FLU i SER oraz ich metabolity w stezeniu do 1033 ng/g.
W polskich wodach najwyzsze stezenie 45 ng/dm? antydepresantéw zanotowano
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w rzece Utrata (Minagh i wsp., 2009; Silva i wsp., 2012; Giebultowicz i Nalecz-
-Jawecki, 2014; Silva i wsp., 2015; Puckowski i wsp., 2016; Mezzelani i wsp., 2018). Jesli
chodzi o leki antydepresyjne, to w Polsce w wodzie wodociggowej wykryto: citalo-
pram w stezeniu 1,5 ng/dm?, mianserin w stezeniu 0,9 ng/dm?, sertraling w stezeniu
3,1 ng/dm?, moklobemid w stezeniu 0,3 ng/dm? i venlafaksyne w stezeniu 1,9 ng/dm?
(Giebuttowicz i Natecz-Jawecki, 2014).

CH,

OO .

naproksen

H,CO

monooksygenaza
cytochromu P - 450

CH,

OO .

HO
6-0-desmetylnaproksen

enzymy analogiczne
do ssaczych
2 fazy detoksykacji

CH,

COOH
HO.S__

HO
siarczan 6-0-desmetylnaproksenu

RYC. 1.3. Biotransformacja naproksenu i jego gtéwne metabolity — 6-0-desmetylonaproksen
oraz siarczan 6-0-desmetylonaproksenu

Obecnos¢ lekow neuroaktywnych i ich metabolitow stwierdzono tez w tkan-
kach organizméw wodnych: w mézgu, watrobie oraz plazmie ryb i migczakéw w ste-
zeniach na poziomie ng/g. Biorac za$ pod uwage metabolity Nor-FLU i Nor-SER,
ich najwyzsze stezenie zarejestrowano w tkankach mézgu, watroby i mie$niach
ryb. W organizmach Hydropsyche sp. i E. octoculata wykryto takze CIT w stezeniu
3,6-4,2 ng/g oraz SER - 4,3-5,5 ng/g (Puckowski i wsp., 2016). W badaniach przepro-
wadzonych na matzach odtowionych wzdtuz wybrzezy Kalifornii u 64% badanych
osobnikow stwierdzono obecnos¢ SER w stezeniu 1,4 ng/g. W malzach M. gallopro-
vincialis ztowionych w Atlantyku w rejonie Portugalii zauwazono bioakumulacje FLU
w stezeniu do 9,93 ng/g suchej masy, Nor-FLU w stezeniu do 21,7 ng/g suchej masy,
CIT do 4,9 ng/g suchej masy, D-CIT do 10,2 ng/g suchej masy oraz Nor-SER w steze-
niu do 6,68 ng/g suchej masy (Silva i wsp., 2012; Gornik i wsp., 2020).
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Podczas prowadzonych badan wystepowanie wyzszych stezen metabolitow, selek-
tywnych inhibitoréw wychwytu zwrotnego serotoniny, gléwnie Nor-FLU i Nor-SER,
zaobserwowano w organizmach malzy z gatunku M. galloprovincialis odlowionych
w Atlantyku w poblizu Portugalii oraz w tkankach Lepomis macrochirus, Ictalurus
punctatus i Pomoxis nigromaculatus pochodzacych z Teksasu. Zwigkszong zdolnos¢
bioakumulacji metabolitow lekéw z grupy SSRIs w tkankach organizméw ekotok-
sykolodzy tlumaczg ich nizszg polarnosciag w poréwnaniu ze zwiazkami macierzy-
stymi. To wlasciwosci fizykochemiczne SSRIs determinujg ich zachowania $rodowi-
skowe. Sa to zwiazki lipofilowe, ktérych pK_ (stata dysocjacji kwasu) wynosi od 9,05
do 10,5. Jako chlorowodorki wszystkie SSRIs charakteryzuja si¢ niskim wspoélczyn-
nikiem podzialu oktanol-woda i stosunkowo wysoka rozpuszczalnosciag w wodzie.
Ponadto lekom tym przypisane sg wysokie wspotczynniki sorpcji z glebami i osadami,
co oznacza, ze s to zwigzki trwale. Potencjal ich bioakumulacji, a takze ich toksycz-
no$¢ zalezne sg od wartosci pH $rodowiska (Silva i wsp., 2012; 2015; 2017).

W zwigzku ze zwiekszajacg sie wykrywalnoscig zanieczyszczen farmaceutycznych
w réznych matrycach srodowiskowych istnieje potrzeba intensywniejszego badania
ich oddzialywania na $rodowisko. Obecnie bardzo niewiele wiemy na temat trans-
portu i aktywnosci lekéw przeciwdepresyjnych, takich jak SSRIs, oraz ich metabolitow
w $rodowisku (Celiz i wsp., 2009). Do tej pory ustalono, ze SSRIs moduluja poziom
neurotransmiterow serotoniny, dopaminy, norepinefryny. Badania toksykologiczne
wykazaly, ze u ryb, migczakéw oraz innych wodnych bezkregowcéw eksponowanych
na dziatanie srodowiskowego stezenia lekéw z grupy SSRIs dochodzito do zabu-
rzen reprodukcji, wzrostu, metabolizmu, odpornosci, odzywiania si¢, lokomocji,
ubarwienia i zachowania (Bossus i wsp., 2014; Silva i wsp., 2015; Shi i wsp., 2020).
W testach toksyczno$ci ostrej prowadzonych na Ceriodaphnia dubia dla CIT war-
to$¢ LC,, po 48-godzinnej ekspozycji wynosita 3,90 mg/dm?, a w testach z Xenopus
laevis okreslona dla FLU wartos¢ LC,, po 96-godzinnej ekspozycji wynosita 7,5 mg/
dm?. W trwajacych 48 godzin testach toksycznosci ostrej na C. dubia dla SER uzy-
skano LC, = 0,12 mg/dm?. Zaobserwowano takze niekorzystne oddziatywanie FLU,
ktoéra hamowala wlasciwy rozwdj matwy Sepia officinalis eksponowanej na ten lek
w stezeniu do 1 ng/dm?. Odnotowano tez, ze FLU w stezeniu 1-100 ng/dm? dziatata
niekorzystnie na procesy plywania i odzywiania si¢ Gammarus pulex, a w stezeniu
20 ng/dm? zaburzata uklad hormonalny u omutka Dreissena polymorpha (Foster
i wsp., 2010; Silva i wsp., 2012; Franzellitti i wsp., 2014; Silva i wsp., 2015). Z kolei
CIT i FLU stosowane w stezeniu 500 ng/dm?® wywotywaly stres oksydacyjny i dzia-
taly genotoksycznie. Badania toksykologiczne wykazaly, ze obecnos¢ SER w stezeniu
wykrywanym w srodowisku oddzialywata na doroste samce Pimephales promelas,
prowadzac do zaburzen anatomicznych i fizjologicznych (Goolsby i wsp., 2013; Silva
i wsp., 2015). Po zadzialaniu na malze z gatunku M. galloprovincialis FLU w zakresie
stezenia 0,03-300 ng/dm? stwierdzono bioakumulacje tego leku w tkankach gru-
czoléw trawiennych oraz intensyfikacje peroksydacji lipidow i modulacje ekspresji
genow biorgcych udzial w procesie detoksyfikacji ksenobiotykéw (Hazelton i wsp.,
2013; 2014; Silva i wsp., 2015). Leki z grupy SSRIs, oddzialujac nawet w sladowych
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ilosciach na organizmy zywe, maja zdolno$¢ modulacji poziomu serotoniny i wply-
wajg na procesy fizjologiczne w glonach, roslinach, bezkregowcach i kregowcach
(Silva i wsp., 2015). W tabeli 1.3 zaprezentowano najczesciej wykrywane w $rodo-
wisku leki z tej grupy i ich metabolity.

TABELA 1.3. 0gdlna charakterystyka gtdwnych lekéw z grupy SSRIs i ich metabolitow

Leki Masa
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grupy CAS strukturalny sumaryczny | kularna
SSRIs ()
F
S~ g
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ZrRODLO: opracowano na podstawie Silva i wsp., 2012; Silva i wsp., 2015.

Karbamazepina (CBZ) nalezy do kolejnej grupy lekéw neuroaktywnych wyka-
zujacych wlasciwosci antyepileptyczne (ryc. 1.4). Jej pozostatosci sg czesto wykry-
wane zaréwno w $ciekach surowych, jak i oczyszczonych, w wodach powierzchnio-
wych, podziemnych i w wodzie przeznaczonej do spozycia przez ludzi w stezeniu
0d 0,03 do 11,6 pg/dm?. Karbamazepine znaleziono takze w wodach morskich i przy-
brzeznych w stezeniu od 0,21 do 321 ng/dm’. Takie kryteria, jak cigglo$¢ uwalniania
CBZ do $rodowiska wodnego oraz opornos¢ tego leku na biodegradacje, przyczynity
sie do zdefiniowania CBZ jako antropogenicznego markera zanieczyszczen wod.
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Karbamazeping wykryto w wielu gatunkach organizméw wodnych basenu Morza
Srédziemnego (np. matzach M. galloprovincialis), u wybrzezy Belgii, w matzach Mytilus
edulis w zatoce San Francisco, w Geukensia demissa oraz w Crassostrea gigas w delcie
Ebro. Notowane stezenie siegalo wartosci 3,5 ng/g suchej masy. Obecnos¢ CBZ stwier-
dzono tez w bezkregowcach i kregowcach odlowionych z jeziora Tai Hu w Chinach
w stezeniu do 18 g/g suchej masy, jak réwniez w tkankach wielu gatunkéw ryb zto-
wionych u wylotéw oczyszczalni sciekéw w Stanach Zjednoczonych (np. w mie$niach
i watrobie tilapii Oreochromis niloticus CBZ wystepowala w stezeniu do 1,03 ng/g
suchej masy). W wielu pracach udokumentowano podwyzszenie poziomu stresu oksy-
dacyjnego oraz peroksydacji lipidow w tkankach morskich bezkregowcéw ekspono-
wanych na $rodowiskowe stezenie CBZ zawierajace si¢ w zakresie od 0,3 do 9 pg/dm’.

Badania z ostatnich lat potwierdzajg takze zdolno$¢ kumulacji CBZ w glebach,
gdzie lek ten charakteryzuje si¢ znacznym stopniem opornosci na biodegradacje
(Kiimmerer, 2009; Puckowski i wsp., 2016; Mezzelani i wsp., 2018).

O A
0)\NH2

RYC. 1.4. Karbamazepina (CBZ) - wzdr strukturalny

Benzodiazepiny (BZDs) sa kolejng grupa lekéw psychiatrycznych wykrywa-
nych w $ciekach i wodach powierzchniowych (ryc. 1.5). Charakteryzuja si¢ wilas-
ciwo$ciami anksjolitycznymi i przeciwdrgawkowymi, niektdre z nich sg stosun-
kowo oporne na biodegradacje. Leki te sa dosy¢ powszechnie wykrywane w wodach
powierzchniowych w stezeniu do 0,6 pug/dm?. Wykryto je réwniez w tkankach
Crassostrea gigas pochodzacych z delty rzeki Ebro w stezeniu 0,8 ng/g suchej masy.
Niewiele wiadomo na temat oddzialywania BZDs na organizmy zywe. Nieliczne udo-
kumentowane dane wskazuja na modulacje metabolizmu dopaminy oraz podwyzsze-
nie poziomu stresu oksydacyjnego u ryb eksponowanych na dziatanie benzodiazepin
(Puckowski i wsp., 2016; Mezzelani i wsp., 2018).

N
cL
—N
RYC. 1.5. Benzodiazepina (BDZ) - wzdr strukturalny

Dotychczasowa wiedza na temat mikrobiologicznej biotransformacji lekéw neu-
roaktywnych jest ograniczona. Zidentyfikowano tez bardzo niewiele grup drobno-
ustrojow bioracych udzial w ich biodegradacji. Udokumentowano, ze SER ulegata
najefektywniejszej biodegradacji w obecnosci izolatéw Pseudomonas i Serratia. Z kolei
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badania dotyczace FLU wykazaly, ze lek ten w stezeniu 1 pg/dm? ulega degradacji
w ciagu 10 dni (Caracciolo i wsp., 2015). Rozpoznano takze mikroorganizmy, ktore
biorg udzial w procesie biotransformacji CBZ, nalezg do nich grzyby Cunninghamella
elegans ATCC9245, Tinea versicolor i Ganoderma lucidum. Zdolnos$¢ biotransformacji
CBZ maja rowniez bakterie Rhodococcus rhodochrous oraz grzyby Aspergillus niger
(Caracciolo i wsp., 2015).

Kolejna grupg lekéw wykrywanych w srodowisku sg leki antynowotworowe sto-
sowane w leczeniu réznych typéw nowotwordéw. Farmaceutyki te po podaniu gtéwnie
dozylnym ulegaja metabolizmowi w organizmie ludzkim i wraz z metabolitami prze-
dostaja si¢ do $ciekow. Ze wzgledu na bardzo silny mechanizm dzialania (cytotoksycz-
nos¢, genotoksycznosé, mutagennos¢ i teratogennosc) leki antynowotworowe moga
wywiera¢ niekorzystny wplyw na kazdy rosnacy organizm eukariotyczny. Wedlug
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) nalezg one do lekéw cytotoksycznych (klasa
LO01) lub lekéw do terapii hormonalnej (klasa L02, w tym hormondw i antagonistow
hormonéw stosowanych szczegolnie w leczeniu choréb nowotworowych). Ze wzgledu
na dzialanie terapeutyczne klasa L01 jest podzielona na pi¢e¢ podgrup, a mianowi-
cie: $rodki alkilujace, antymetabolity, alkaloidy roslinne, antybiotyki cytotoksyczne
i inne $rodki przeciwnowotworowe. Farmaceutyki bedace czynnikami alkilujacymi
nalezg do najwigkszej grupy lekéw antynowotworowych, indukuja alkilacje (poprzez
wigzania kowalencyjne) z DNA, RNA oraz r6znymi enzymami. Obecnie w terapii
antynowotworowej wykorzystuje si¢ okolo 100 lekéw (Zhang i wsp., 2013; Parrella
i wsp., 2014).

W $ciekach najczesciej wykrywane sa: cyklofosfamid (CP), ifosfamid (IF), tamo-
ksifen, cytarabina, cisplatyna (CIS), 5-fluorouracyl (5-FU), doksorubicyna (DOX),
etopozyd, gemcytabina i winorelbina. W $ciekach szpitalnych w Szwajcarii, Chinach
i Niemczech rejestrowano stezenie CP do 4486 ng/dm?, IF do 1914 ng/dm?, tamo-
ksifenu do 740 ng/dm?, 5-FU do 122 ng/dm?, DOX do 1350 ng/dm? i CIS do 250 ng/
dm?. W australijskich oraz francuskich $ciekach pochodzacych ze szpitali stezenie
5-FU siegalo odpowiednio wartosci 124 i 4 ug/dm?* (Zhang i wsp., 2013; 2017; Kosjek
i wsp., 2013). W wodach powierzchniowych, odbierajacych odptywy z oczyszczalni
$ciekow, najwyzszymi stwierdzonymi stezeniami CP oraz tamoksifenu byly odpo-
wiednio 65 ng/dm? oraz 212 ng/dm?. W tabeli 1.4 przedstawiono wybrane leki anty-
nowotworowe najczesciej wykrywane w $ciekach.

Leki antynowotworowe i ich metabolity charakteryzuja si¢ wysoka reaktywnos-
cig cytotoksyczng i cytostatyczng. Bardzo powaznym skutkiem ubocznym ich dzia-
tania jest wptyw na zdrowe komorki organizmu, ktéry prowadzi do ich uszkodzenia
i $mierci. Ze wzgledu na swoja bardzo zréznicowang budowe chemiczng i wlasciwo-
$ci fizyko-chemiczne leki antynowotworowe s stosunkowo oporne na biodegradacje
w $rodowisku i nawet w bardzo niewielkich, sladowych ilo$ciach silnie dzialajg na orga-
nizmy zywe (Zhang i wsp., 2013; Lutterbeck i wsp., 2016). Wykazano, ze wydajnos¢
degradacji CP w $ciekach szpitalnych wynosi okoto 20%, z kolei 50-dniowa inkubacja
doprowadzita do mniej niz 30% degradacji 5-FU (Zhang i wsp., 2017).
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TABELA 1.4. Wybrane leki antynowotworowe najczesciej wykrywane w $ciekach

. a Masa
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ZRODLO: opracowano na podstawie Zhang i wsp., 2013.

Antybiotyk to lek naturalnego badz syntetycznego pochodzenia, ktéry charak-
teryzuje si¢ selektywnym toksycznym mechanizmem dzialania na bakterie lub inne
mikroorganizmy. Swiatowa konsumpcja antybiotykow siega dziesiatek tysiecy ton rocz-
nie, a w leczeniu ludzi sg one trzecig z najczesciej wypisywanych przez lekarzy grupa
farmaceutykéw. W medycynie weterynaryjnej z kolei stanowig one wiecej niz 70%
uzywanych lekéw. Ze wzgledu na powszechnos¢ stosowania antybiotykéw znaczna
ich czgs¢ w postaci leku macierzystego oraz metabolitéw przedostaje si¢ do $rodo-
wiska wraz z moczem i kalem ludzkim i zwierzecym, w postaci przeterminowanych
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lekow, ze $ciekami szpitalnymi oraz z odptywami z oczyszczalni $ciekow. Istotnym
zrédlem antybiotykdw jest rowniez rolnictwo. Sg one dodawane do pasz nie tylko
celem profilaktyki i leczenia, lecz takze w celu promocji wzrostu i zwiekszenia wydaj-
nosci Zywienia.

Antybiotyki s3 metabolizowane przez organizmy zZywe z r6zng wydajnos-
cia, od 30% do 90%, po czym lek macierzysty wraz z czesto aktywnymi biologicz-
nie metabolitami jest wydalany bezposrednio do gleby lub $ciekéw. Antybiotyki
sg wykrywane w $ciekach na calym $wiecie w stezeniach od ng/dm?® do mg/dm?
(Liu i wsp., 2009; Mezzelani i wsp., 2018). W matrycach srodowiskowych ich aktywnos¢,
jak tez ich metabolitow zalezy od wielu czynnikéw: wlasciwosci fizyko-chemicznych,
warunkoéw klimatycznych, pH, typu gleby, obecnosci zwigzkéw chemicznych i innych.
Antybiotyki sg bardzo réznorodng grupg chemiczng zwigzkéw, ktérych zréznicowane
wlasciwosci chemiczne wplywaja na zachowanie, mobilnos¢, trwalos¢ i biodostepnos¢
w rozmaitych matrycach srodowiskowych. Wiekszos¢ antybiotykow ulega efektywnej
sorpcji na czasteczkach osadow. Najczesciej wykrywane w srodowisku sg: tetracykliny
(TCs), penicyliny (PEs), sulfonamidy (SAs), makrolidy (MAs), aminoglikozydy (AMs)
i fluorochinolony (FQs). Najwyzsze stezenie w $ciekach oczyszczonych zanotowano
dla amoksycyliny — do 1670 ng/dm?, cefakloru - do 1800 ng/dm?, cefaleksyny -
do 5070 ng/dm?, erytromycyny - do 4330 ng/dm?, ofloksacyny - do 7870 ng/dm?,
sulfodiazyny - do 4180 ng/dm?, sulfametoksazolu — do 9460 ng/dm?, sulfatiazolu -
do 4270 ng/dm?, tetracykliny - do 1420 ng/dm?, trimetoprimu - do 37000 ng/dm’
oraz tyloziny - 3400 ng/dm?. Wysokie stezenie antybiotykéw wykryto tez w wodach
powierzchniowych na calym $wiecie — najwyzsze dla ciprofloksacyny w wo-
dach rzecznych Francji w stezeniu nawet do 9660 ng/dm?, oksytetracykliny w rze-
kach w Japonii w stezeniu do 68 000 ng/dm? oraz sulfapyridyny w rzekach Hiszpanii
w stezeniu do 12 000 ng/dm?. W hiszpanskich wodach podziemnych wykryto naj-
wiecej sulfacetamidu, do 3461 ng/dm?, w USA za$ sulfametoksazolu, do 1110 ng/dm?
(Fatta-Kassinos i wsp., 2011; Lonappan i wsp., 2016). W zbiornikach wodnych odbie-
rajacych $cieki z oczyszczalni notowane stezenia sulfametoksazolu siegaly wartosci
4 pg/dm? (Nowrotek i wsp., 2017).

Kwas nalidyksowy (NA) obok innych grup antybiotykow, szczegdlnie
B-laktamowych, jest czesto wykrywany w matrycach srodowiskowych i charakteryzuje
sie stosunkowo wysokg opornoscia na biodegradacje. Kokoszka i wsp. (2021) w swojej
pracy pisza, ze najczesciej spotykane stezenie NA w $ciekach surowych wynosi od 15,6
do 50,3 ng/dm?. Wykazano réwniez zdolnos¢ jego bioakumulacji w tkankach roslin, np.
w korzeniach pietruszki, w ktérych NA wykryto w stezeniu 0,14-0,72 ng/g (Kokoszka
i wsp., 2021). Kwas nalidyksowy jest chemioterapeutykiem nalezacym do grupy chi-
nolonéw, wprowadzonym w 1967 roku do lecznictwa ludzi i zwierzat. Wykazuje tok-
syczng aktywnos$¢, szczegoélnie wobec bakterii Gram-ujemnych, jak réwniez drozdzy
Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae i Kluyveromyces lactis. Mechanizm dzia-
tania NA polega na hamowaniu syntezy DNA w komérkach (Mufoz i wsp., 2020;
Kokoszka i wsp., 2021), a jego cytotoksyczne i kancerogenne oddzialywanie stwier-
dzono tez w organizmach wyzszych (Morrissey i wsp., 1991; Belyaev, 2011).
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Do tej pory u roélin zidentyfikowano szereg receptoréw antybiotykéw, ktore
oddzialujg na replikacje chloroplastéw (fluorochinolony), transkrypcje-transla-
cje (tetracykliny, makrolidy, linkosamidy, aminoglikozydy), biosynteze folianéw
(sulfonamidy) i kwasy ttuszczowe (triklosan). Badania prowadzone w ciggu ostat-
nich lat potwierdzily niekorzystne oddzialywanie triklosanu na §rodowisko wodne.
Udokumentowano takze niekorzystny wplyw ciprofloksacyny na biocenozy wod
strumieni, w tym na mikroorganizmy kolonizujace obumierajaca biomase lisci. Jesli
chodzi o badania toksycznosci antybiotykdw, to wiekszo$¢ dotyczy srodowiska wod-
nego, mniej za$ gleby. Niewiele jest badan dotyczacych chronicznego oddzialywania
antybiotykow, szczegolnie matych dawek, na srodowisko (Fatta-Kassinos i wsp., 2011;
Nowrotek i wsp., 2017). Liu i wsp. (2009) zbadali toksykologiczny efekt szesciu wybra-
nych antybiotykéw - chlortetracykliny, tetracykliny, tyloziny, sulfametoksazolu, sulf-
ametazyny i trimetoprimu - na kietkowanie nasion i wzrost ro$lin owsa, ryzu i ogorka.
Badania wykazaly, ze sulfametoksazol, sulfametazyna oraz trimetoprim dziataty
najtoksyczniej na wzrost roslin w glebie. Ponadto stwierdzono zréznicowang gatun-
kowa wrazliwo$¢ badanych roélin na rézne antybiotyki. Toksyczne dziatanie sulfa-
metoksazolu zaobserwowano takze u nicieni, ktory zaburzat ich zachowanie i wzrost.
Toksyczny efekt fluorochinolonéw (norfloksacyny) stwierdzono na bakteriach mor-
skich, gdzie wartos¢ EC,, wynosita 22 ug/dm?. Szczegélnie niepokojace jest oddziaty-
wanie uwolnionych do srodowiska antybiotykéw i ich metabolitéw na Cyanobacteria.
Organizmy te stanowig okolo 70% biomasy catkowitego fitoplanktonu i s3 odpowie-
dzialne za produkcje znacznej czesci O, i wigzania CO,. Zaburzenia prawidtowego
funkcjonowania ekosysteméw wodnych oraz szerzenie si¢ zjawiska antybiotykoopor-
nosci i opornych mikroorganizméw patogennych to gléwne zagrozenia zdrowia pub-
licznego spowodowane nadmiernym przedostawaniem si¢ antybiotykéw i ich metabo-
litéw do srodowiska. W tabeli 1.5 przedstawiono antybiotyki najczesciej wykrywane
w $ciekach miejskich (Liu i wsp., 2009; Fatta-Kassinos i wsp., 2011).

Do tej pory zidentyfikowano kilkanascie grup mikroorganizméw odpowiedzial-
nych za mikrobiologiczng biodegradacje antybiotykéw. Najwiecej badan dotyczy bio-
degradacji antybiotykow p-laktamowych. Najczgsciej opisywanym szlakiem biode-
gradacji penicylin jest hydrolityczna reakcja, w wyniku ktdrej powstaje biologicznie
nieaktywny metabolit — kwas penillowy. Analizy wykazaly, zZe degradacja cefalo-
sporyn i penicyliny zachodzi znacznie wydajniej w obecnosci jonéw metali miedzi,
cynku, kadmu, kobaltu i rteci, ktdre stymulujg rozpad pierscienia f-laktamowego.
Sposréd réznych grup mikroorganizméw z potencjatem biodegradacji antybioty-
kéw Bacillus subtilis przeprowadza ten proces z dosy¢ wysoka wydajnoscia (Yang
i wsp., 2019). Udokumentowano, ze wyizolowany z gleby szczep Microbacterium sp.
C448 wykazywal wlasciwosci biodegradacji sulfametazyny (sulfonamid), a szczep
Microbacterium sp. BR1 mial zdolno$¢ biodegradacji sulfametoksazolu (SMX).
Stwierdzono, ze wiele tlenowych bakterii heterotroficznych z typéw Actinobacteria
lub Proteobacteria biotransformuje antybiotyki sulfonamidowe. Biotransformacja sul-
fonamidéw przez szczepy bakteryjne zostala po raz pierwszy opisana dla Rhodococcus
i Pseudomonas.
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TABELA 1.5. Wybrane antybiotyki najczesciej wykrywane w $ciekach miejskich
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7RODLO: opracowano na podstawie Fatta-Kassinos i wsp., 2011.

Co ciekawe, zauwazono, ze podczas tych proceséw w zaleznosci od stosowanego
podloza hodowlanego tworzg si¢ rézne metabolity. U szczepdéw Arthrobacter D2 i D4,
Terrabacter sp. i Acinetobacter sp. W1 stwierdzono zdolnos¢ do degradacji sulfadia-
zyny. W przypadku antybiotykdéw aminoglikozydowych jedynie dla jednego szczepu
bakterii Stenotrophomonas maltophilia opisano zdolno$¢ biodegradacji streptomy-
cyny. Potencjal biodegradaciji tetracyklin wykryto u grzybéw z rodzaju Basidiomycota
i Ascomycota oraz u bakterii Stenotrophomonas i Sphingobacterium. Zdolnos¢ bio-
transformacji tetracyklin opisano takze dla Paecilomyces sp. CMB-MFO010 i Fusarium
sp. CMB-MFO017 (Reis i wsp., 2020).

Do najwazniejszych lekdw sercowo-naczyniowych nalezg -blokery: atenolol (ATE),
metoprolol (MET), propranolol (PRP); inhibitory enzymu konwertujacego angioten-
syne (ang. angiotensyn-converting-enzyme — ACE inhibitors); antagonisci receptora
angiotensyny II (sartany, Valsartan — VAL) i blokery kanaléw wapniowych (diltia-
zem — DLM). Betablokery i sartany naleza do najpowszechniej wykrywanych lekow
tej grupy w $ciekach i wodach, nawet w stezeniu do 10 ug/dm? (Puckowski i wsp., 2016;
Mezzelani i wsp., 2018). W tabeli 1.6 przedstawiono wybrane leki sercowo-naczyniowe
oraz statyny najczesciej wykrywane w $ciekach miejskich.

W odptywach z oczyszczalni §ciekdw stezenie sartanéw VAL oraz eprosartanu sig-
galo do wartosci 6,5 ug/dm?. W $ciekach szpitalnych w Portugalii zarejestrowano naj-
wyzsze stezenie VAL - 19,8 pg/dm?®. Z kolei wysokie stezenie MET wykryto w $ciekach
szpitalnych w Brazylii - 9,9 ug/dm?, we Wloszech za$ sotalol w stezeniu 6,7 pg/dm?.
Znacznie wyzsze stezenie lekow sercowo-naczyniowych stwierdzono w $ciekach
z fabryk lekéw w Indiach, tj. losartan w stezeniu do 2500 pug/dm?* oraz MET w steze-
niu do 950 pg/dm?. Obecno$¢ tego ostatniego zarejestrowano takze w wodach pod-
ziemnych w stezeniu do 0,35 pg/dm? oraz w wodzie wodociggowej w stezeniu 0,038 pg/
dm? (Godoy i wsp., 2015).
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TABELA 1.6. Wybrane leki sercowo-naczyniowe oraz statyny najczesciej wykrywane w $ciekach
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ZRODLO: opracowano na podstawie Mezzelani i wsp., 2018.

Leki sercowo-naczyniowe wykryto w tkankach organizméw wodnych w réz-
nych rejonach $wiata. Do tej pory ustalono, ze sposrdd p-blokeréw PRP wykazuje
znaczny potencjal akumulacji w organizmach wodnych. Wystepowanie ATE w ste-
zeniu do 57 ng/g suchej masy oraz PRP - 17,8 ng/g suchej masy potwierdzono u ryb
z gatunku Jenynsia multidentata oraz Gambusia affinis odlowionych u wybrzezy
Argentyny. Wylowiona natomiast z chinskiej rzeki Hemiculter leucisculus zawierata
w tkankach watroby i mézgu PRP w stezeniu do 0,2 ng/g mokrej masy. Obecnos¢
tego leku w stezeniu do 1 ng/g mokrej masy stwierdzono réwniez w organizmie zlo-
wionego ze strumieni Teksasu §limaka Planorbid sp. Dane literaturowe wzmiankuja,
ze prawie 90% gatunkow kregowcow i bezkregowcéw wylowionych z jeziora Tai Hu
w Chinach zawieralo PRP nawet w stezeniu do 111 ng/g suchej masy. Podobnie DLM
wykryto w stezeniu do 1,5 ng/g suchej masy w Crassostrea gigas pochodzacych z delty
rzeki Ebro (Puckowski i wsp., 2016; Mezzelani i wsp., 2018).
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Dostepnych jest niewiele prac na temat toksycznosci ostrej lekoéw sercowo-naczy-
niowych. Pod tym wzgledem najlepiej przebadane sg leki nalezace do grupy p-blokerdw,
PRP, MET oraz ATE. W testach toksyczno$ci przeprowadzonych na glonach dla ATE
ustalono wartoéci EC, = 620 mg/dm’, dla MET natomiast EC, = 7,3 mg/dm’. W przy-
padku PRP w zalezno$ci od gatunku glonéw uzytych w tedcie wartosci EC,, wahaty
sie w granicach od 0,24 do 24 mg/dm?* (Puckowski i wsp., 2016).

Dla wielu lekéw sercowo-naczyniowych, np. bisoprololu i lisinoprilolu,
nie ma dostepnych badan toksykologicznych, mimo ze s one wykrywane w matry-
cach srodowiskowych. Ze wzgledu na znaczne stezenia lekéw sercowo-naczyniowych
w $ciekach oraz wodach powierzchniowych istnieje wyrazna potrzeba podjecia szer-
szych badan toksykologicznych, jak tez oszacowania ryzyka zwigzanego z oddziaty-
waniem tej grupy lekéw na srodowisko (Ding i wsp., 2015; Puckowski i wsp., 2016;
Mezzelani i wsp., 2018).

Jesli chodzi o leki obnizajace poziom cholesterolu u ludzi, obecnie do najczegsciej
stosowanych nalezg statyny — simwastatyna (SIM) i atorwastatyna (ATO). Niewiele
wiemy na temat ich wystepowania w srodowisku. Nieliczne dane literaturowe potwier-
dzajg zdolnos¢ ich bioakumulacji w organizmach zywych oraz potencjal ich szkod-
liwego oddzialywania na nie, nawet w stezeniach ng/dm?. U kregowcdéw gltéwny
mechanizm dzialania statyn polega na obnizeniu syntezy cholesterolu poprzez kom-
petencyjng inhibicje enzymu 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reduktazy (HMGR),
odpowiedzialnej za kontrole syntezy cholesterolu. Do tej pory ustalono, ze statyny
sa rowniez inhibitorami HMGR u stawonogéw, a SIM w stezeniu 160 ng/dm? zabu-
rzal rozwdj widlonoga Nitocra spinipes. Podobne efekty zaobserwowano w rozwoju
embrionéw jezowca Paracentrotus lividus po ekspozycji na SIM w stezeniu 2000 ng/
dm?. Z kolei u stawonoga Gammarus locusta eksponowanego przez 35 dni na SIM
w stezeniu do 8 pug/dm? zaobserwowano zaburzenia wzrostu, reprodukcji oraz doj-
rzewania gonad (Ismail i wsp., 2014; Xie i wsp., 2015; Mezzelani i wsp., 2018).

Gemfibrozyl to kolejny lek nalezacy do grupy regulatoréw gospodarki lipidowej
we krwi czlowieka. Jest spotykany w $ciekach i wodach powierzchniowych w stezeniach
od ng/dm? do pg/dm?. Do tej pory opisano jeden gatunek grzyba Cunninghamella ele-
gans ATCC 9245, majacego zdolno$¢ biotransformacji gemfibrozylu w ptynnej hodowli.
Istniejg réwniez doniesienia o szczepach Bacillus sp. izolowanych z osadu czynnego
oczyszczalni $ciekdéw, wykazujacych potencjat degradacji tego leku (Caracciolo
i wsp., 2015).

Steroidy stanowig grupe organicznych zwigzkéw chemicznych zawierajacych
w swojej budowie cztery cykloalkanowe pierscienie. Steroidy s3 rodzing czasteczek
lipidéw zawierajacych cholesterol, hormony steroidowe i sole zéiciowe. Do hormo-
néw sterydowych zaliczamy: glukokortykoidy, mineralokortykoidy, androgeny, estro-
geny oraz progestogeny. Wszystkie z nich zaangazowane s3 w metaboliczne reakcje
zachodzace w organizmach. Estrogeny ze wzgledu na czesta wykrywalnos$¢ w $cie-
kach i wodach powierzchniowych nalezg do najintensywniej badanych hormonéw
steroidowych. Wyrézniamy estrogeny naturalne i syntetyczne. Do tych pierwszych
zaliczamy estron (E1), 17 a-estradiol (aE2), 17 -estradiol (BE2) oraz estriol (E3),

37



sposrdd syntetycznych estrogendw najpopularniejszy jest za$ 17 a-etynyloestradiol
(EE2), uzywany w tabletkach antykoncepcyjnych (Puckowski i wsp., 2016; Mezzelani
i wsp., 2018). W tabeli 1.7 przedstawiono naturalne i syntetyczne estrogeny najczes-
ciej wykrywane w $ciekach.

TABELA 1.7. Estrogeny naturalne oraz syntetyczne najczesciej wykrywane w $ciekach
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Numer Wzor Masa
Estrogeny Wzor strukturalny molekularna
CAS sumaryczny (1)
Estrogeny syntetyczne
17 ot
u-etyn)((IIEoEezs)tradiol E C,,H,,0, 269,40

7RODLO: opracowano na podstawie Puckowski i wsp., 2016; Mezzelani i wsp., 2018.

Obecnos¢ estrogenéw naturalnych i syntetycznych w srodowisku zwigzana jest
z ich coraz powszechniejszym stosowaniem w leczeniu weterynaryjnym zwierzat
hodowlanych i domowych oraz hormonalnej terapii zastgpczej kobiet i antykoncepciji.
Znaczne iloéci estrogenéw pochodzg tez z farm zwierzat hodowlanych, gdzie hormony
te wystepuja w karmach. Ze wzgledu na czesta wykrywalnos¢ w srodowisku oraz tok-
syczne oddzialywanie na organizmy wodne juz w dawkach ng/dm? EE2 jest jednym
z najczesciej badanych estrogenéw (Zhou i wsp., 2012). W chinskich rzekach zanie-
czyszczonych sptywami z obszaréw majacych kontakt z karmami i nawozami z farm
hodowlanych zarejestrowano zawartos¢ E1 nawet do 1267 ng/dm?, E2 do 313,6 ng/dm’
oraz E3 do 210 ng/dm?. Réwniez w $ciekach miejskich w réznych rejonach Chin zawar-
tos¢ poszczegolnych estrogenow siegala wartosci 85,7 ng/dm? dla El, 102,8 ng/dm?
dla E2, 126 ng/dm? dla EE2 oraz 374 ng/dm? dla E3 (Chen i wsp., 2010; Zhou i wsp.,
2012). Ze wzgledu na niskg rozpuszczalnos¢ estrogenéw w wodzie ulegaja one silnej
sorpcji do gleby i osadéw. W Chile wykryto obecnos¢ E1, E2, E3 oraz EE2 w 54 prébach
pobranych z réznych miejsc w obrebie przybrzeznych osadow. Najwicksza zawarto$¢,
wynoszaca 48,14 ng/g suchej masy, zanotowano dla EE2. Z rezerwuaréw gleb oraz wod
powierzchniowych estrogeny przedostaja si¢ do wdd pitnych, gdzie ich stezenie siega
nawet wartosci 28 ng/dm?. Wysokie zanieczyszczenie estrogenami wykryto w Stanach
Zjednoczonych - w kazdej z 139 prob wod ze strumieni odnotowano ich obecnos¢,
najczesciej byly to EE2, w stezeniu do 831 ng/dm?, oraz E3 (Williams i wsp., 2003;
Cargouét i wsp., 2004; Puckowski i wsp., 2016).

Estrogeny wydalane s3 z organizmu ludzkiego wraz z moczem. Poza farmami
hodowlanymi najwiekszymi zZrédtami estrogendéw, ktére przedostaja sie do srodo-
wiska, sg $cieki oczyszczone wyplywajace z oczyszczalni $ciekdw. Estrogeny maja
zdolno$¢ zaburzania funkcjonowania uktadu hormonalnego w narazonych organi-
zmach. Jednym z symptoméw ich oddzialywania, a gléwnie EE2, na organizmy wodne
jest podwyzszone stezenie indukowanego przez estrogeny prekursorowego biatka
vitellogeniny (Vtg), ktéra od 1999 roku zostala uznana za bioindykator zwigzkéw che-
micznych majacych potencjal zaburzania uktadu hormonalnego (EDCs). Do tej pory
ustalono, ze estrogeny negatywnie oddzialuja na prawidtowy rozwdj i rozrodczosé
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(efekt reprotoksyczny) oraz metabolizm organizméw na réznych poziomach troficz-
nych (Matozzo i wsp., 2008; Jean i wsp., 2012).

Reprotoksyczny efekt estrogenéw w wodnych organizmach zaobserwowano w ste-
zeniu nizszym od 1 ng/dm? (Crane i wsp., 2006). W wodach powierzchniowych Anglii
i Francji wykryto wyzsze niz 1 ng/dm? stezenie EE2, ktére odpowiednio wynosity
3,4 ng/dm?® w Anglii oraz 2 ng/dm? dla Francji. W badaniach srodowiskowych wyka-
zano, ze estrogeny powoduja demaskulinizacj¢ i zmniejszaja ptodnos¢ u zwierzat,
odpowiadajg tez za rozwdj raka jader (Dudziak i Luks-Betlej, 2004). Zauwazono
réwniez, ze niewielkie dawki estrogenéw zmniejszajg rozmiar jaj, produkcje spermy,
redukujg jako$¢ gamet i powoduja feminizacje samcéw ryb. Znaczace zaburzenia
reprodukcyjnego behawioru zaobserwowano u zebrafish (Danio reiro), eksponowa-
nych na niskie stezenie EE2. Ponadto negatywne skutki oddziatywania EE2 na roz-
rodczo$¢ i metabolizm stwierdzono takze u Gammarus pulex, C. riparius, Hyalella
azteca, Lymnaea stagnalis, szczeg6élnie w testach chronicznych. Dla bezkregowcow
ustalono warto$¢ LC,, oraz EC, poszczegdlnym estrogenom El, E2, EE2 oraz E3.
Stezenie to zawieralo si¢ w przedziatach 0,1-10 mg/dm’ (LC,) oraz 0,01-4,15 mg/dm?
(EC,,) [Camacho-Mufioz i wsp., 2010].

Do tej pory zidentyfikowano co najmniej kilka rodzajow bakterii majacych zdol-
no$¢ biodegradacji hormonéw steroidowych. Nalezg do nich gatunek Comamonas
testosteroni DSM 50244 rozkladajacy testosteron oraz wyizolowane z gleby bakte-
rie Alcaligenes sp. M21. Kolejnymi modelowymi szczepami biodegradujgcymi testo-
steron sg C. testosteroni ATCC11996 i TA441. Kompletng biodegradacje estrogenéw
opisano dla wyizolowanych z gleby Nocardia sp. E 110. Niektore izolaty Rhodococcus
pochodzace z gleby i osadu czynnego (R. equi i R. zopfii) przeprowadzaly proces pet-
nej biodegradacji estrogenow. W testach modelowych z Novosphingobium tardaugens
NBRC 16725 i Sphingomonas spp. rdwniez zidentyfikowano mechanizm katabolizmu
estrogenow (Chiang i wsp., 2019).

Farmaceutyki po biochemicznej transformacji w organizmach ludzi i zwierzat
sg przeksztalcane do polarnych, hydrofilowych i biologicznie aktywnych metabo-
litow, ktére wydalane s3 wraz z moczem i katem do $ciekéw (Tiwari i wsp., 2017).
Gléwnymi cechami przypisywanymi metabolitom sg ich trwalo$¢ i opornos¢ na bio-
degradacje, co wynika z ich niskiego potencjatu sorpcyjnego. W matrycach $rodo-
wiskowych, takich jak $cieki i wody, pozostaltosci farmaceutyczne wystepuja w mie-
szaninach z innymi lekami oraz zwigzkami chemicznymi. W §rodowisku $ciekéw
i wod leki ulegaja procesowi biodegradacji z udziatem mikroorganizméw, a w wodach
powierzchniowych procesowi fototransformaciji (fotodegradacji) z udzialem promieni
stonecznych. W wyniku biodegradacji lekéw powstaja metabolity, podczas fotodegra-
dacji natomiast powstaja produkty transformacji lekéw (Celiz i wsp., 2009; Lonappan
i wsp., 2016). Zaréwno one, jak i same farmaceutyki sg prekursorami powstajacych
produktéw ubocznych dezynfekcji czy AOPs (ang. advanced oxidation processes), ktére
wykazuja toksycznos$¢ wyzsza niz zwigzki wyjsciowe. Na rycinie 1.6 zaprezentowano
gltéwne zrédla metabolitéw i produktéw transformacji farmaceutykéw w matrycach
srodowiskowych. Z kolei rycina 1.7 przedstawia gléwne drogi przedostawania sie
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metabolitow i produktéw transformacji lekoéw do $ciekdow i wod powierzchniowych.
Majac na uwadze fakt, ze do $ciekéw z wydalinami ludzkimi trafiajg leki i ich meta-
bolity, nalezy przebada¢ takze toksycznos¢ metabolitéw i ich oddzialtywanie na $ro-
dowisko (Schulze i wsp., 2010; Mezzelani i wsp., 2018). Dlatego wymagana jest ocena
pelnego szlaku metabolicznego podczas projektowania nowego leku, wzoru jego
wydalania, losu w oczyszczalni $ciekéw oraz oszacowanie ryzyka zwiagzanego z przy-
padkowym wprowadzeniem leku do gatunkéw niebedacych przedmiotem zwalcza-
nia (Tiwari i wsp., 2017).

( )

e i s Produkty transformacji )
; A pochodzace z fototransformaciji
z biodegradacji lekéw . .
L Metabolity <:| L (fotodegradacii)
) . i produkty transformacji )
Metabolity pochodzace farmaceutykow Produkty transformacji
z organizméw ludzi pochodzace z chlorowania wody
i zwierzat ) L oraz AOPs )

RYC. 1.6. Gtdwne Zrodta metabolitéw i produktow transformaciji farmaceutykdw w matrycach
Srodowiskowych

ZRODLO: opracowano na podstawie Celiz i wsp., 2009.

Leki i metabolity Metabolity pochodzace Leki i metabolity Produkty transformacji
pochodzace z biodegradacji pochodzace ze sptywow pochodzace
od ludzi i zwierzat lekéw w $ciekach powierzchniowych z fotodegradacii lekéw

v 3 v 3

[ Scieki surowe ] I:> [ Scieki oczyszczone ] |::>[ Wody powierzchniowe ]

RYC. 1.7. Gtéwne drogi przedostawania sie metabolitéw i produktéw transformacji lekow do Scie-
kéw i wéd powierzchniowych

7RODLO: opracowano na podstawie Lonappan i wsp., 2016.

Dotychczasowe badania naukowe dotyczg gtéwnie oddziatywania na srodowisko
lekéw macierzystych. Bardzo niewiele jest za$ prac dotyczacych toksycznosci meta-
bolitéw i produktéw transformacji, mieszanin lekéw macierzystych z metabolitami
i produktami transformacji oraz ich mozliwych efektéow synergistycznych i antago-
nistycznych z innymi zwigzkami chemicznymi wystepujacymi w $ciekach i wodach.
Metabolity lekdw sa spotykane zaréwno w $ciekach surowych, jak i oczyszczonych
(Lonappan i wsp., 2016; Tiwari i wsp., 2017). Tiwari i wsp. (2017) podaja, ze czasami
stezenie metabolitow w $ciekach oczyszczonych jest wyzsze niz leku macierzystego.
Przykladem sg metabolity ibuprofenu, hydroksyl-ibuprofen i karboksyl-ibuprofen,
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oraz desmetylcitalopram (DCIT). Schmidt i wsp. (2018) w swojej pracy powoluja si¢
na przyklad oczyszczalni $ciekow w Hiszpanii, w ktérej stezenie metabolitu 4-OHDCF
bylo wyzsze niz leku macierzystego - DCF.

Wykazano, ze aktywne metabolity, takie jak 10,11-dihydro-10,11-epoksy-karbama-
zepina, N4-acetylosulfametoksazol, 4-hydoksydiklofenak, maja zdolnos$¢ bioakumu-
lacji w organizmach wodnych i moga wigzac sie kowalencyjnie z biatkami komér-
kowymi, prowadzac do zaburzen odpowiedzi immunologicznej i wywolywania
efektu toksycznego. W odlowionych ze strumienia, do ktérego odprowadzano $cieki
komunalne, Lepomis makrochirus, Ictalurus punctatus i Pelophylax nigromaculatus
wykryto metabolity FLU, Nor-FLU, i SER, Nor-SER, w stezeniu wiekszym niz 0,1 ng/g.
Udokumentowano, ze s3 one o 50% bardziej toksyczne niz leki macierzyste (Tiwari
i wsp., 2017). W kolejnych eksperymentach zaprezentowano, ze w wyniku metaboli-
zmu antydepresantéw amitryptyliny i imipraminy powstaja m.in. N-desmetyl i dides-

-metyl - stabilne metabolity wykazujace toksycznos¢ w testach Spirotox, z uzyciem
Spirostomum ambiguum, i ThamnotoxKkit, z uzyciem Thamnocephalus platyurus (Celiz
i wsp., 2009). Kolejny zidentyfikowany w rzekach i §ciekach w Niemczech metabolit
kwasu acetylosalicylowego, kwas salicylowy, wywolywal w testach ostrych i chro-
nicznych efekt toksyczny w stosunku do embrionéw ryb, Daphnia magna i Daphnia
longispina (Tiwari i wsp., 2017). Ibuprofen i jego metabolity, hydroksyl-ibuprofen
i karboksyl-ibuprofen, zostaly zidentyfikowane w stezeniu wyzszym od 1,27 ug/dm?
w odptywach z oczyszczalni $ciekow oraz w stezeniu 7 ng/dm?* w wodzie morskiej
w Norwegii. Metabolity te odkryto takze w Szwecji w $ciekach oczyszczonych i zbior-
nikach wodnych, do ktoérych je odprowadzano (Celiz i wsp., 2009).

Karbamazeping wykryto w $ciekach i wodach powierzchniowych w stezeniu odpo-
wiednio 800 ng/dm? i 20 ng/dm?. Do tej pory w organizmie cztowieka zidentyfikowano
32 metabolity karbamazepiny, z czego do najczesciej wykrywanych w matrycach sro-
dowiskowych naleza: 10,11-epoksy-karbamazepina, 10,11-dihy-drodiol-karbamazepina,
2-hydroksykarbamazepina i 3- hydroksykarbamazepina. Odnaleziono je w $ciekach
surowych i oczyszczonych oraz w wodach powierzchniowych. Stezenie tych metabo-
litow siegato wartosci 9,3 ng/dm?® w $ciekach oczyszczonych i 2,2 ng/dm? w wodach
powierzchniowych (Miao i wsp., 2005).

W badaniach przeprowadzonych w Niemczech w wodach gruntowych ujawniono
metabolity leku przeciwbdlowego fenazonu - propifenazon i dimetyloaminofena-
zon. W wiekszosci zostaly one usunigte podczas procesu uzdatniania wody wodo-
ciggowej. Niektore z metabolitéw fenazonu, charakteryzujace sie wysoka trwaloscia,
szczegdlnie 1-acetylo-1-metylo-2-dimetyloksamoilo-2-fenylohydrazyd i 1,5-dimetylo-

-1,2-dehydro-3-pirazolon, wykryto w stezeniu 1 pg/dm? w wodzie oczyszczonej
(Celiz i wsp., 2009).

Kolejnym lekiem wykrywanym w $rodowisku jest kwas acetylosalicylowy, ktory
jest metabolizowany do kwasu salicylowego ulegajacego dalszej przemianie w kwas gen-
tyzynowy, kwas salicylurowy i koniugaty glukuronidowe. Kwas salicylowy i gentyzy-
nowy wykryto w $ciekach i rzekach w stezeniach pug/dm?3. W Kanadzie kwas salicylowy
zostal zidentyfikowany w wodach gruntowych w stezeniu ng/dm?. Udokumentowano,
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ze jest on toksyczny dla embrionéw Danio pregowanego, podczas gdy kwas gentyzy-
nowy wykazuje ostre i chroniczne dzialanie toksyczne na Daphnia magna i Daphnia
longispina (Marques i wsp., 2004). Z kolei w Szwajcarii i Anglii w $ciekach oczysz-
czonych oraz rzekach wykryto acetylsulfametoksazol, metabolit sulfametoksazolu,
w stezeniach do 82 ng/dm? (Celiz i wsp., 2009).

Istniejg doniesienia, ze niektore z metabolitow diklofenaku (DCF) sa bardziej
toksyczne od leku macierzystego. W testach na glonach udokumentowano szescio-
krotnie bardziej toksyczne oddziatywanie produktow fototransformacji diklofenaku
w poréwnaniu z samym diklofenakiem. Ponadto wykazano, ze jego metabolity sg tok-
syczne w stosunku do organizméw wodnych (Aristi i wsp., 2016; Lonappan i wsp.,
2016). Diklofenak ze wzgledu na czesto$¢ wystepowania w srodowisku jest jednym
z najlepiej przebadanych lekéw. Szacuje sig, ze okoto 65% DCF wystepuje w formie
metabolitéw zawierajacych w swojej strukturze grupy -OH w réznych pozycjach.
Obecnos¢ grup hydroksylowych wzmacnia potencjal interaktywnos$ci metabolitow
z metalami i tworzenie kompleksow, ktore s3 nowymi, pojawiajacymi si¢ zanieczysz-
czeniami (ang. emerging contaminants — ECs), ich toksyczno$¢ moze by¢ wyzsza
od zwigzkéw macierzystych. Ponadto DCF i jego metabolity moga wchodzi¢ w inter-
akcje z innymi ECs wystepujacymi w $ciekach i wodach powierzchniowych, takimi
jak pestycydy lub $rodki powierzchniowo czynne. Poniewaz ECs czesto sg zwigzkami
majacymi w swojej strukturze kilka grup aktywnych, zatem mozliwe jest wielokrotne
oddziatywanie DCF i jego metabolitéw z jednym lub wieloma innymi ECs (Eriksson
i wsp., 2010; Schulze i wsp., 2010; Lonappan i wsp., 2016).

1.2. Interakcje farmaceutykow
Z innymi zanieczyszczeniami w $ciekach

Bardzo waznym problemem, ktéry niewatpliwie wymaga dalszych badan, jest podat-
nos¢ lekéw i ich metabolitéw na interakeje z innymi zwigzkami chemicznymi wystepu-
jacymi w $ciekach. Komunalne oczyszczalnie sciekow sg kompleksowymi systemami,
do ktdrych sptywaja zanieczyszczenia z roznych zréddel. W sklad tych zanieczysz-
czen wchodzg biatka, weglowodany i ttuszcze, organiczne i mineralne zwiazki azotu
i fosforu, a takze materialy ogniotrwate, pestycydy, fenole, srodki powierzchniowo
czynne, metale ci¢zkie i patogeny réznych kategorii (bakterie, wirusy, pierwotniaki).
Ponadto do $ciekéw trafiajg rozmaite farmaceutyki i ich metabolity oraz produkty
higieny osobistej (Kiimmerer, 2009; Mezzelani i wsp., 2018).

Znacznym problemem w wykrywalnosci mikrozanieczyszczen jest ich niskie ste-
zenie w $ciekach i wodach, wymagajace bardzo czulych metod detekeji. Farmaceutyki,
mimo ze wystepuja w matrycach srodowiskowych w niskich stezeniach, sa mole-
kutami wykazujacymi wysoki stopien reaktywnosci i moga niekorzystnie wply-
wac na Srodowisko. Ponadto zanieczyszczenia te moga oddzialywac z innymi zanie-
czyszczeniami tej samej lub innej klasy wystepujacymi w $ciekach. Ostatnie badania
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wykazaly antagonistyczne interakcje pomiedzy skltadnikami odzywczymi a lekami,
w tym DCF, w biofilmach ze strumieni. Autorzy prac wyraznie podkreslaja, ze przy-
szle badania dotyczace oszacowania ryzyka oddzialywania farmaceutykéw na $ro-
dowisko powinny by¢ bardziej ukierunkowane na okreslenie toksyczno$ci mieszanin
lekéw w poréwnaniu z lekami macierzystymi (Schulze i wsp., 2010; Lonappan i wsp.,
2016; Mezzelani i wsp., 2018).

W badaniach nad aktywnoscig mieszanin PRP z FLU, stosowanych przez sie-
dem dni w stezeniu 0,3 ng/dm?, wykryto antagonistyczny efekt u M. galloprovin-
cialis. Fluoksetyna indukowala nadekspresje produktu genu receptora serotoniny
(5-HT1), stosowany natomiast PRP w mieszaninie z FLU przeciwdzialal temu efek-
towi. W testach toksycznosci z D. magna opisano efekt synergistyczny mieszanin DCF,
IBU, naproksenu oraz kwasu acetylosalicylowego w poréwnaniu z lekami stosowa-
nymi indywidualnie. Podobnie w testach z antybiotykami pochodzacymi z réznych
grup zauwazono synergistyczny efekt mieszanin wybranych antybiotykéw z erytro-
mycyng zaréwno w stosunku do Cyanobacteria (Anabaena CPB4337), jak i glonéw
(Pseudokirchneriella subcapitata). Zmiany toksycznosci lekow zaobserwowano réwniez
przy jednoczesnym ich stosowaniu z innymi stresorami zwigzanymi z parametrami
klimatycznymi, tj. pH i temperaturg. Stwierdzono, zZe zmiany wartosci pH przyczynily
sie do zwiekszenia toksycznosci karbamazepiny u malzy S. plana. Podobng sytuacje
zauwazono u malzy R. philippinarum eksponowanych na DCF, gdzie zmiana war-
tosci pH wywolala wyzsza $miertelnos¢ testowanych organizméw. Prawdopodobnie
zmiany te byly czynnikiem wplywajacym na biodostgpnos¢ lekéw i reakeje organi-
zmo6w wodnych na nie (Backhaus, 2014; Lonappan i wsp., 2016).

Diklofenak i jego metabolity, gtéwnie 4-OHDCEF i 5-OHDCE, naleza do mikro-
zanieczyszczen czesto wykrywanych w srodowisku. Zdolno$¢ metabolitéw do inter-
akeji z innymi zwigzkami chemicznymi wynika z obecnos$ci w ich budowie grup
hydroksylowych —OH i mozliwos$ci tworzenia kompleksdw, ktorych toksycznosé
moze by¢ wyzsza od zwiazkéw macierzystych (Schulze i wsp., 2010; Lonappan i wsp.,
2016). W pracach Matejczyk i wsp. (2020a, 2020b, 2020¢) zaobserwowano interakcje
DCEF z metabolitami 4-OHDCEF i 5-OHDCEF, wybranymi antybiotykami - ampicy-
ling, kanamycyng i kwasem nalidyksowym oraz kwasem chlorogenowym, kwasem
kawowym i amigdaling. Wykryto takze, ze DCF w mieszaninach zaréwno z meta-
bolitami 4-OHDCEF i 5-OHDCEF, jak i badanymi antybiotykami powoduje wzrost
toksyczno$ci i genotoksycznosci wzgledem E. coli w poréwnaniu z ich odpowiednimi
roztworami jednoskladnikowymi. Ponadto mieszaniny te, poréwnujac je do lekoéw
i metabolitéw stosowanych pojedynczo, podwyzszaja generacje ROS i indukcje pro-
motora sodA, co moze wskazywac, ze gléwnym mechanizmem dzialania testowanych
w pracy lekéw i metabolitéw oraz ich mieszanin jest stres oksydacyjny.
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1.3. Metody oznaczen farmaceutykow
w probkach srodowiskowych

Oznaczanie pozostalosci farmaceutycznych w sciekach i wodach nalezy do trudnych
zadan analitycznych. Zwigzane to jest gléwnie ze zlozonym charakterem matrycy
(np. $cieki zawierajgce mieszaning réznych zwiazkéw chemicznych) oraz niskim pozio-
mem stezenia analitéw, rzedu ppb i ppt (Petrie i wsp., 2015). Ze wzgledu na wymie-
nione czynniki bardzo istotne jest wlasciwe przygotowanie prébek do oznaczen.
W przypadku probek wody i $ciekdw najczesciej przeprowadza sie ekstrakeje do fazy
stalej (SPE), mikroekstrakcje do fazy stacjonarnej (SPME) oraz rzadziej ekstrakcje
ciecz—ciecz (LLE). Probki gleby z reguly poddaje sie ekstrakcji wspomaganej ultra-
dzwiekami, a nastepnie ekstrahuje si¢ technika SPE.

Obecnie do oznaczania farmaceutykow w probkach srodowiskowych wykorzy-
stuje si¢ gtéwnie metody chromatograficzne, a w szczegdlnosci wysokosprawng chro-
matografi¢ cieczowg (HPLC) oraz chromatografie gazowa (GC), sprz¢zong z odpo-
wiednimi detektorami pozwalajacymi na oznaczanie substancji na bardzo niskich
poziomach. Zaréwno z uzyciem HPLC, jak i GC stosuje si¢ spektrometr mas (MS)
lub tandemowy spektrometr mas (MS/MS), rzadziej detektor plomieniowo-joniza-
cyjny (FID) w przypadku GC czy spektrofotometr z matrycg diodowa (DAD) badz
detektor fluorescencyjny (FLD) w przypadku HPLC.

Rodzaj prébek oraz wlasciwosci fizykochemiczne badanych zwigzkéw chemicz-
nych decydujg o wyborze stosowanej metody. Przy zwigzkach polarnych i wysoce
rozpuszczalnych najczesciej stosuje sie analize z wykorzystaniem techniki LC-MS/
MS. Z kolei GC-MS/MS wykorzystuje si¢ czesciej w przypadku oznaczen zwigzkow
lotnych (Debska i wsp., 2003; Aznar i wsp., 2014). W literaturze naukowej do ozna-
czen takich farmaceutykow, jak diklofenak, ibuprofen, naproksen, aspiryna, kofeina,
ketoprofen w prébkach wody powierzchniowej i ciekach stosuje si¢ ekstrakcje SPE
oraz analizy GC-MS. Jednym za$ z etapéw oznaczania farmaceutykow o charakterze
kwasowym, jak aspiryna, ibuprofen, diklofenak, naproksen, gemfibrozil i kwas klo-
fibrowy, byto poddanie probek derywatyzacji z uzyciem odczynnika MSTFA przed
dozowaniem do ukladu GC-MS (Kozarska i Krzyzewska, 2016). Reakcja derywaty-
zacji chemicznej ma na celu modyfikacje wlasciwosci fizykochemicznych analitéw,
w wyniku czego powstaje pochodna zawierajaca w swojej strukturze ugrupowanie
dajace sygnal analityczny kompatybilny z detektorem. Ekstrakcja do fazy statej (SPE)
oraz chromatografia gazowa sprze¢zona z detektorem masowym (GC-MS) okazaly sie
bardzo przydatne w oznaczeniu wybranych zwigzkéw farmaceutycznych z grupy nie-
steroidowych lekéw przeciwbdlowych i przeciwzapalnych, tj. ibuprofenu i diklofenaku
w $rodowisku wodnym (Kudlek i wsp., 2015). W pracy Gracia-Lor i wsp. (2011) opisano
technike symultanicznego oznaczenia z wykorzystaniem UHPLC-MS/MS 47 farma-
ceutykow nalezacych do lekéw przeciwzapalnych i przeciwbolowych, antybiotykéw
oraz lekow antydepresyjnych w wodach powierzchniowych i $ciekach. W kolejnej
pracy Radovi¢ i wsp. (2015) przedstawiono oznaczenie 25 wybranych farmaceutykow
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nalezacych do antybiotykéw, benzodiazepin, NSAIDs oraz zwigzkow antyepileptycz-
nych z zastosowaniem techniki LC-MS/MS w prébkach osadéw rzecznych i odpowia-
dajacych im wodach powierzchniowych i gruntowych. Dorival-Garcia i wsp. (2013)
wykonali prace majaca na celu poréwnanie efektywnosci trzech metod ekstrakeji:
wspomaganej ultradzwiekami (USE), wspomaganej promieniowaniem mikrofalo-
wym (MAE) i ekstrakgji ciecza pod ci$nieniem (PLE) w oznaczaniu antybiotykow
chinolonowych w probkach osadéw sciekowych. Nastepnie antybiotyki te oznaczono
metoda LC-MS/MS. Analiza statystyczna otrzymanych wynikéw nie wykazata istot-
nych statystycznie roznic pomiedzy efektywnoscia trzech metod ekstrakeji. Z kolei
technika LC-MS/MS okazata sie bardzo przydatna w oznaczaniu antybiotykéw chi-
nolonowych w prébkach osadéw sciekowych.

1.4. Mikrobiologiczne biosensory w detekc;ji
farmaceutykdw oraz innych zwigzkéw chemicznych
zanieczyszczajacych srodowisko

Rosnaca liczba zanieczyszczen emitowanych do otaczajacego nas §wiata sprawia,
ze znaczaco zwigkszyta sie rola monitoringu stezenia i toksycznosci wybranych sub-
stancji w srodowisku. Jedng z gtéwnych zalet wykorzystania biosensoréw w tego typu
analizach jest mozliwo$¢ prowadzenia ciagltych pomiaréw bezposrednio na miejscu
pobrania prébki (Lu i wsp., 2015). Dzieki biosensorom calokomérkowym mozna pro-
wadzi¢ detekcje substancji geno- i cytotoksycznych. Biosensory mikrobiologiczne
znajduja tez zastosowanie w wykrywaniu pestycydow, zanieczyszczen organicznych,
metali ciezkich i lekow w $rodowisku (Matejczyk i Rosochacki, 2014; Bhalla i wsp.,
2016, Matejczyk i wsp., 2020a; 2020b; 2020c¢).

Odkad Ames i wsp. na poczatku lat 70. stworzyli test mutagennosci z zastoso-
waniem bakterii Salmonella, nastapil znaczny rozwdéj w wykorzystaniu genetycznie
zmodyfikowanych mikroorganizméw do oceny genotoksycznosci lekéw i innych
zwigzkow chemicznych wykrywanych w $§rodowisku (Mortelmans i Zeiger, 2000;
Matejczyk i Rosochacki, 2014). Biosensor to urzadzenie wykorzystujace specyficzng
reakcje biochemiczng, w ktdrej uczestnicza wyizolowane enzymy, uktady immu-
nologiczne, tkanki, organelle lub cale komorki, w celu wykrycia docelowych sub-
stancji — zazwyczaj poprzez uklad elektryczny, termiczny lub optyczny (Tichoniuk,
2013). Biosensor jest urzadzeniem analitycznym, ktérego praca opiera si¢ na prze-
ksztalceniu wyniku reakcji biologicznej na sygnal analityczny. Biosensory mikro-
biologiczne zawierajg w swojej budowie cale komdrki drobnoustrojow, np. bakterie
E. coli. Obecnie urzadzenia te odgrywaja wazng role we wstepnym badaniu prze-
siewowym i detekcji szkodliwych dla zdrowia zwigzkéw chemicznych w $ciekach,
wodach powierzchniowych i wodzie przeznaczonej do spozycia (Matejczyk, 2010;
Matejczyk i Rosochacki, 2014).
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Bakterie wystawione na dzialanie czynnikow stresogennych, np. zwiazkow che-
micznych, uruchamiajg szereg mechanizméw komorkowych majacych na celu ochrone
i naprawe ewentualnych uszkodzen bedgcych skutkiem ekspozycji na stres. Jedna
z mozliwoéci obrony i naprawy uszkodzen jest bakteryjny regulon SOS, ktory sta-
nowi przyktad adaptacyjnej odpowiedzi bakterii na stres. Regulon SOS jest akty-
wowany w odpowiedzi na uszkodzenia DNA wywolane dzialaniem czynnikéw
genotoksycznych. Promotory genéw bakteryjnego regulonu SOS w transkrypcyj-
nych fuzjach z genem reporterowym luxCDABE s3 wykorzystywane w konstrukcji
mikrobiologicznych biosensoréw znajdujacych szerokie zastosowanie w ocenie
potencjalu genotoksycznego wielu zwigzkéw chemicznych. Bioczujniki z genem
reporterowym luxCDABE opieraja si¢ na wytwarzaniu luminescencji w wyniku dzia-
tania enzymu lucyferazy (Kostrzynska i wsp., 2002; Melamed i wsp., 2012; Lee i wsp.,
2013). Promotor recA jest jednym z najczesciej stosowanych promotoréw regulonu
SOS ze wzgledu na swoja bardzo znaczaca role w aktywacji odpowiedzi SOS. Bierze
on udzial w kilku réznych mechanizmach naprawczych DNA, w tym eliminacji luk
w nici potomnej DNA, peknig¢ podwojnej helisy, jak réwniez w mechanizmie tole-
rancji na bledy replikacyjne (Matejczyk, 2010).

W badaniach zespotu prof. Shimshona Belkina z zastosowaniem szczepu E. coli
SM342 recA:luxCDABE wykazano wysoki stopien indukcji promotora recA po eks-
pozycji hodowli bakterii na rézne grupy lekéw, w tym antybiotyki oraz NSAIDs
(Merkamm i Guyonvarch, 2001; Melamed i wsp., 2012). We wczes$niejszych bada-
niach wlasnych zaobserwowali§my réowniez znaczng indukcj¢ promotora recA
w hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE, po ich ekspozycji na DCF, jego metabo-
lity (4-OHDCEF i 5-OHDCF) i wybrane produkty posrednie AOPs (2,6-dichloroani-
ling, kwas 2-hydroksyfenyloctowy oraz kwas 2,5-dihydroksyfenyloctowy). Indukcje
promotora recA wykryto tez po inkubacji hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE
z mieszaninami DCF i jego metabolitow (4-OHDCEF, 5-OHDCEF) z antybiotykami,
jak ampicylina i kanamycyna (Matejczyk i wsp., 2020a; 2020b; 2020c).

Mikrobiologiczne biosensory oparte na réznych gatunkach drobnoustrojow, zawie-
rajace fuzje genetyczna gendéw reporterowych pod kontrolg wybranych promotoréw
reagujacych na antybiotyki, staja si¢ coraz popularniejsze w badaniach nad nowymi
lekami przeciwbakteryjnymi oraz w walce z rozprzestrzenianiem sie zjawiska opor-
nosci. W eksperymencie przeprowadzonym przez Urban i wsp. (2007) wykorzystano
do konstrukgji bioczujnikéw sekwencje promotorowe z Bacillus subtilis polaczone
z genem reporterowym lucyferazy. Biosensory reagowaly na obecno$¢ inhibitoréw
gtownych szlakéw biosyntezy u bakterii: syntezy kwaséw tluszczowych (promotor
fabHB), syntezy DNA (yorB promotor), syntezy sciany komorkowej (promotor ypuA),
syntezy RNA (promotor yvgS) i syntezy biatek (promotor yhel). Uzywajac tych bio-
sensordw, przetestowano pod katem antybakteryjnej aktywnosci szereg zwiazkow
pochodzenia naturalnego, z czego 6% wykazywalo aktywno$¢ przeciw Bacillus subti-
lis w stezeniu <2,5 mg/dm?. Biosensory te s3 obiecujacym narzedziem w badaniach
nad nowymi antybiotykami i poznaniem mechanizméw ich dziatania w komorece.
W pracy Song i wsp. (2012) opisano zastosowanie mikrobiologicznych biosensoréow
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z genami reporterowymi lacZ, selA i nuoA oraz promotorem tnl0 tetA w Escherichia
coli do wykrywania tetracykliny (Tet). Bioczujniki z promotorami lacZ i nuoA rea-
gowaly na tetracykline przy granicach wykrywalnosci odpowiednio 110 pg/dm?
i2,6 pg/dm?>. Nie zaobserwowano odpowiedzi na tetracykling z uzyciem bioczujnika
z promotorem selA.

W badaniach $rodowiskowych celem ustalenia mechanizmu dziatania zanie-
czyszczen czesto wykonuje sie oznaczenia genotoksycznosci. Pomocne tutaj sg mikro-
biologiczne biosensory, zawierajace w swojej budowie elementy wrazliwe na geno-
toksyny. Biran i wsp. (2011) skonstruowali bakteryjny szczep reporterowy do oceny
genotoksycznosci, w ktérym promotor sulA nalezacy do systemu odpowiedzi SOS
Escherichia coli zostal polaczony z genem reporterowym fosfatazy alkalicznej -
phoA. Biosensor E. coli pozytywnie reagowal na czynniki uszkadzajace DNA: nad-
tlenek wodoru, kwas nalidyksowy (NA) i mitomycyne C (MMC), w sposéb zalezny
od dawki i przy niskim stezeniu badanych zwigzkéw - 0,15 uM dla MMC, 7,5 uM
dla NA i 50 uM dla nadtlenku wodoru. Kolejni autorzy (Yagur-Kroll i wsp., 2010)
stworzyli dwa czujniki bakteryjne z promotorami sulA i grpE z genem reportero-
wym luxCDABE (sulA:luxCDABE i grpE: luxCDABE), ktdre reagowaly na NA i eta-
nol. Aby poprawic¢ czulo$¢ tego ukladu, szczegélnie by uzyskaé wezesniejsze czasy
odpowiedzi komdrkowej i wzrost intensywnosci sygnalu, wprowadzono manipu-
lacje molekularng regionu promotora.

Benzen, toluen, etylobenzen oraz o-, m- i p-ksylen, czyli BTEX, to grupa jedno-
pierscieniowych weglowodoréw aromatycznych. Sa to zwiazki chemiczne szeroko
stosowane w przemysle jako rozpuszczalniki, a takze w produkcji smaréw, farb,
lakieréw i tworzyw sztucznych. Wystepuja rowniez w duzych ilosciach w paliwach
oraz w produktach pochodnych, jak olej napedowy czy opalowy. Zwiazki chemiczne
nalezace do grupy BTEX sg czestym zanieczyszczeniem wykrywanym w $rodowisku
(Wojtowicz, 2018). Yu i wsp. (2011) skonstruowali bioczujniki oparte na Escherichia
coli reagujace na benzen, toluen, etylobenzen i ksyleny. W konstruktach genowych
zastosowano promotor Pu i regulator XyIR z plazmidu TOL Pseudomonas putida
oraz gen reporterowy lux. Indukcja aktywnosci luminescencyjnej E. coli biosensoro-
wych szczepéw przez 2-chlorotoluen wykazala znaczacy wzrost intensywnosci emi-
sji sygnatu luminescencyjnego w poréwnaniu z kontrolg. Kolejng grupa zwiazkow
aromatycznych sg nitrotolueny bedace pochodng toluenu. Behzadian i wsp. (2011)
opisali rekombinowane bioczujniki z plazmidowymi pGLPX konstruktami geno-
wymi z genem reporterowym l[uc oraz promotorem Pu, ktére wykazywaly wrazli-
wo$¢ na zrdznicowane stezenia nitrotoluenu. Mikrobiologiczne biosensory znala-
zly takze zastosowanie w badaniach nad biodegradacja benzoesanu i pirokatechiny.
Silva-Rocha i de Lorenzo (2012) opisali bicistroniczny konstrukt genowy zintegro-
wany z chromosomem bakteryjnym, ktéry wykorzystuje sztuczny operon zawiera-
jacy geny gfp i lacZ. Reporterowy konstrukt genowy zastosowano do monitorowania
aktywnosci dwdch promotoréw — Pb i Pc, odpowiedzialnych za ekspresje szlakow
degradacji benzoesanu i pirokatechiny u Pseudomonas putida KT2440.
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Miedz ze wzgledu na swoje szerokie zastosowanie szczegdlnie w przemysle jest
czestym zanieczyszczeniem wykrywanym w srodowisku. Ng i wsp. (2012) w swoim
eksperymencie stworzyli biosensor stuzacy do detekeji miedzi, zawierajacy fuzje gene-
tyczng operonu cop z Achromobacter sp. AO22. Tak skonstruowany mikrobiologiczny
biosensor znalazl zastosowanie w detekcji miedzi w glebie.

Bakteryjne biosensory z genami reporterowymi sa wykorzystywane w monito-
rowaniu biodegradacji fenantrenu. Zaprezentowano to w pracy Shin i wsp. (2011),
w ktorej bakterie degradujace fenantren, Sphingomonas paucimobilis EPA505, uzyto
do skonstruowania szczepu D z gfp jako reporterem. W szczepie tym podczas bio-
degradacji fenantrenu dochodzito do ekspresji genu gfp i pojawienia sie zielonej flu-
orescencji. Tecon i wsp. (2009) stworzyli podwojnie znakowany szczep Burkholderia
sartisoli RP037-mChe z genem reporterowym gfp, ktéry byt zdolny do mineralizacji
fenantrenu (PHE) i indukcji ekspresji gfp.

W kolejnym eksperymencie Abd-El-Haleem i wsp. (2007) opracowali bioreporter
bioluminescencyjny Klebsiella oxytoca oparty na luxCDABE do wykrywania biodostep-
nosci azotanow i azotynow w $ciekach. Bazujacy na Tn5 konstrukt genowy zawierat
500 pz fragment DNA aktywowany azotanami i azotynami promotor nasR-like w fuzji
z genem reporterowym luxCDABE. W przeprowadzonym eksperymencie z zastoso-
waniem bioluminescencyjnego biosensora w Klebsiella oxytoca zauwazono dodatnia
korelacje miedzy stezeniami azotandw, azotynoéw i jonami amonu (od 1 do 11 ppm)
a intensywnoscig bioluminescencji.

1.5. Procesy usuwania farmaceutykow ze Sciekow

W oczyszczalni $ciekow mechanizm usuwania mikrozanieczyszczen jest oparty
na procesach sorpcji i/lub biodegradacji. Sorpcja farmaceutykéw zachodzi wskutek
hydrofobowego oddzialywania grupy alifatycznej i aromatycznej, czasteczek lipi-
déw osadu lub btony komérkowej mikroorganizméw oraz w nastepstwie oddzia-
tywania elektrostatycznego dodatnio natadowanego farmaceutyku z ujemnie nafa-
dowanymi drobnoustrojami i osadem. Oznacza to, Ze sorpcja zalezy od wartosci
logKow (wspoétczynnik podzialu oktanol-woda, charakteryzujacy farmaceutyk), K,
(wspolczynnik adsorpcji osadu) i pK, (stala dysocjacji kwasu) [Tiwari i wsp., 2017].
Gléwnym mechanizmem eliminacji farmaceutykdéw w oczyszczalni $ciekdw jest
biodegradacja, polegajaca na rozktadzie farmaceutyku jako substratu stanowigcego
gltéwne zZrodlo wegla i energii dla drobnoustrojéw i z udzialem ich aparatu enzyma-
tycznego. Kolejny mechanizm to kometabolizm zwany réwniez biodegradacja kome-
taboliczng, czyli stan, w ktérym procesom biodegradacji farmaceutykéw towarzysza
przemiany innych zwigzkéw chemicznych stanowigcych substraty podtrzymujace
wzrost mikroorganizméw (Jelic i wsp., 2011; Gren, 2012; Kim i wsp., 2014). Badania
wykazaly, ze grzyby Trametes versicolor skutecznie usuwaty karbamazepine dzigki
wydzielaniu enzymoéw lakazy i peroksydazy (Jelic i wsp., 2011). Zidentyfikowano
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takze szczepy Pseudomonas wykorzystujace antybiotyk sulfametoksazol jako jedyne
zrédlo wegla i energii (Jiang i wsp., 2020). Badania poréwnawcze miedzy procesem
degradacji kometabolicznej i pojedynczego substratu wykazaly, ze biodegradacja ta
byta gtéwnym mechanizmem usuwania ibuprofenu, bezafibratu i naproksenu, pod-
czas gdy ketoprofen byl czesciowo degradowany jako jedyny substrat. Takie czynniki,
jak parametry operacyjne (czas retencji, temperatura, pH), skiad ilosciowy i gatun-
kowy mikroorganizmdw, kompleksowos¢ i biodostepnos¢ zanieczyszczen farma-
ceutycznych, wptywaja na szybko$¢ i wydajnos¢ biodegradacji (Tiwari i wsp., 2017).

W procesach biologicznego rozkladu zanieczyszczen organicznych wykorzy-
stuje sie populacje mikroorganizmoéw zawieszone w toni $ciekéw (metoda osadu
czynnego) lub mikroorganizmy tworzace zloza biologiczne. Gtéwnym zadaniem
komunalnych oczyszczalni $ciekdw jest eliminacja rozpuszczalnych zanieczyszczen
organicznych i zawieszonych cial statych oraz oczyszczanie $ciekéw przed zrzutem
do $rodowiska. Metody osadu czynnego stosuje si¢ na calym $wiecie do oczyszczania
sciekow, sg one jednak niewystarczajace do usuniecia trwalych mikrozanieczyszczen.
Typowym przykiadem jest DCF, ktorego obecnos¢ wykryto w odplywach z oczysz-
czalni $ciekow oraz rzekach odbierajacych. Opornos¢ DCF na rozklad z udziatem
mikroorganizméw osadu czynnego prawdopodobnie zwigzana jest z obecnoscig ato-
mow chloru w jego czasteczkach (Kanakaraju i wsp., 2018). Stwierdzono takze dosy¢
niska wydajno$¢ usuwania fenazonu, kwasu klofibrowego i karbamazepiny technika
osadu czynnego. Kolejnymi grupami lekéw stosunkowo opornych na rozktad z udzia-
fem mikroorganizméw osadu czynnego sa regulatory lipidéow (gemfibrozil, bezafi-
brat, aktywne, polarne metabolity klofibratu, fenofibrat oraz etofibrat), DCF i IBU,
B-blokery (metoprolol, propranolol, betaksolol). Obecnos¢ tych lekdw i metabolitéw
stwierdzono w rzekach i strumieniach, do ktérych odprowadzano $cieki oczysz-
czone. Technika osadu czynnego pozwolila na 70-procentowa wydajnos¢ usunigcia
o$miu badanych farmaceutykow oraz hormonow ze sciekéw. Z kolei dla IBU, NAP,
17 B-estradiolu oraz sulfametoksazolu wydajnos¢ eliminacji wynosita odpowiednio
65, 50, 65 1 60%. W przypadku hormonéw najwyzsza wydajno$¢ usuwania technika
osadu czynnego stwierdzono dla estronu (E1), nawet do 99%. Dla 17 -estradiolu
(E2) oraz 17 a-etynyloestradiolu (EE2) wartosci te wynosity odpowiednio 98 i 94%
(Nakada i wsp., 2008; Kanakaraju i wsp., 2018).

Yu i wsp. (2013) monitorowali sezonowe zmiany stezenia 13 zwigzkow zabu-
rzajacych funkcjonowanie uktadu hormonalnego (EDCs) i farmaceutykéw w $cie-
kach. Laczne stezenie farmaceutykéw wplywajacych do oczyszczalni $ciekow byto
0 10-15 pug/dm?® wyzsze w zimie niz w lecie. Réznice wynikaly z ich duzego zuzy-
cia zimg i szybszej degradacji latem. Literatura wskazuje, Ze zmiany temperatury
moga mie¢ wplyw na wydajno$¢ degradacji. W badaniach dotyczacych mechani-
zmow usuwania farmaceutykow takich jak IBU lub NAP stwierdzono, ze sorpcja
i biodegradacja odgrywaja gléwna role w ich eliminacji w oczyszczalni $ciekow.
Kolejnym waznym czynnikiem wplywajacym na wydajno$¢ usuwania farmaceu-
tykow, np. B-blokeréw technika osadu czynnego, jest wiek osadu w systemie (SRT)
[Samaras i wsp., 2013].
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W ostatnich latach wieksza uwage zwrdcono na nowy rodzaj osadu czynnego,
okreslany mianem tlenowego granulowanego osadu czynnego, ktéry moze by¢ poten-
cjalnie wykorzystywany do eliminacji farmaceutykow ze $ciekéw. International Water
Association definiuje tlenowy osad granulowany jako agregaty o charakterze mikro-
biologicznym (Cydzik-Kwiatkowska, 2017; Ofman, 2017). Do jego gtéwnych cech
nalezg sferyczny ksztalt granul, znaczne wlasciwosci sedymentacyjne, gesta i zwarta
struktura mikrobiologiczna oraz wysoka retencja biomasy (Liu i wsp., 2009; Ofman,
2017). Powyzsze wlasciwosci tlenowego osadu granulowanego przyczyniaja si¢ do tego,
ze moze by¢ to obiecujaca technologia w systemach biologicznego oczyszczania $cie-
kéw ze znacznym fadunkiem farmaceutykéw. Do tej pory wykazano, ze tlenowe gra-
nule w poréwnaniu z osadem ktaczkowatym wykazuja znacznie wigkszg opornos¢
na dziatanie zwigzkdéw toksycznych obecnych w $ciekach. W literaturze opisano
zastosowanie tlenowych granul do oczyszczania $ciekéw zawierajacych fenol, farma-
ceutyki, metale ciezkie lub barwniki (Zhao i wsp., 2014; Ofman i Struk-Sokolowska,
2019; Ofman i wsp., 2020). W badaniach przeprowadzonych przez Amorim i wsp.
(2014) dokonano oceny usuwania fluorochinolonéw (FQ; ofloksacyny, norfloksacyny
i ciprofloksacyny) przy uzyciu tlenowego granulowanego osadu i zbadano wplyw
tych farmaceutykéw na wydajnosé gléwnych proceséw biochemicznych zachodza-
cych w reaktorze. Oceniono takze zmiany w skiadzie mikroorganizméw w tym osa-
dzie narazonym na dzialanie farmaceutykéw. W przeprowadzonym eksperymencie
nie wykazano dowodéw na biodegradacje FQ, jednakze stwierdzono ich adsorp-
cj¢ do tlenowych granul osadu i stopniowe uwalnianie farmaceutykéw do $ciekow.
Ponadto przedstawiono hamujacy wptyw FQ na denitryfikacje oraz na aktywno$¢é
organizmdw gromadzacych polifosforany, na co wskazywat spadek zdolnosci usuwa-
nia P podczas fazy tlenowej. Dodatkowo elektroforeza w gradiencie denaturujacym
ujawnila zmiany w skladzie mikroorganizmdéw wynikajace z ich ekspozycji na FQ
(Amorim i wsp., 2014). W kolejnej pracy Wang i wsp. (2016) zbadali efektywnos¢
usuwania prednizolonu, norfloksacyny, naproksenu, sulfametoksazolu i ibuprofenu
technologia tlenowego granulowanego osadu czynnego zaszczepionego w bioreak-
torach membranowych MBR (ang. Membrane Bioreactors). Wskazniki usuwania
prednizolonu, norfloksacyny i naproksenu osiggnety odpowiednio wartosci 98,5,
87,8 i 84%. Dla sulfametoksazolu i ibuprofenu efektywnos¢ degradacji byla nizsza,
z wydajno$cia usuwania wynoszacg odpowiednio 79,8 i 63,3%. Podobne rezultaty
otrzymali Zhao i wsp. (2014), ktdrzy zastosowali tlenowy granulowany osad czynny
do degradacji prednizolonu, naproksenu i ibuprofenu. W przypadku dwoch pierw-
szych wskazniki usuwania lekéw wynosity 98,46 i 84,02%, w przypadku ibuprofenu
natomiast 63,32%.

Obiecujacym rozwigzaniem w technologii usuwania farmaceutykoéw ze sciekow
sg bioreaktory membranowe MBR. Charakteryzuja si¢ one dlugim wiekiem osadu
oraz wyzszym stezeniem biomasy, co przyczynia si¢ do zwigkszenia wydajnosci bio-
degradacji farmaceutykéw w poréwnaniu z metodami osadu czynnego. Technologia
MBR to polaczenie konwencjonalnego oczyszczania osadem czynnym z membrang
niskoci$nieniows, gdzie proces separacji membranowej stanowi fizyczna przeszkode
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dla zatrzymania mikroorganizméw. Uwaza sig, ze system MBR w usuwaniu mikro-
zanieczyszczen jest wydajniejszy od konwencjonalnego procesu osadu czynnego
(Sipma i wsp., 2010; Kanakaraju i wsp., 2018).

Wykorzystanie bioreaktoréw membranowych (MBR) w oczyszczaniu $ciekow
szpitalnych byto powszechna praktyka w poprzednich dekadach. W technologii
MBR zaobserwowano 99-procentowg eliminacje 17 B-etynyloestradiolu oraz spa-
dek stezenia kofeiny, acetaminofenu, sulfametoksazolu, karbamazepiny i gemfibro-
zylu, z wysoka skutecznoscig usuwania wahajaca sie miedzy 99,1% (sulfametoksazol)
2 99,9% (acetaminofen). Wykryto takze wyzszg skutecznos¢ usuwania ketoprofenu
i naproksenu w systemie MBR w poréwnaniu z konwencjonalnym osadem czynnym
(CAS), podczas gdy skuteczno$¢ usuwania kwasu klofibrynowego, ibuprofenu, diklofe-
naku i kwasu mefenamowego byla podobna (Dawas-Massalha i wsp., 2014). Radjenovi¢
i wsp. (2009) porownali skuteczno$¢ degradacji farmaceutykéw w technologii MBR
oraz CAS. Wydajno$¢ degradacji takich zwigzkow jak diklofenak, metoprolol i kwas
klofibrynowy wynosita 87,4%, 58,7% i 71,8% w MBR, podczas gdy w procesie CAS
tylko 50% dla diklofenaku i 27% dla kwasu klofibrynowego. Nie zaobserwowano usu-
wania metoprololu w technologii CAS.

W usuwaniu pozostatosci farmaceutycznych z wdd i $ciekéw obiecujacym roz-
wigzaniem jest zastosowanie adsorpcji na weglach aktywowanych. Wzbogacenie nimi
technologii MBR zapewnia dodatkowg powierzchnie¢ dla wzrostu bakterii, a takze
adsorbuje zanieczyszczenia o niskiej masie czasteczkowej. Granulowany (GAC - ang.
granular activated carbon) i sproszkowany wegiel aktywowany (PAC - ang. powde-
red activated carbon) zwykle stosowano do adsorpcji zwigzkéw organicznych takich
jak pestycydy. Zaobserwowano, ze dodanie GAC w ilosci 0,5 g/dm? do zbiornika napo-
wietrzania osadu czynnego zwiekszalo eliminacj¢ diazepamu, diklofenaku i karbama-
zepiny (Ma i wsp., 2012).

Wegle aktywowane ze wzgledu na swoje wlasciwosci, takie jak porowata
struktura i chemiczna budowa ich powierzchni, wysoka pojemnos¢ adsorpcyjna,
odporno$¢ chemiczna i termiczna oraz cechy katalityczne, s szeroko stosowane
w usuwaniu zanieczyszczen organicznych. W celu zwigkszenia pojemnosci
adsorpcyjnych w stosunku do okreslonych zanieczyszczen prowadzi si¢ modyfikacje
wegli aktywowanych (Szymonik i Lach, 2016). Wydajno$¢ usuwania farmaceutykéow
z zastosowaniem wegla aktywowanego zalezy od wielu czynnikéw, m.in. czasu kon-
taktu zanieczyszczenia z weglem aktywowanym i od jego struktury. W procesie
adsorpcji ibuprofenu na weglu aktywowanym uzyskanym z odpadéw z korka wykryto,
ze aktywacja chemiczna parg wodna i K,CO, wegla aktywowanego skutkowata wigksza
szybkoscig adsorpcji i wieksza pojemnoscig adsorpcyjng w poréwnaniu z materialem
aktywowanym tylko K,CO, (Mestre i wsp., 2007). W innych badaniach wykorzystano
material wykonany z odpadéw z moreli aktywowany ZnCl,, ktéry charakteryzowat
sie wysoka skuteczno$cig usuwania naproksenu (Onal i wsp., 2007). W badaniach
przeprowadzonych przez Serrano i wsp. (2011) dodanie PAC w ilosci 1 g/dm? do bio-
reaktora membranowego do adsorbowania pozostalosci farmaceutycznych ze Sciekéw
miejskich zredukowato warto$ci parametru ChZT o 95%, azotu amonowego w 70-80%,
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a fosforu o okolo 80%. Podane wartosci procentowe odnosza si¢ do sumarycznego
efektu eliminacji farmaceutykéow na drodze biodegradacji MBR z dodatkiem PAC,
co spowodowato 85-procentows redukcje zawartosci karbamazepiny, diazepamu,
diklofenaku i trimetoprimu w badanym ukfadzie. Wang i Wang (2016) w swojej pracy
podaja, ze PAC znalazl zastosowanie w wydajnym usuwaniu farmaceutykéw naleza-
cych do grup hormonéw (estriol, estron, estradiol), antybiotykéw (sulfametoksazol,
trimetoprim, tetracykliny), regulatorow gospodarki lipidowej (gemfibrozyl, kwas
klofibrowy), NSAIDs (ibuprofen, diklofenak, paracetamol, naproksen), B-blokeréw
(atenolol, propranolol), lekéw neuroaktywnych (diazepam, karbamazepina) z wéd
powierzchniowych i $ciekéw. W przypadku niektorych lekéw, jak naproksen, para-
cetamol, ibuprofen, wydajnos¢ ich usuwania z uzyciem wegla aktywowanego wyno-
sita powyzej 90% (Wang i Wang, 2016).

Kolejnymi procesami oczyszczania wody i $ciekéw z mikrozanieczyszczen orga-
nicznych, w tym farmaceutykow, sa ciSnieniowe procesy membranowe obejmujace
ultrafiltracje (UF), nanofiltracje (NF) oraz odwrdcong osmoze (RO) [Kudlek i wsp.,
2015]. Ta ostatnia polega na wymuszonej dyfuzji rozpuszczalnika przez btong¢ poét-
przepuszczalng rozdzielajacg dwa roztwory o réznym stezeniu. Zachodzi od roz-
tworu o wyzszym stezeniu substancji rozpuszczonej do roztworu o stezeniu nizszym.
Aby zapoczatkowac proces odwrdconej osmozy, konieczne jest przytozenie cisnie-
nia (od 1 do 10 MPa) wymuszajacego przenikanie czastek przez membrane (Talataj,
2013; 2017). Do tej pory wykazano, ze w procesie tym skutecznie usuwane sg wie-
lopierscieniowe weglowodory aromatyczne, pestycydy oraz farmaceutyki (Kudlek
i wsp., 2015). W pracy Alonso i wsp. (2018) zaprezentowano ponad 90-procentowq
wydajnos¢ usunigcia antybiotyku, ciprofloksacyny, z wody morskiej z zastosowaniem
odwrdconej osmozy. Podobne rezultaty otrzymano w badaniach przeprowadzonych
przez Gholami i wsp. (2012), gdzie wydajno$¢ usuniecia wybranych antybiotykow,
ampicyliny i amoksycyliny, z modelowych $ciekéw w procesie RO przekraczata 95%.
Technika odwroéconej osmozy okazala sie rowniez skuteczna w eliminacji hormonéw
plciowych oraz NSAIDs z wéd powierzchniowych i §ciekéw. Dla diklofenaku i ibu-
profenu metoda tg usunieto ponad 98% zanieczyszczen (Kudlek i wsp., 2015).

Przeprowadzono réwniez szereg badan dotyczacych skutecznosci zastosowania
procesu filtracji membranowej, zwanej tez nanofiltracja lub niskocisnieniowg odwré-
cong osmoza, w usuwaniu pozostatosci farmaceutycznych. W procesie nanofiltracji
sila napedowa jest roznica cisnien pomiedzy dwiema stronami membrany, tzw. cis-
nienie transmembranowe. Na membranie w czasie filtracji zatrzymywane sg zwigzki
organiczne o masie czasteczkowej > 200-300 Da oraz jony dwu- i wigcej wartosciowe,
a przepuszczane w duzym stopniu jony jednowartosciowe. Nanofiltracja odbywa
sie pod ci$nieniem procesowym okoto 10-30 bardéw, czyli 1-3 MPa (Kudlek i wsp.,
2015; Vona i wsp., 2015). Stosowano ja w procesie uzdatniania wody do skutecznego
usuwania zwigzkow organicznych o niskiej masie czasteczkowej, takich jak srodki
ochrony roslin i substancje zaburzajace funkcjonowanie uktadu hormonalnego (Vona
i wsp., 2015). Wykazano, ze wydajnos¢ usuwania pozostatosci farmaceutycznych
technika nanofiltracji zalezy od pH oraz momentu dipolowego. W przypadku lekow
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czgsto wykrywanych w matrycach srodowiskowych, jak diklofenak, zaobserwowano
ponad 90-procentowy efektywnos¢ usuwania. Ibuprofen w mniejszym stopniu ulegat
procesowi eliminacji na drodze nanofiltracji (Kimura i wsp., 2003). Z kolei w pracy
Vergili (2013), dotyczacej usuwania wybranych zwigzkéw farmaceutycznych z wody
powierzchniowej, w uktadzie filtracji krzyzowej wykazano zaledwie ponad 50-procen-
towe usunigcie diklofenaku i ibuprofenu. Dla karbamazepiny wartosci te byly jeszcze
nizsze. Eksperymenty poréwnujace efektywnos¢ usuwania wybranych farmaceutykéw
z zastosowaniem nanofiltracji i odwrdconej osmozy wykazaly, ze podczas tej pierw-
szej nie zostala zatrzymana nawet pofowa paracetamolu, stosujac natomiast RO efek-
tywnos$¢ eliminacji leku osiggneta wartos¢ 85% (Nghiem i wsp., 2005; Bogdanowicz
i Wasowski, 2018). Wysoki stopien usuwania farmaceutykow z zastosowaniem nanofil-
tracji zanotowano dla ketoprofenu oraz diklofenaku, warto$¢ wspotczynnika retencji R
(tj. efektywnosci eliminacji) dla obu farmaceutykow przekroczyta 95%. W przypadku
gemfibrozylu efektywno$¢ usuwania byla nizsza szczegélnie podczas nanofiltraciji,
gdzie jego czasteczki przeniknely przez membrane w 50%, a kwasu mefenamowego
az w 70%. Zaskakujaco wysoki stopien eliminacji zaréwno podczas NF, jak i RO otrzy-
mano dla sulfametoksazolu, dla ktérego wspétczynnik retencji R wynidst w przybli-
zeniu 100%. Podobne rezultaty z R > 80% zaobserwowano dla -blokeréw, sotalolu
i metoprololu (Radjenovi¢ i wsp., 2008; Bogdanowicz i Wasowski, 2018).

Dotychczas przeprowadzone badania wskazujg na niska efektywno$¢ procesu
koagulacji w usuwaniu farmaceutykéw. Niezaleznie od zastosowanego rodzaju koa-
gulantu - FeCl,, AL(SO,), 18H,0, Fe,(SO,), - a takze warunkéw prowadzenia pro-
cesu (m.in. pH roztworu, stezenia poszczegoélnych lekow czy dawki koagulantu),
stopien usunigcia z wody badanych farmaceutykow nie przekroczyt 24%. Jedynie
dla diklofenaku stosowanego w stezeniu poczatkowym 30-40 pug/dm? oraz koagu-
lantu Fe,(SO,), uzyskano 30-procentowa efektywnos$¢ usuniecia (Lin i wsp., 2016;
Bogdanowicz i Wasowski, 2018).

Proces ozonowania jest kolejng metodg eliminacji farmaceutykéw. W metodzie
utleniania ozonem wolne rodniki hydroksylowe (HO«) powstaja zgodnie z reakcja:

H,0, + 20, > 2HO-. + 30,

W procesie ozonowania w dawkach ozonu zawierajacych sie w przedziatach 0,82-
2,55 mg O,/mg DOC (ang. dissolved organic carbon) usunieto ponad 99,9% farmaceu-
tykéw nalezacych do réznych grup, jak antybiotyki, hormony sterydowe, regulatory
gospodarki lipidowej, NSAIDs. Badania prowadzono w §rodowisku sztucznych $ciekéw,
wodzie powierzchniowej oraz odptywach z oczyszczalni $ciekow (Almomani i wsp.,
2016). Podobne rezultaty calkowitego usuniecia leku osiggnieto z uzyciem ozonowania
w ciggu 8 minut dla propranololu oraz w ciggu 90 minut dla tetracykliny. Eksperyment
prowadzono w $rodowisku wodnym. Catkowita degradacja poprzez ozonowanie sulfa-
metoksazolu w wodzie ultraczystej wymagala dtuzszego czasu oraz podwyzszenia
dawki ozonu do 4,5 mg/dm? z powodu tworzenia reaktywnych produktéw posred-
nich. Badania prowadzone w zmiennym zakresie pH 3-10 wykazaly, ze optymalne
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warunki degradacji amoksycykliny byly przy pH = 10. Eksperymenty te dowiodty,
ze do najwazniejszych czynnikéw wplywajacych na wydajnos¢ degradacji lekéw
z uzyciem ozonowania nalezg: pH, temperatura, dawka ozonu, rodzaj matrycy (woda,
$cieki), obecno$¢ materii organicznej oraz jej oddzialywanie na proces usuwania far-
maceutykow (Kanakaraju i wsp., 2018).

Alternatywa dla powszechnie stosowanych metod oczyszczania $ciekéw sa zaawan-
sowane procesy utleniania AOPs, ktére wykorzystuje si¢ do rozktadu opornych na bio-
degradacje zwigzkow organicznych, réwniez pozostalosci farmaceutycznych. W tech-
nologii AOPs czynnikiem utleniajgcym sg wolne rodniki, a zwlaszcza charakteryzujace
si¢ bardzo wysokim potencjalem redoks (2,8 V) rodniki hydroksylowe (HO») [Kudlek
i wsp., 2015]. Reaguja one z wieloma zwigzkami organicznymi, tworzac rodniki orga-
niczne inicjujace dalsze fancuchowe reakcje utleniania i degradacji. Do wytwarza-
nia rodnikow stosuje si¢ takie substancje chemiczne jak ozon i nadtlenek wodoru
oraz czynniki fizyczne, jak promieniowanie UV, promieniowanie y czy ultradzwigki.
Efektem przebiegajacych procesow hydroksylacji lub dehydroksylacji jest minerali-
zacja do CO, oraz H,0. Znacznym ograniczeniem w stosowaniu technologii AOPs
jest powstawanie toksycznych produktéw posrednich. W wielu pracach wykazano,
ze produkty te charakteryzuja sie czesto wyzsza trwaloscia i toksycznoscig niz leki
macierzyste (Sharma i wsp., 2018; Matejczyk i wsp., 2020a). Na rycinie 1.8 przedsta-
wiono mechanizm AOPs.

{ AOPs } |:> { Oksydanty } |::>{ Rodnik hydroksylowy }
d
Produkty posrednie Organiczne zanieczyszczenie
(ang. intermediates) <:| np. farmaceutyk

e L
t

[ Proste produkty koricowe J

RYC. 1.8. Mechanizm AOPs

7RODLO: opracowano na podstawie Sharma i wsp., 2018.
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Do najczesciej stosowanych proceséw zaawansowanego utleniania AOPs zaliczamy
reakcje Fentona, fotokatalize z wykorzystaniem katalizatoréw pelnigcych funkcje
polprzewodnikéw oraz szereg metod elektrycznych i elektrochemicznych. Celem
zwigkszenia efektywnosci wytwarzania wolnych rodnikéw wodorotlenowych, odgry-
wajacych role gléwnego utleniacza w procesach AOPs, stosuje sie rowniez procesy
hybrydowe wykorzystujace ultradzwieki, ozonowanie i promieniowanie UV (Kudlek
i wsp., 2015; Tatataj, 2017; Kanakaraju i wsp., 2018). Na rycinie 1.9 przedstawiono
gltéwne procesy stosowane do degradacji farmaceutykow.

Procesy fotochemiczne: Procesy Procesy hybrydowe:
UV oksydacja niefotochemiczne: fotokatalityczne ozonowanie,
(UViUV/H,0,), Fenton, ultradzwigki-ozonowanie,
foto-Fenton, E:> ozonowanie, ::> fotoelektrokataliza,
fotokataliza ultradZwieki, ultradZwieki-Fenton

procesy elektrochemiczne

RYC. 1.9. Typy procesdw stosowanych do degradacji farmaceutykdw w Sciekach

ZrRODLO: Kanakaraju i wsp., 2018.

Procesy fotochemiczne polegaja na wspomaganiu chemicznego utleniania pro-
mieniami UV. Fotoliza UV jest zalezna od intensywnosci promieniowania, absorpcji
UV przez farmaceutyki oraz wydajno$ci kwantowej promieniowania. Dodanie H,O,
generuje powstawanie wolnych rodnikéw i zwigksza wydajno$¢ procesu degradacji
farmaceutykow (Kanakaraju i wsp., 2018). Promieniowanie UV zastosowano do elimi-
nacji takich lekéw jak ketoprofen i diklofenak w srodowisku ultraczystej wody i meta-
nolu. Uzyskano znacznie powolniejsze tempo degradacji diklofenaku w poréwnaniu
z ketoprofenem. Stwierdzono réowniez wyzszg toksycznos¢ produktéw transformacji
ketoprofenu, poréwnujac go do leku macierzystego (Li i wsp., 2017).

Promieniowania UV uzyto takze do degradacji sulfametoksazolu oraz ibu-
profenu w roztworach wodnych przy réznych wartosciach pH badanych uktadow.
Zaobserwowano, ze optymalne tempo degradacji sulfametoksazolu i ibuprofenu uzy-
skano dla dwdch réznych wartosci pH - réwnego 3 dla sulfametoksazolu oraz 7,55
dla ibuprofenu. Stwierdzono, ze proces UV/H,0, jest bardzo efektywny w degrada-
cji 12 antybiotykéw w srodowisku $ciekéw miejskich, skad usunieto 90% tych lekow.
Z zastosowaniem procesu UV/H,O, uzyskano catkowita degradacje diklofenaku
w ciagu 2 minut w roztworze wodnym (Kanakaraju i wsp., 2018).

Podstawg reakcji Fentona jest powstawanie rodnikéw hydroksylowych (HOs) pod
wplywem odczynnika Fentona:

Fe** + H,0, > Fe’* + OH + HO»
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Z kolei w reakgji foto-Fentona wykorzystuje sie promieniowanie UV celem inicja-
cji dodatkowych rodnikéw HOe. Pod jego wplywem powstawanie rodnikéw hydro-
ksylowych zachodzi wedlug reakgji:

H,O,  hy > 2HO»

Jednoczesnie nastepuje fotoredukeja jonéw Fe** do Fe?* z utworzeniem rodni-
kéw HOe:

Fe** + H,O + hy > Fe?* + HO. + H*

Zaréwno reakcje Fentona, jak i foto-Fentona wykorzystano do degradacji anty-
biotykéw, NSAIDs oraz wybranych lekéw antynowotworowych (Kanakaraju i wsp.,
2018). Z uzyciem reakcji Fentona w srodowisku wody zdejonizowanej otrzymano cal-
kowitg i szybka (w ciggu 5 minut) degradacje amoksycykliny. Wysoki stopien usu-
wania 5-fluorouracylu, nawet do 40%, osiagnieto z zastosowaniem reakcji Solar foto-
-Fentona w $rodowisku wody zdejonizowanej (Koltsakidou i wsp., 2017). Reakcje
foto-Fentona wykorzystano takze do degradacji 15 farmaceutykéw w kombinacji
z innymi mikrozanieczyszczeniami w srodowisku $ciekéw miejskich. W metodzie
tej osiggnieto 83-procentows eliminacje zanieczyszczen. Degradacje karbamazepiny,
ibuprofenu oraz sulfametoksazolu w ciagu 45 minut w ponad 96% uzyskano w $ro-
dowisku $ciekéw miejskich i z zastosowaniem reakgji Solar foto-Fentona (De la Cruz
iwsp., 2013).

Do degradacji pozostatosci farmaceutycznych wykorzystuje sie¢ réwniez ultra-
dzwigki. Proces ten oparty jest na generowaniu rodnikéw HOe« pod wplywem dzia-
tania ultradzwiekow.

H,0,))) > HOe« + He
gdzie: ))) - ultradzwieki.

Glownymi czynnikami wplywajacymi na degradacje farmaceutykow z uzyciem
ultradzwiekow sg ich moc i czestotliwo$¢. Proces ten zastosowano do usuwania cipro-
floksacyny, diklofenaku, karbamazepiny, ibuprofenu i piroksikamu w srodowisku
ultraczystej wody oraz $ciekéw miejskich. Stosowano rézna moc i czestotliwo$¢ ultra-
dzwigkdw, uzyskujac dobre efekty eliminacji poszczegélnych farmaceutykéw z bada-
nych ukladéw. Dodanie zwigzkow zelaza znacznie podwyzszalo wydajnos¢ degradaciji
diklofenaku i skracalo jej czas do 60 minut (Naddeo i wsp., 2013). Réwniez polaczenie
procesu sonolizy z fotoliza (UV/H,0,) dalo dobre efekty w procesie usuwania diklo-
fenaku, paracetamolu, kwasu salicylowego oraz chloramfenikolu. Uzyskano 91-pro-
centowg eliminacje¢ farmaceutykow (Ghafoori i wsp., 2015).

W procesie elektrooksydacji wykorzystuje sie elektrycznoé¢ i zidentyfikowano tu
dwa mechanizmy oksydacyjne prowadzace do degradacji farmaceutykéw w badanym
ukladzie. Pierwszy polega na bezposredniej oksydacji na anodzie i oddziatywaniu
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pomiedzy powierzchnig anody a farmaceutykiem. Drugi mechanizm to in-situ
generacja reaktywnych form tlenu przez utleniacze na powierzchni elektrody.
W poréwnaniu ze stosowaniem konwencjonalnych anod, jak Pt, IrO, oraz PbO,,
znacznie lepsze rezultaty usuwania farmaceutykéw uzyskuje si¢ z uzyciem anod dia-
mentowych z domieszka boru BDD (ang. Boron-Doped Diamond) [Kanakaraju i wsp.,
2018]. Elektrochemiczna oksydacja z anodg BDD znalazta zastosowanie w usuwa-
niu diklofenaku, sulfametoksazolu i 17 a-etynyloestradiolu ze $ciekéw szpitalnych
oraz $ciekéw syntetycznych (Loos i wsp., 2018).

Badania ostatnich lat wykazaly, ze pH $rodowiska, dawka promieniowania
oraz charakter matrycy decyduja o efektywno$ci promieniowania jonizujacego
w degradacji farmaceutykéw. Poréwnujac do technologii AOPs opartych na UV, pro-
mieniowanie gamma daje lepsze rezultaty w usuwaniu pozostalosci farmaceutycznych
z badanych uktadéw. Wykazano, ze doprowadzito ono do 100% degradacji karbama-
zepiny w ciaggu 10 minut w srodowisku wody destylowanej. Promieniowanie wigzki
elektronéw spowodowalo 90-procentowa degradacje fluoksetyny w srodowisku wod-
nym (Wang i Wang, 2018).

W licznych pracach zaobserwowano znaczny wzrost wydajnos$ci degradacji far-
maceutykow z zastosowaniem mieszanych technologii AOPs. Wzmocnienie procesu
ozonowania mieszaniny czterech farmaceutykéw - atenololu, hydrochlorotiazydu,
ofloksacyny i trimetoprimu - fotokatalizg solar TiO, znacznie podwyzszylo ich degra-
dacje z 10 do 80% w poréwnaniu z samym ozonowaniem (Marquez i wsp., 2014).
Polaczenie ultradzwigkow z reakcja Fentona doprowadzito do 95-procentowej elimi-
nacji ibuprofenu w ciggu 60 minut w srodowisku $ciekéw miejskich. Zastosowanie
ultradzwiekéw z ozonowaniem znacznie podwyzszylto proces degradacji diklofenaku,
sulfametoksazolu oraz karbamazepiny w srodowisku wodnym. Podobnie kombinacja
sonolizy z fotolizg UV/H, O, istotnie wzmocnita efektywno$¢ degradacji diklofenaku,
paracetamolu, kwasu salicylowego oraz chloramfenikolu do 91% w $rodowisku sztucz-
nych $ciekéw farmaceutycznych (Kanakaraju i wsp., 2018).

Badania ostatnich lat wykazaly, ze duza nadzieje poklada si¢ w zaawansowa-
nej technologii utleniania opartej na wytwarzaniu rodnika siarczanowego (SO,").
W poréwnaniu z HO" rodniki te maja wysoki potencjal redoks wynoszacy 2,5-3,1 V.
Ponadto pod wzgledem utleniania wielu zanieczyszczen organicznych rodniki siar-
czanowe wykazuja wyzsza selektywno$¢. Technologie te m.in. zastosowano do degra-
dacji diklofenaku (Lu i wsp., 2017).

1.6. Regulacje prawne w zakresie wystepowania
pozostatosci farmaceutycznych w Srodowisku

W ciaggu ostatniej dekady obserwuje si¢ lawinowy wzrost zainteresowania obec-
noscia lekéw i mozliwosciami ich usuwania z matryc $rodowiskowych. Aktualny
stan wiedzy u§wiadamia nam, ze farmaceutyki wystepujace w wodach wywieraja
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negatywny wplyw na zyjace tam organizmy, a obecno$¢ lekéw w wodzie wodociago-
wej moze mie¢ powazne skutki dla zdrowia ludzkiego. Woda przeznaczona do spo-
zycia zanieczyszczona lekami jest niebezpieczna dla niemowlat, matych dzieci, osob
starszych i 0s6b z niewydolnoscig watroby czy nerek (Nikolau i wsp., 2007; Szymonik
i Lach, 2016).

Jezeli chodzi o regulacje prawne w Polsce w zakresie substancji farmaceutycznych
w $rodowisku, podstawowym aktem prawnym jest prawo farmaceutyczne uchwa-
lone 6 wrze$nia 2011 roku wraz z poprawkami z 2016 roku (Dz.U. z 2016 r., poz. 2142
z pozn. zm.), ktdre dostosowuje polskie prawo do norm Unii Europejskiej. Waznym
dokumentem dotyczacym oczyszczania $ciekéw komunalnych jest dyrektywa 91/271/
EWG, ktorej gtéwnym celem jest ochrona srodowiska przed niekorzystnymi skut-
kami zanieczyszczen komunalnych i przemystowych. Dyrektywa dotyczy ochrony
i zréwnowazonego uzytkowania srodowiska bedacego przeciwdziataniem skutkom
dziatalnosci cztowieka (http://www.europarl.europa.eu). Fundamentalnym doku-
mentem w zakresie zagospodarowania zasobéw wodnych i ich ochrony jest opraco-
wana w ramach Wspoélnoty ramowa dyrektywa wodna 2000/60/WE, ktora wlaczyta
17 B-estradiol i 17 a-etynyloestradiol do listy substancji priorytetowych dla jakosci
wod powierzchniowych. Zaproponowano w niej dopuszczalne st¢zenia E2 wynoszace
4 x 10~* pg/dm?, a stezenie EE2 nie moze przekracza¢ 3,5 x 10-> ug/dm? dla rzek, jezior
oraz silnie zmodyfikowanych lub sztucznych zbiornikéw wodnych. Takie dziatania
maja na celu m.in. zapobieganie zanieczyszczeniom wod lub/i ich ograniczeniom.
W kolejnej dyrektywie 2013/39/UE zmieniajacej dyrektywe 2008/105/WE do dotych-
czasowej listy 33 substancji priorytetowych i 8 innych substancji zanieczyszczaja-
cych dodano 15 nowych. W odpowiedzi na wprowadzenie dodatkowej listy Komisja
Europejska utworzyla wykaz substancji monitorowanych we wszystkich panstwach
czlonkowskich, tzw. lista obserwacyjna (http://www.europarl.europa.eu). Wskazana
w dyrektywie Parlamentu Europejskiego i Rady 2013/39/UE z 12 sierpnia 2013 roku
lista obserwacyjna obejmuje substancje, ktérych monitoring bedzie prowadzony
w calej Unii (http://eurlex.europa.eu). Oprdcz innych zwigzkéw chemicznych, takich
jak zwiazki wykorzystywane w przemysle, substancje zawarte w srodkach biobojczych,
ochrony roslin, na liscie tej znajduja si¢ takze substancje farmaceutyczne. Na pierw-
szej licie obserwacyjnej znalazl si¢ diklofenak, nadal tez podtrzymano konieczno$é¢
monitorowania 17 B-estradiolu i 17 a-etynyloestradiolu w wodach powierzchniowych.

Na szczegdlng uwage zastuguja estrogeny wykrywane w wodzie przeznaczonej
do spozycia, gdyz moga by¢ one przyczyna czestszego zapadania na nowotwory piersi
czy jader. W potudniowych Niemczech stezenie estriolu w wodzie pitnej wynosito
0,3 ng/dm?, a 17 B-estradiolu 2,1 ng/dm? W Hiszpanii stwierdzono obecno$¢ natu-
ralnych estrogenéw w wodzie pitnej w stezeniu 0,93-11,6 ng/dm?® (Szymonik i Lach,
2016; Boron i Pawlas, 2015).

W krajach UE wykorzystanie estrogenéw w rolnictwie i aquakulturach jest regu-
lowane dyrektywa 96/22/EC, ktdra zostala zastapiona kolejng dyrektywa 2003/74/EC,
restrykcyjniej ograniczajaca aplikacje E2 w weterynarii. Brak natomiast regulacji praw-
nych dotyczacych dopuszczalnych zawartosci estrogenéw steroidowych w wodzie pitne;.
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Wprowadzenie na rynek nowych produktéw aktywnych farmakologicznie (PACs -
ang. Pharmaceutically Active Compounds) podlega regulacji dwiema gléwnymi dyrek-
tywami - 2001//82/EC i 2001/83/EC. Wedlug nich wymagane jest oszacowanie ryzyka
oddziatywania $rodowiskowego dla kazdego wprowadzonego na rynek produktu
aktywnego farmakologicznie.

11 marca 2019 roku pojawit si¢ komunikat Komisji do Parlamentu Europejskiego,
Rady i Europejskiego Komitetu Ekonomiczno-Spotecznego dotyczacy strategicznego
podejscia Unii Europejskiej do substancji farmaceutycznych w $rodowisku. W doku-
mencie tym wyraznie podkreslono, ze kilka panstw cztonkowskich (np. Holandia,
Szwecja), Parlament Europejski, panstwa trzecie (np. Szwajcaria), organizacje miedzy-
narodowe (np. ONZ, HELCOM, Organizacja Wspdtpracy Gospodarczej i Rozwoju),
stowarzyszenia branzowe i organizacje pozarzagdowe wyrazily obawy dotyczace ros-
nacego poziomu farmaceutykéw w srodowisku i podjely dziatania w celu zaradze-
nia temu problemowi. Miedzynarodowe zobowiazania zawarto w Agendzie 2030
Organizacji Narodéw Zjednoczonych, w szczegdlnosci w ramach celu zréwnowazo-
nego rozwoju nr 6, oraz w deklaracji ministerialnej Zgromadzenia ONZ ds. Ochrony
Srodowiska z 2017 roku, a dziatania w zakresie opornosci na $rodki przeciwdrobno-
ustrojowe zostaly uzgodnione przez grupe G-7/G-20 i Swiatowa Organizacje Zdrowia.
Komunikat ten podkredla, ze obecnie wody powierzchniowe i podziemne sg monito-
rowane pod katem obecnos$ci wybranych substancji na podstawie ramowej dyrektywy
wodnej 2000/60/WE Parlamentu Europejskiego i Rady z 23 pazdziernika 2000 roku
ustanawiajgcej ramy wspolnotowego dzialania w dziedzinie polityki wodnej (Dz.Urz.
L 327 z 22 grudnia 2000, s. 1). Innym waznym dokumentem jest decyzja wykonawcza
Komisji (UE) 2018/840 z 5 czerwca 2018 roku ustanawiajgca liste obserwacyjng sub-
stancji do celéw monitorowania obejmujgcego cala Unie w zakresie polityki wodnej
na podstawie dyrektywy Parlamentu Europejskiego i Rady 2008/105/WE i uchylajaca
decyzje wykonawczg Komisji (UE) 2015/495 (Dz.Urz. L 141 z 7 czerwca 2018, s. 9).
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2. Cel i zakres pracy

W kontekscie przedstawionych w przegladzie literatury informacji za najwazniejsze

cele badan uznano:

1. Okredlenie i poréwnanie toksycznosci, cytotoksycznosci i genotoksycznosci sub-
stancji czynnych wybranych lekéw antydepresyjnych — SER, FLU i CIT, ich meta-
bolitow — Nor-SER, Nor-FLU i D-CIT, ich mieszanin oraz mieszanin z substan-
cjami czynnymi lekéw antynowotworowych, CIS i 5-FU, w medium hodowlanym,
$ciekach surowych oraz $ciekach oczyszczonych.

2. Oceng wplywu $ciekéw surowych i oczyszczonych na toksycznosé, cytotoksycz-
nos¢ i genotoksycznos¢ wyzej wymienionych substancji czynnych lekéw antyde-
presyjnych, antynowotworowych, metabolitéw oraz ich mieszanin.

W zwigzku z wyzej wymienionymi celami hipotezy badawcze sg nastepujace:

1. Toksyczno$¢, cytotoksycznosé i genotoksyczno$é mieszanin wielosktadnikowych
substancji czynnych, wystepujacych w wyzej wymienionych lekach antydepre-
syjnych i antynowotworowych oraz ich metabolitach, jest wyzsza w poréwnaniu
z sumaryczng toksycznoscia, cytotoksycznoscia i genotoksycznoscig sktadnikow
tej mieszaniny, niezaleznie od badanego srodowiska (Scieki surowe, oczyszczone
lub medium hodowlane).

2. Zardéwno Scieki surowe, jak i oczyszczone zwigkszajg toksycznosé, cytotoksycz-
nos¢ i genotoksyczno$¢ powyzszych substancji czynnych lekéw antydepresyjnych,
antynowotworowych, ich metabolitéw oraz ich mieszanin.

Przyjety zakres pracy obejmowal okres$lenie toksycznosci, cytotoksycznosci
i genotoksycznosci substancji czynnych lekow antydepresyjnych - SER, FLU i CIT,
ich metabolitéw - Nor-SER, Nor-FLU, D-CIT, ich mieszanin oraz mieszanin z sub-
stancjami czynnymi lekdw antynowotworowych, CIS i 5-FU, w medium hodowla-
nym, $ciekach surowych oraz $ciekach oczyszczonych.
Toksyczno$¢ i cytotoksyczno$¢ okreslono na podstawie:
e inhibicji Zywotnosci hodowli E. coli K-12 po ekspozycji na badane substancje
czynne lekow, metabolity oraz mieszaniny,
e inhibigji fluorescencji biatka GFP w hodowli E. coli MM294-GFP po ekspozycji
na badane substancje czynne lekéw, metabolity i mieszaniny.
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Genotoksycznos¢ okreslono na podstawie indukcji promotora recA w hodowli
E. coli SM342 recA:luxCDABE po ekspozycji na badane substancje czynne lekéw,
metabolity i mieszaniny.
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3. Materiaty i metodyka badan

Toksyczno$¢, cytotoksycznosé i genotoksycznosé substancji czynnych lekéw anty-
depresyjnych SER, FLU oraz CIT, ich metabolitéw - Nor-SER, Nor-FLU, D-CIT
oraz ich mieszanin i mieszanin z substancjami czynnymi lekéw antynowotworo-
wych, CIS i 5-FU, badano w srodowisku medium hodowlanego, $ciekéw surowych
i $ciekdw oczyszczonych. Badania prowadzono w latach 2019-2020 z wykorzystaniem
rzeczywistych $ciekow surowych oraz $ciekdéw oczyszczonych pobranych z oczysz-
czalni $ciekéw w Stawiskach, poréwnujac je do medium hodowlanego na podstawie
okreslenia zywotno$ci hodowli E. coli K-12, inhibicji fluorescencji biatka GFP w E. coli
MM294 oraz indukcji promotora recA w E. coli SM342 recA:luxCDABE.

3.1. Probki do badan

Do badan wykorzystano $cieki pochodzace z oczyszczalni $ciekéw w Stawiskach.
Jej schemat z zaznaczonymi miejscami poboru préobek przedstawiono na rycinie 3.1.
Do tej oczyszczalni trafiajg Scieki bytowe dowozone taborem asenizacyjnym i $cieki
komunalne z obszaru miasta. Doplywajace $cieki sg transportowane systemem
rurociggéw do komor krat. Nastepnie kierowane sg na piaskownik radialny, gdzie
usuwa si¢ z nich czesci cigzkie i piasek. Z piaskownika radialnego $cieki przeptywaja
do komory beztlenowej. Jej zadaniem jest selekcja metaboliczna dla bakterii nit-
kowatych oraz wstepna faza usuwania fosforu na drodze biologicznej. Dalej $cieki
transportowane sg do komory tlenowej 1, w ktorej nastepuje proces napowietrzania
za posrednictwem systemu napowietrzania drobnopecherzykowego. Ta komora
ma za zadanie odebra¢ wieksze tadunki zwigzkow wegla trafiajace do oczyszczalni
wraz ze $cieckami dowozonymi. Z komory napowietrzajacej 1 $cieki trafiajg do komory
napowietrzajacej 2, ktéra rowniez wyposazona jest w system napowietrzania
drobnopecherzykowego. W obu tych komorach utrzymywane sa warunki naprze-
miennej denitryfikacji i nitryfikacji, ktére uzyskuje si¢ za pomocg sterowania steze-
niem tlenu rozpuszczonego w przedziale od 0,5 do 2,0 mg/dm?. Po procesie napowie-
trzania $cieki przeptywaja do osadnikéw wtérnych, z ktérych odprowadzane sg jako
$cieki oczyszczone do odbiornika. Probke sciekéw surowych pobrano po procesach
mechanicznego oczyszczania, w miejscu doprowadzenia $ciekéw do komory beztleno-
wej, w celu wyeliminowania z prébki ciat statych, ktére moglyby by¢ odpowiedzialne
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RYC. 3.1. Schemat miejskiej oczyszczalni Sciekow w Stawiskach z zaznaczonymi miejscami
poboru probek

ZRODLO: opracowanie wtasne.
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za procesy sorpcji i desorpcji zanieczyszczen w $ciekach. Dzigki temu uzyskano mniej-
szg zmienno$¢ parametrow $ciekow surowych w trakcie transportu probki do labo-
ratorium. Z kolei probke $ciekdéw oczyszczonych pobrano za miejscem ich odptywu
z osadnikéw wtornych, dzigki czemu pobrano $cieki w takiej postaci, w jakiej trafiaja
one do $rodowiska.

W tabeli 3.1 przedstawiono wybrane wskazniki zanieczyszczen w $ciekach suro-
wych i oczyszczonych uzytych w badaniach w latach 2019-2020.

TABELA 3.1. Wybrane wskazniki zanieczyszczen w $ciekach surowych i oczyszczonych

Wskaznik zanieczyszczeii [mg/dm?] Scieki surowe Scieki oczyszczone
BZT, od 300 do 600 od5do 10
ChZT,, od 650 do 900 0d 275do 75
Zawiesiny ogdlne od 250 do 530 od5do 10

7RODLO: badania wtasne.

Pobrane probki transportowane byly do laboratorium, gdzie podzielono je
na mniejsze objetosci i przechowywano w temperaturze —20°C, tak aby zminima-
lizowa¢ zachodzenie w nich proceséw chemicznych i biologicznych. Scieki surowe
i oczyszczone dwukrotnie przefiltrowano przez bibule filtracyjng, nastepnie poddano
je autoklawowaniu przez 20 minut w temperaturze 121°C.

W badaniach zastosowano substancje czynne lekéw antydepresyjnych -SER,
FLU i CIT, ich metabolity — Nor-SER, Nor-FLU i D-CIT oraz substancje czynne
lekéw antynowotworowych, CIS i 5-FU - wszystkie zakupiono w Sigma-Aldrich.
Wykorzystane w badaniach substancje czynne lekéw i metabolitéw przedstawiono
w tabeli 3.2. Z kolei w tabeli 3.3 zaprezentowano skiad analizowanych probek oraz ste-
zenie badanych zwigzkéw podane w mg/dm?. Probki o takim samym skladzie badano
w trzech réznych srodowiskach: medium hodowlanym, $ciekach surowych oraz $cie-
kach oczyszczonych.

TABELA 3.2. Substancje czynne lekéw i metabolitéw wykorzystane w badaniach

Sub’stancja czynna, Wzor strukturalny Nazwa chemiczna
wzOr sumaryczny
Inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny
H
N

C,,H,,CI,N

~
Se(r;:zaFil)na ‘ ol chlorowodorek sertraliny
O O CAS 79559-97-0

cl
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Substancja czynna,
wzOr sumaryczny

Wzor strukturalny

Nazwa chemiczna

Fluoksetyna

chlorowodorek fluoksetyny

H
N 0
F
¢ OF
F

(FLU) uok
C,,H,sF;NO CAS 56296-78-7
Cltz(i(lj(i%am bromowodorek citalopramu
C,oH, FN,0 CAS 59729-32-7

Metabolity Nor-SER, Nor-FLU i D-CIT

Norsertralina

H,N

(Nor-SER) chlorowodorek norsertraliny
CH,sCLN CAS 91797-57-8
cl
cl
HzN\/\/O
No(r'f\llzcr)_lésl_edglna H @ szczawian norfluoksetyny

C,.H,F,NO F CAS 107674-50-0
Desmetyl-
citalopram chlorowodorek

(D-CIT) desmetylcitalopramu
C,oH,,FN,0 CAS 144025

Leki antynowotworowe

i Cl-, NH
Cls(p;:I?St)yna "oy ’ cisplatyna
PLCL(NH,), o K, CAS 15663-271
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Substancja czynna,
wzOr sumaryczny

Wzor strukturalny

Nazwa chemiczna

5-fluorouracyl
(5-FU)
C,H,FN,0,

1 O

N 0

5-fluorouracyl
CAS 51-21-8

7RODLO: opracowanie wtasne.

TABELA 3.3. Sktad analizowanych prob oraz stezenie badanych zwigzkéw podane w mg/dm3

Lp. SER FLU CIT
1. SER(0,01;0,1; 1) FLU (0,01;0,1; 1) CIT (0,01;0,1; 1)
A, : A, D-CIT
2. Nor-SER (0,01;0,1; 1) Nor-FLU (0,01;0,1; 1) (0,01;0,1; 1)
SER(0,01;0,1; 1) FLU (0,01;0,1; 1) CIT (0,01;0,1; 1)
3. + + +
Nor-SER (0,1) Nor-FLU (0,1) D-CIT (0,1)
4. CIS(0,1)
5. 5-FU (0,1)
SER(0,01;0,1; 1) FLU (0,01;0,1; 1) CIT (0,01;0,1; 1)
6. + + +
CIS(0,1) CIS(0,7) CIS (0,1)
SER(0,01;0,1; 1) FLU (0,01;0,1; 1) CIT (0,01;0,1; 1)
7. + + +
5-FU (0,1) 5-FU (0,1) 5-FU (0,1)
Nor-SER (0,1) Nor-FLU (0,1) D-CIT (0,1)
8. + + +
CIS(0,1) CIS(0,1) CIS (0,1)
Nor-SER (0,1) Nor-FLU (0,1) D-CIT (0,1)
9. + + +
5-FU (0,1) 5-FU (0,1) 5-FU (0,1)
SER(0,01;0,1; 1) FLU (0,01;0,1; 1) CIT (0,01;0,1; 1)
+ + +
10. Nor-SER (0,1) Nor-FLU (0,1) D-CIT (0,1)
+ + +
CIS(0,1) CIS(0,1) CIS (0,1)
SER(0,01;0,1; 1) FLU (0,01;0,1; 1) CIT (0,01;0,1; 1)
+ + +
11. Nor-SER (0,1) Nor-FLU (0,1) D-CIT (0,7)
+ + +
5-FU (0,1) 5-FU (0,1) 5-FU (0,1)

ZRODLO: opracowanie wtasne.
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Analizy toksycznosci, cytotoksycznosci oraz genotoksycznosci wykonano z zasto-
sowaniem czytnika ptytek GloMax’-Multi Detection System firmy Promega. Wszystkie
z badanych lekéw i ich metabolitéw oraz mieszanin rozpuszczano w dimetylosul-
fotlenku (DMSO; Chempur). Celem zminimalizowania jego oddzialywania na E. coli
przygotowane roztwory badanych zwiazkéw chemicznych w DMSO mieszano ze sto-
sowanymi w analizach mediami hodowlanymi lub $ciekami surowymi i oczyszczo-
nymi w proporcjach 1: 9.

Do badan wybrano trzy szczepy E. coli pochodzace z kolekgji prof. Shimshona
Belkina z Uniwersytetu Hebrajskiego z Jerozolimy oraz z laboratorium prof. Imricha
Baraka ze Stowackiej Akademii Nauk w Bratystawie: E. coli K-12, E. coli MM294-
GFP oraz E. coli SM342 recA:luxCDABE. Toksyczno$¢ i cytotoksyczno$¢ oznaczono
odpowiednio na podstawie inhibicji zywotnosci E. coli K-12 i inhibicji fluorescen-
cji biatka GFP w E. coli MM294-GFP. Genotoksycznos$¢ oznaczono na podstawie
parametru indukeji promotora recA w E. coli SM342 recA:luxCDABE. W tabeli 3.4
przedstawiono wykorzystane w badaniach szczepy E. coli, analizowane parametry
oraz stosowane metody.

TABELA 3.4. Modelowe szczepy E. coli wykorzystane w badaniach oraz stosowane metody

Badany Mikroorganizm Metoda
parametr modelowy badan
Inhibicja zywotno$ci E. coli E. coli K-12 luminometria,

spektrofotometria UV

Inhibicja fluorescenc;ji biatka . i fluorymetria,
GFP E. coli MM294-GFP spektrofotometria UV

luminometria,
spektrofotometria UV

Indukcja promotora recA E. coli SM342 recA:luxCDABE

ZRODLO: opracowanie wtasne.

3.2. Metodyka badan

3.2.1. Toksycznos¢ substancji czynnych lekéw antydepresyjnych,
antynowotworowych, metabolitdw i ich mieszanin

Zywotno$¢ hodowli E. coli K-12 po inkubacji z wymienionymi wyzej badanymi lekami,
metabolitami i mieszaninami lekéw i metabolitéw okreslono z uzyciem testu Zywot-
nosci bakterii BacTiter-Glo™ (Promega). Zgodnie z ta metoda okreslenie liczby zywych
komorek drobnoustrojow opiera si¢ na oznaczeniu ilo§ciowym obecnego ATP. Skiad
odczynnika wspomaga lize komdrek bakteryjnych i generowanie sygnatu lumine-
scencyjnego. Stabilny sygnal luminescencyjny jest proporcjonalny do ilosci obecnego
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ATP, ktéry jest wprost proporcjonalny do liczby zywych komoérek w hodowli. Szczep
E. coli K-12 hodowano w bulionie Miieller Hinton II (MH II), w $ciekach surowych
oraz $ciekach oczyszczonych w 37°C przez 24 godziny. Nastepnie hodowle E. coli roz-
cieiczano w §wiezym bulionie MH II, $ciekach surowych i §ciekach oczyszczonych
i inkubowano w 37°C z wytrzasaniem (150 rpm). Liczbe bakterii okreslono metoda
plytkowa przez zliczenie jednostek tworzacych koloni¢ (JTK), na ptytkach z agarem
Luria-Bertani. Liczebno$¢ bakterii w hodowlach w bulionie MH II, $ciekach suro-
wych i §ciekach oczyszczonych doprowadzano do 107 JTK/ml na podstawie wynikow
z metody plytkowej po 24 godzinach oraz pomiaréw gestosci optycznej (OD) hodowli
bakterii przy dtugosci fali 600 nm.

Nastepnie do tak przygotowanych hodowli E. coli dodawano w odpowiednim
stezeniu badane substancje czynne lekéw, metabolity i mieszaniny i inkubowano
przez 24 godziny. Prébka kontrolna zawierata testowa hodowle bakterii zawieszona
w MH, SS i SO oraz rozpuszczalnik (DMSO wymieszany w odpowiednich propor-
cjach z MH, SS i SO), w ktérym przygotowano roztwory substancji czynnych lekéw
i metabolitéw, nie zawierala zas badanych substancji czynnych lekéw i metabolitow.
Test przeprowadzono zgodnie z dotgczonym protokotem firmy Promega. We wszyst-
kich testach warto$ci luminescencji normalizowano do st¢zenia bakterii mierzonego
spektrofotometrycznie, jako warto$¢ OD przy 600 nm. Z aparatu dla kazdej bada-
nej probki jednoczesnie odczytywano dwa parametry, warto$¢ luminescencji (L, )
oraz wartos$¢ gestosci optycznej (OD). Wartosci luminescencji koncowej (L) dla kaz-
dej probki wyliczono wedtug wzoru: L = L,/OD, . Dla probki kontrolnej warto$¢ L
przyjeto jako 100% i na potrzeby dalszych wyliczen okreslono jako zywotnos¢ probki
kontrolnej (ZPK). Z kolei zywotnos¢ prébki badanej (ZPB, w %) wyliczono na podsta-
wie wartosci L dla probek badanych i z proporcji wzgledem kontroli (100%). Wyniki
przedstawiono jako wartosci inhibicji zywotnosci (IZ), ktérg w hodowli E. coli K-12
po 24 godzinach inkubacji z badanymi substancjami czynnymi lekéw, metabolitami
i ich mieszaninami obliczono wedtug wzoru: I1Z (%) = ZPK (%) — ZPB (%).

3.2.2. Cytotoksycznos$¢ substancji czynnych
lekéw antydepresyjnych, antynowotworowych,
metabolitéw i ich mieszanin

Kolejnym analizowanym parametrem w ocenie toksycznosci wymienionych wyzej
substancji czynnych lekéw antydepresyjnych, ich metabolitéw oraz mieszanin z lekami
antynowotworowymi CIS i 5-FU bylo okreslenie inhibicji fluorescencji biatka GFP
w E. coli MM294. Szczep ten zawiera plazmidowy konstrukt genowy pKK233-2
(GenBank, nr X70478), w ktérym gen gfp (ang. green fluorescent protein) jest pod kon-
trolg silnego trc promotora. Markerem selekcyjnym znajdujacym si¢ na plazmidzie
jest gen opornoéci na ampicyline (ampR). Mape genetyczng plazmidu przedstawiono
na rycinie 3.2.
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RYC. 3.2. Mapa genetyczna plazmidu pKK-GFP z genem reporterowym gfp znajdujacym sie pod
kontrolg trc promotora

7RODLO: Lukacova i wsp., 1999.

Produktem ekspresji genu gfp jest bialko GFP, ktore emituje fluorescencje w $wietle
UV. Zgodnie z ta metoda okreslenie efektu cytotoksycznego opiera si¢ na oznaczeniu
ilosciowym intensywnosci fluorescencji hodowli E. coli MM294-GFP zawierajacej pla-
zmidowy konstrukt genowy z genem gfp po jej 24-godzinnej inkubacji z badanymi
substancjami czynnymi lekéw, metabolitami i ich mieszaninami. Inhibicja sygnatu
fluorescencyjnego jest proporcjonalna do efektu cytotoksycznego badanych zwiaz-
kéw chemicznych i ich mieszanin. Efekt ten w powyzszej hodowli badano z zastoso-
waniem metody spektrofluorymetrycznej opartej na pomiarze intensywnosci emi-
towanej fluorescencji biatka GFP w E. coli MM294.

Zawiesing E. coli MM294 inkubowano w bulionie Luria-Bertani (LB), w $ciekach
surowych i $ciekach oczyszczonych z ampicyling w stezeniu 100 mg/dm? w 37°C
przez 24 godziny. Nastepnie hodowle bakterii rozcienczano w bulionie LB, $ciekach
surowych i $ciekach oczyszczonych z ampicyling (100 mg/dm?®) i inkubowano w 37°C
z wytrzasaniem (150 rpm). Hodowle szczepu E. coli MM294 doprowadzano do gesto-
$ci 107 JTK/ml w bulionie LB, $ciekach surowych i $ciekach oczyszczonych, zgodnie
z metodg opisang powyzej, dotyczaca pomiaru toksycznosci. Probki inkubowano
w 37°C przez 24 godziny. Probka kontrolna zawierata testowa hodowle bakterii zawie-
szong w MH, SS i SO, rozpuszczalnik (DMSO wymieszany w odpowiednich propor-
cjach z MH, SS oraz SO), w ktérym przygotowano roztwory substancji czynnych
lekéw i metabolity, oraz ampicyline (100 mg/dm?). Prébka ta nie zawierala natomiast
badanych substancji czynnych lekéw i metabolitow.

Intensywno$¢ fluorescencji biatka GFP w hodowlach E. coli MM294 inkubowa-
nych z substancjami czynnymi lekéw, metabolitami i mieszaninami oraz w hodowli
kontrolnej mierzono przy diugosci fali wzbudzenia 405 nm i dlugosci fali emisji
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505 nm. Celem standaryzacji fluorescencyjnej odpowiedzi hodowli E. coli MM294-
GFP dla wszystkich badanych prébek i probki kontrolnej spektrofotometrycznie okres-
lano OD przy dlugosci fali 600 nm. Wartosci fluorescencji dla kazdej proby wyliczano
wedlug wzoru: F = F,/OD,,, gdzie: F - fluorescencja, F, - intensywnos¢ fluorescencji
odczytana z aparatu, OD,, — gesto$¢ optyczna probki mierzona spektrofotometrycz-
nie przy 600 nm. Dla prébki kontrolnej warto$¢ F przyjeto jako 100% i na potrzeby
dalszych wyliczen okreslono jako fluorescencja probki kontrolnej (FPK). Z kolei flu-
orescencje probki badanej (FPB, w %) wyliczono na podstawie wartosci F dla pro-
bek badanych i z proporcji wzgledem kontroli (100%). Wyniki przedstawiono jako
wartosci inhibicji fluorescencji (IF), ktéra po 24 godzinach inkubacji E. coli MM294
z badanymi zwigzkami chemicznymi i ich mieszaninami obliczono weditug wzoru:
IF (%) = FPK (%) — FPB (%). Ze wzgledu na wykryta autofluorescencje CIS wyno-
szaca 3,75% w przeprowadzonych wyliczeniach wartosci fluorescencji GFP wszyst-
kich prébek zawierajacych CIS pomniejszono o 3,75%. Eksperyment przeprowadzono
w trzech niezaleznych seriach.

3.2.3. Genotoksycznos$¢ substancji czynnych
lekdw antydepresyjnych, antynowotworowych,
metabolitéw i ich mieszanin

W badaniach zastosowano bakteryjny biosensor E. coli SM342/pBRlux-trp:
recA:luxCDABE z konstruktem genowym i fuzja promotora recA z genem reportero-
wym luxCDABE w plazmidowym wektorze pBRIux-trp. Mape genetyczng plazmidu
pBRlux-trp przedstawiono na rycinie 3.3.

Promotor recA nalezy do grupy indukowanych uszkodzeniami DNA promotoréw
genéw bioracych udziat w systemie naprawy SOS. Zgodnie z ta metoda okreslenie
efektu genotoksycznego opiera si¢ na oznaczeniu ilo§ciowym intensywnosci lumine-
scencji hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE inkubowanej przez trzy godziny z bada-
nymi substancjami czynnymi lekéw, metabolitéw i ich mieszaninami w poréwnaniu
z hodowlg kontrolng nietraktowang zwigzkami chemicznymi. Sygnal luminescen-
cyjny jest proporcjonalny do poziomu indukeji promotora recA i sity genotoksycznej
badanych substancji czynnych lekéw, metabolitéw i ich mieszanin.

Szczep E. coli SM342/pBRlux-trp:recA:luxCDABE hodowano przez 24 godziny
w bulionie LB w 37°C. Pomiar luminescencji i analize danych przeprowadzono
zgodnie z metodg opisang przez Melamed i wsp. (2012) oraz Kessler i wsp. (2012).
Po 24-godzinnej inkubacji hodowle rozcieniczono w §wiezym bulionie LB, w $cie-
kach surowych i $ciekach oczyszczonych oraz inkubowano w 37°C z wytrzasaniem
(150 rpm). Hodowle doprowadzano do gestosci 107 JTK/ml wedtug metody opisanej
powyzej i dotyczacej analizy toksycznosci i cytotoksycznosci. Liczbe bakterii okres-
lono metoda ptytkows przez zliczenie jednostek tworzacych kolonig¢ JTK, na ptytkach
z agarem Luria-Bertani. Nastepnie do prowadzonych w bulionie LB, w $§ciekach suro-
wych i oczyszczonych hodowli E. coli SM342/pBRlux-trp:recA:luxCDABE dodawano
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badane substancje czynne lekow, metabolity i ich mieszaniny i inkubowano trzy
godziny w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem (150 rpm). Potem dla kazdej badanej
probki i kontroli wykonywano pomiar luminescencji.

pstl Scd

Sall
BssHII
pBRIlux-trp

13758 bp

Sall Kpnl
P Sacl

RYC. 3.3. Mapa genetyczna plazmidu pBRIux-trp z genem reporterowym luxCDABE

7RODL0:Melamed i wsp., 2012.

Celem standaryzacji luminescencyjnej odpowiedzi hodowli E. coli SM342/
pBRlux-trp:recA:luxCDABE dla wszystkich badanych probek i probki kontrolne;
spektrofotometrycznie okreslono OD przy dlugosci fali 600 nm. W kazdym eks-
perymencie réwnolegle prowadzono kontrole ujemna, wolng od zwigzkéw chemicz-
nych wode Mili-Q, ktdra stanowita prébke slepa. Uzyskane za§ wyniki odnoszono
do probki kontrolnej. W jej sktad wchodzity hodowla E. coli SM342/pBRlux-
-trp:recA:luxCDABE zawieszona w MH, SS i SO oraz rozpuszczalnik (DMSO wymie-
szany w odpowiednich proporcjach z MH, SS i SO), w ktérym przygotowano roztwory
substancji czynnych lekéw i metabolitéw. Probka kontrolna nie zawierata badanych
substancji czynnych lekow i metabolitéw. Intensywnos¢ luminescencji dla kazdej
proébki wyliczono wedtug wzoru: L = IL,/OD,, gdzie: L - luminescencja, IL, - inten-
sywnos¢ luminescencji odczytana z aparatu, OD,, - gestos¢ optyczna prébki mierzona
spektrofotometrycznie przy 600 nm. Wartosci indukcji promotora recA po trzech
godzinach inkubacji hodowli E. coli SM342/pBRlux-trp:recA:luxCDABE z badanymi
substancjami czynnymi lekéw, metabolitami i ich mieszaninami przedstawiono jako
procent wzrostu luminescencji w poréwnaniu z probka kontrolng. Eksperyment prze-
prowadzono w trzech powtorzeniach.
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3.2.4. Ocena statystyczna wynikéw badan

Weryfikacja prac badawczych poswieconych analizie aktywnosci mikroorganizméw
jest zadaniem zlozonym i przysparzajacym trudnosci w jednoznacznej ocenie uzy-
skanych rezultatow. Stad tez, aby precyzyjnie wskazac i opisac zjawiska, w pracach
tych wykorzystywana jest statystyczna weryfikacja réznic wystepujacych pomiedzy
poszczegolnymi zmiennymi. Do jednej z takich metod zaliczana jest analiza wariancji,
ktérej celem jest wskazanie najmniejszych istotnych réznic miedzy poszczegdlnymi
zmiennymi w bazie danych, przy uwzglednieniu tak zwanych czynnikéw jakosciowych.
Najczesciej wykorzystuje sie do tego test Najmniejszych Istotnych Réznic (NIR) Tukeya.
Ze wzgledu na swojg uniwersalno$¢ oraz jakos¢ uzyskiwanych wynikoéw jest on cze-
sto uzywany do weryfikacji wynikéw badan laboratoryjnych prowadzonych w kon-
trolowanych warunkach. Nalezy w tym miejscu podkresli¢, ze przeprowadzenie tego
testu zwigzane jest ze spelnieniem warunkow kryterialnych zbioru danych. Pierwszym
z nich jest normalno$¢ rozkladu poszczegélnych zmiennych ujetych w analizie, dru-
gim natomiast jednorodno$¢ wariancji. Zgodnie z testem Shapiro-Wilka wszystkie
zmienne ujete w analizie charakteryzowaly si¢ rozktadem normalnym, z kolei jedno-
rodnos¢ wariancji oceniono na podstawie testu Bartletta. Wszystkie zmienne, jakie
uwzgledniono w tej analizie, charakteryzowaly sie jednorodnos$cia wariancji. Wyniki
szczegbdlowe powyzszych testow zestawiono w zalgczniku B w tabelach 1-29.

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej z zastosowaniem testu Tukeya.
Jego gléwnym celem byto wykazanie istotnych statystycznie réznic w wartosciach
inhibicji zywotnosci E. coli, inhibicji fluorescencji biatka GFP w E. coli MM294-GFP
oraz indukcji promotora recA w E. coli SM342 recA:luxCDABE pomigdzy roztwo-
rami pojedynczych substancji czynnych SER, FLU, CIT, CIS, 5-FU, Nor-SER, Nor-
FLU i D-CIT a ich odpowiednimi mieszaninami wielosktadnikowymi w trzech bada-
nych érodowiskach (MH, SS oraz SO). Za poziom istotnosci statystycznej w dalszej
weryfikacji wynikow przyjeto a = 0,05. Analize¢ przeprowadzono dla wartosci inhi-
bicji zywotnoéci hodowli E. coli, inhibicji fluorescencji biatka GFP oraz indukcji pro-
motora recA uzyskanych w opisywanych w monografii eksperymentach, jak réwniez
dla hipotetycznych mieszanin otrzymanych po zsumowaniu warto$ci wymienionych
parametréw dla poszczegolnych pojedynczych sktadnikéw mieszanin.

Drugim elementem badan statystycznych bylo wskazanie podobienstw w mecha-
nizmie dzialania poszczegdlnych mieszanin na inhibicj¢ zywotnosci E. coli K-12,
inhibicje fluorescencji biatka GFP w E. coli MM294 oraz indukcje¢ promotora recA
w hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE. Do tego celu wykorzystano analize skupien
prowadzong przy aglomeracji Warda. Metoda ta okreslana jest jako metoda redukcji
zmiennych na skutek grupowania ich w pojedyncze skupienia. Dzieki temu mozliwe
jest uzyskanie ogdlniejszych informacji, pozwalajacych na wnioskowanie w kierunku
ogolnej prawidtowosci obserwowanej w zbiorze danych. Kluczowym warunkiem
poprawnego przeprowadzenia tego typu analizy jest jednorodnos¢ jednostek, w jakich
wyrazone s3 poszczegolne zmienne. Dodatkowo przyjeto, ze ilos¢ skupien okreslono
na podstawie ilosci odnég dendrogramu w 2/3 odleglosci wigzania.
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Analiza skupien z metodg aglomeracji Warda przeprowadzona dla uzyskanych
wynikéw badan laboratoryjnych pozwolita na wyodrebnienie podobienstw w dziataniu
wybranych mieszanin SER, FLU, CIT i ich konfiguracji (skfadu mieszanin) na inhi-
bicje zywotnosci E. coli K-12, inhibicje fluorescencji biatka GFP w E. coli MM294
oraz indukcje¢ promotora recA w hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE w poszcze-
golnych srodowiskach prowadzonych badan (MH, SS oraz SO).

Dendrogramy obrazujace podobienstwo dziatania badanych w pracy substan-
cji czynnych lekéw antydepresyjnych - SER, FLU, CIT, ich metabolitéw — Nor-SER,
Nor-FLU, D-CIT, ich mieszanin oraz mieszanin z lekami antynowotworowymi, CIS
i 5-FU, na parametry inhibicji zywotnosci E. coli, inhibicji fluorescencji biatka GFP
w E. coli MM294-GFP oraz indukcji promotora recA w E. coli SM342 recA:luxCDABE
zamieszczono w zalgczniku C i oznaczono rycinami 1-27.
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4. Wyniki badan

4.1. Toksyczno$¢ substancji czynnych
lekdw antydepresyjnych i antynowotworowych,
metabolitow oraz ich mieszanin

W przypadku SER, jej metabolitu oraz ich mieszanin i mieszanin z lekami anty-
nowotworowymi zauwazono wyzsza toksycznos¢ w SO niz w SS i najnizsza w MH.
Stwierdzono, ze w poréwnaniu z kontrolag SER hamuje zywotnos¢ bakterii E. coli
w stezeniu 0,1 i 1 mg/dm? (ryc. 4.1). W zalgczniku A zamieszczono tabele 1 przedsta-
wiajacg wartosci inhibicji zywotnosci E. coli K-12 po ekspozycji na SER i Nor-SER,
ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU.

Sertralina w stezeniu 0,01 mg/dm’ w poréwnaniu z kontrolg nie wykazywata
aktywnosci przeciwbakteryjnej wzgledem testowego szczepu E. coli. Niezaleznie
od badanego $rodowiska (MH, SS, SO) najwyzszy stopiei inhibicji zywotnosci E. coli
K-12 stwierdzono w stezeniu SER 1 mg/dm?. Wartosci inhibicji zywotnosci hodowli
bakterii dla trzech badanych srodowisk zawieraly si¢ w granicach od 12,7% w MH
do 16,7% w SO i byly najwyzsze w SO. Metabolit Nor-SER w stezeniach 0,1 i 1 mg/dm?
z podobng intensywnoscia jak SER oddzialywal na zywotnos$¢ hodowli bakte-
rii. Najwyzszg jej inhibicje, wynoszaca 17,3% i spowodowang dziataniem Nor-SER,
wykryto w SO i w najwyzszym stezeniu metabolitu 1 mg/dm?. Niezaleznie od bada-
nego $rodowiska (MH, SS oraz SO) w mieszaninach SER w stezeniu 0,01 mg/dm?
po dodaniu Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm? oraz SER w stezeniu 0,01 mg/dm? z CIS
w stezeniu 0,1 mg/dm? uzyskano efekt potencjacji toksycznoéci SER w tym stezeniu.
Obecnos¢ w mieszaninie metabolitu Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm? spowodowala
wzmocnienie toksycznego dzialania SER w stezeniu 0,1 mg/dm? do 12,4% w MH,
13,8% w SS i 16,5% w SO. Z kolei dodanie do SER w stezeniu 1 mg/dm? metabolitu
Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm?® wywotalo pojawienie si¢ efektu antagonizmu i osta-
bienie dziatania toksycznego sktadnikéw mieszanin w SS i SO. Sugeruje to zmienno§é
mechanizmu interakeji SER i Nor-SER w zaleznosci od stezenia SER. Na podstawie
powyzszych wynikow stwierdzono, ze nie mozna jasno oceni¢ mechanizmu interak-
cji SER i Nor- SER w calym zakresie badanych stezen.
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RYC. 4.1. Réznice w inhibicji zywotnosci E. coli K-12 po ekspozycji na SER i Nor-SER, ich miesza-
niny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Stupki btedéw wskazujg btad standardowy $redniej z trzech
niezaleznych powtérzen. Objasnienia: SER 0,01 - SER w stezeniu 0,01 mg/dm?, Nor-SER 0,01 -
Nor-SER w stezeniu 0,01 mg/dm?, SER 0,01 + CIS 0,1 - mieszanina SER w stezeniu 0,01 mg/dm?
z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?, SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 - mieszanina SER w stezeniu
0,01 mg/dm?3 z Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?
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Leki antynowotworowe CIS i 5-FU stosowane w stezeniu 0,1 mg/dm?zaréwno
w MH, jak i w SS oraz SO oddziatywaly na zywotno$¢ testowego szczepu E. coli K-12.
Ekspozycja badanej hodowli E. coli na CIS doprowadzila do maksymalnej warto$ci
inhibicji zywotnosci hodowli bakterii wynoszacej 9,2% w SO. Z kolei traktowanie
hodowli bakteryjnej 5-FU wywolalo inhibicje jej zywotnosci do 5,6% w SO. Z mie-
szanin SER w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm? z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? najwyzszy
poziom inhibicji Zzywotno$ci hodowli E. coli wykryto dla mieszaniny SER w stezeniu
1 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?w SO, z wartocia inhibicji 22,3%. W prze-
prowadzonych badaniach zaobserwowano zaleznos¢, ze dodanie do SER, Nor-SER
oraz mieszanin SER z Nor-SER leku antynowotworowego 5-FU w wiekszosci prowa-
dzito do wzmocnienia ich toksyczno$ci. W poréwnaniu z kontrolg najwyzszy efekt
toksyczny, wynoszacy 25,1%, uzyskano w mieszaninie SER w stezeniu 1 mg/dm?
z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?. W przypadku zastosowania mieszanin metabolitu
Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?i Nor-SER w stezeniu
0,1 mg/dm?z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?zaobserwowano podobny stopien inhibicji
zywotnosci hodowli E. coli K-12 w poréwnaniu z odpowiednimi mieszaninami z SER.
W wiekszosci badanych mieszanin w trzech $rodowiskach (MH, SS oraz SO) zauwa-
zono zaleznos¢, ze dodatek do mieszanin CIS i 5-FU powodowat synergistyczny efekt
oddziatywania sktadnikéw mieszanin i wzmocnienie ich toksycznosci wzgledem
szczepu E. coli. Wyjatki stanowig mieszaniny w SO — SER w stezeniu 1 mg/dm? z Nor-
-SER w stezeniu 0,1 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?’ oraz SER w stezeniu
1 mg/dm?’ z Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm?®z5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm’, w przy-
padku ktérych po dodaniu CIS i 5-FU zaobserwowano efekt antagonistycznego
oddzialywania sktadnikéw w mieszaninach i zmniejszenie ich toksycznos$ci wzgle-
dem E. coli.

Zauwazono takze, ze w badanych mieszaninach efekt synergistycznego oddzia-
tywania sktadnikéw pojawiat sie czeéciej w MH oraz SS niz w SO. Gtéwnie w SO,
a w mniejszym stopniu w SS wykryto efekt ostabienia dziatania toksycznego sktad-
nikow mieszanin (efekt antagonizmu). We wszystkich badanych srodowiskach naj-
wyzsze wartosci inhibicji Zzywotnosci E. coli K-12 stwierdzono po ekspozycji bakte-
rii na mieszaniny SER w stezeniu 0,1 i 1 mg/dm?z Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm?
iz CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? oraz SER w stezeniu 1 mg/dm? z Nor-SER w steze-
niu 0,1 mg/dm? i z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?. Najwiekszy wzrost wartosci inhibi-
cji zywotnosci do 26,2% w MH, 27,8% w SS oraz 28,9% w SO wykryto w mieszani-
nie SER w stezeniu 1 mg/dm?*z Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm?i z CIS w stezeniu
0,1 mg/dm?. Mieszaniny SER w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm? z Nor-SER w steze-
niu 0,1 mg/dm? iz 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm? w trzech badanych srodowiskach
w mniejszym stopniu oddzialywaty na zywotno$¢ hodowli E. coli, wywolujac ponad
19-procentows inhibicje.

Wzmocnienie toksycznosci w mieszaninach w poréwnaniu z sumarycznym efek-
tem toksycznosci pojedynczych sktadnikéw mieszanin stwierdzono w nastepujacych
przypadkach:

e SER w stezeniu 0,1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm?,
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SER 0,1 mg/dm? z 5-FU 0,1 mg/dm?,

SER 1 mg/dm? z 5-FU 0,1 mg/dm?,

Nor-SER 0,1 mg/dm?z CIS 0,1 mg/dm? (w MH i SS),

Nor-SER 0,1 mg/dm?z 5-FU 0,1 mg/dm? (w MH i SS),

SER 0,01 mg/dm? z Nor-SER 0,1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm? (w MH i SS),
SER 0,1 mg/dm? z Nor-SER 0,1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm?,

SER 1 mg/dm? z Nor-SER 0,1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm? (w MH i SS),
SER 0,01 mg/dm? z Nor-SER 0,1 mg/dm? z 5-FU 0,1 mg/dm?,

SER 0,1 mg/dm? z Nor-SER 0,1 mg/dm? z 5-FU 0,1 mg/dm?,

SER 1 mg/dm?z Nor-SER 0,1 mg/dm?z 5-FU 0,1 mg/dm? (w MH i SS).

W zalgczniku B w tabelach 3-5 oraz 30-32 zaprezentowano wyniki analizy staty-
stycznej dzialania SER, Nor-SER, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin na zywotnos¢ hodowli
E. coli. Wykonana analiza wykryta w trzech badanych §rodowiskach (MH, SS i SO)
istotne statystycznie réznice w inhibicji Zywotnosci hodowli E. coli pomiedzy réznymi
stezeniami SER, miedzy SER i Nor-SER, CIS i 5-FU a mieszaninami SER z Nor-SER
i mieszaninami SER i Nor-SER zawierajacymi w swoim sktadzie CIS i 5-FU. Ponadto
wykazano, ze niezaleznie od badanego srodowiska tylko w przypadku mieszaniny SER
w stezeniu 0,1 mg/dm? z Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm? i z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?
wykryto istotne statystycznie réznice w wartosciach inhibicji zywotnosci hodowli E. coli
pomiedzy mieszaning a jej pojedynczymi sktadnikami. Sumujgc za$ wartosci inhibicji
zywotnos$ci hodowli bakterii przez pojedyncze skiadniki dla hipotetycznych miesza-
nin wykazano znacznie wiecej istotnych statystycznie réznic w wartosciach inhibicji
zywotnosci hodowli E. coli pomiedzy mieszaninami a ich pojedynczymi sklfadnikami
(zalacznik B, tabele 30-32). Te roznice wykryto miedzy hipotetycznymi mieszaninami
SER w stezeniu 1 mg/dm? z Nor-SER 0,1 mg/dm? (w MH, SS, SO); SER 1 mg/dm?
z CIS 0,1 mg/dm? (w MH, SS, SO); Nor-SER 0,1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm? (w MH, SS,
SO); SER 0,01;0,11 1 mg/dm? z Nor-SER 0,1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm?* (w MH, SS, SO);
Nor-SER 0,1 mg/dm? z 5-FU 0,1 mg/dm? (w SO) oraz SER 0,1 i 1 mg/dm? z Nor-SER
0,1 mg/dm?z 5-FU 0,1 mg/dm? (w MH, SS); SER 0,01 mg/dm? z Nor-SER 0,1 mg/dm>
z 5-FU 0,1 mg/dm? (w SO) a ich pojedynczymi sktadnikami. Wiecej réznic wykryto
w SO w poréwnaniu z MH i SS.

Analiza podobienstwa dzialania SER, Nor-SER, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin
na zywotno$¢ E. coli wykryla w trzech badanych srodowiskach (MH, SS oraz SO) dwa
skupienia charakteryzujace si¢ podobienistwem wynikéw inhibicji zywotnosci hodowli
E. coli (zalacznik C, ryc. 1-3). Niezaleznie od badanego srodowiska w pierwszym sku-
pieniu znajdowaly sie leki i metabolit oraz mieszaniny dwuskladnikowe, w drugim
natomiast dominowaly mieszaniny dwu- i tréjskladnikowe. Na tej podstawie stwier-
dzono, ze w trzech badanych $rodowiskach ilo§¢ sktadnikéw mieszanin wptywata
na podobienstwo ich dziatania na zywotno$¢ hodowli bakterii.
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W prezentowanej monografii poréwnano réznice w wartosciach inhibicji zywotno-
$ci E. coli K-12 eksponowanej na SER, Nor-SER, CIS i 5-FU, ich mieszaniny oraz mie-
szaniny z CIS i 5-FU pomiedzy MH a SS, pomiedzy MH a SO oraz pomiedzy SO a SS
(ryc. 4.2). W zalaczniku A w tabeli 2 przedstawiono poréwnanie wartosci inhibicji
zywotnosci E. coli miedzy SS a MH (SS/MH), SO a MH (SO/MH) i migdzy SO a SS
(SO/SS) po ekspozycji na SER i Nor-SER, ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU.
Wyzsze warto$ci réznic w inhibicji zywotnoéci bakterii zaobserwowano pomiedzy SO
a MH w poréwnaniu z réznicami pomiedzy SS a MH. Najwieksze réznice w wartos-
ciach inhibicji zywotnosci bakterii w SS i SO, poréwnujac do MH, wykryto dla mie-
szaniny SER w stezeniu 1 mg/dm®z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm? i wynosity one
odpowiednio 8,9 i 12,2%. Po ekspozycji hodowli E. coli na SER w stezeniach 0,01; 0,1
i 1 mg/dm’ réznice w inhibicji Zywotnosci bakterii pomiedzy srodowiskami prowa-
dzonych analiz byty najwyzsze miedzy SO a MH (SO/MH) i wynosity 4%. Dla bada-
nych stezen Nor-SER 0,01; 0,1 i 1 mg/dm? wartosci inhibicji Zywotnosci E. coli K-12
byty wyzsze w SS i SO niz MH z maksymalng warto$cia réznic pomiedzy SO a MH
wynoszaca 3,8%.

Najwieksze roznice w inhibicji Zzywotnosci bakterii po ich ekspozycji na CIS
i 5-FU wykryto miedzy SO a MH i byty one wyzsze dla CIS w poréwnaniu z 5-FU.
Poréwnujac SS do MH, réznice w inhibicji zywotnosci bakterii inkubowanych
z CIS i 5-FU wynosily 2,3% dla CIS i 1,6% dla 5-FU. Podobne réznice wykryto dla CIS
i 5-FU w SO w poréwnaniu z SS.

W przypadku inkubacji hodowli E. coli z mieszaninami SER w stezeniach 0,01;
0,111 mg/dm? z CIS w st¢zeniu 0,1 mg/dm?’ réznice w wartosciach inhibicji zywot-
nosci E. coli K-12 byty najwyzsze, z maksymalng wartoscig 4,7% pomiedzy SO a MH
(SO/MH). Nieco wyzsze wartoéci réznic w oddziatywaniu §rodowisk prowadzo-
nych analiz na parametr zywotnosci wykryto po inkubacji E. coli K-12 z mieszani-
nami SER w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm’z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?. Z kolei
po inkubagji E. coli K-12 z mieszaninami metabolitu Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm?
z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?®i Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm?z 5-FU w stezeniu
0,1 mg/dm?réznice w inhibicji zywotnosci hodowli E. coli osiagnely maksymalng
wartoé¢ 3,8% miedzy SO a MH. Nieznacznie wyzsza aktywnosé bakteriobdjcza
badanych zwigzkéw i ich mieszanin w poréwnaniu z MH zaobserwowano w SS i SO
i po ekspozycji badanej hodowli bakterii na mieszaniny SER w stezeniach 0,01; 0,1
i 1 mg/dm?*z Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm”’ iz CIS w stezeniu 0,1 mg/dm’ oraz SER
w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?®z Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm?®i z 5-FU w ste-
zeniu 0,1 mg/dm?*. Maksymalne réznice wynoszace 4,6% wykryto dla mieszanin
SER z Nor-SER i z CIS pomiedzy SO a MH. Uzyskane w pracy wyniki wykazaty,
ze w wigkszosci badanych lekow, metabolitow i ich mieszanin wykryto miedzy bada-
nymi srodowiskami niewielkie réznice w warto$ciach toksyczno$ci wynoszace mak-
symalnie okofo 4%.
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RYC. 4.2. Réznice w wartosciach inhibicji zywotno$ci E. coli K-12 pomiedzy $S a MH ($S/MH),
$0 a MH ($0/MH) i miedzy SO a $S (S0/SS) po ekspozyciji na SER i Nor-SER, ich mieszaniny
oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Objasnienia: $S/MH - réznice w wartosciach inhibicji zywotnosci
pomiedzy $S a MH, $0/MH - réznice w wartosciach inhibicji Zzywotno$ci pomiedzy $O a MH,
$0/$S - réznice w wartosciach inhibicji zywotnosci pomiedzy SO a $S. SER 0,01 - SER w ste-
zeniu 0,01 mg/dm?®, Nor-SER 0,01 - Nor-SER w stezeniu 0,01 mg/dm?, SER 0,01 + CIS 0,1 — mie-
szanina SER w stezeniu 0,01 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?, SER 0,01 + Nor-SER 0,1 +
CIS 0,1 - mieszanina SER w stezeniu 0,01 mg/dm?®z Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm?i z CIS
w stezeniu 0,1 mg/dm?®
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W przeprowadzonym eksperymencie zaobserwowano, ze FLU, Nor-FLU, CIS
i 5-FU oraz ich mieszaniny charakteryzowaly sie najwyzsza toksyczno$cig w SO,
nizsza w SS i najnizsza w MH. W wykonanych badaniach w poréwnaniu z kontrola
wykazano inhibicje Zywotnosci E. coli K-12 po 24-godzinnej inkubacji z FLU badang
w stezeniu 1 mg/dm? (ryc. 4.3). W zalaczniku A w tabeli 3 przedstawiono warto$ci
inhibicji Zywotnosci E. coli K-12 po ekspozycji na FLU i Nor-FLU, ich mieszaniny
oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Nie wykryto wptywu substancji czynnej FLU, badanej
w nizszych stezeniach 0,01; 0,1 mg/dm?, na parametr zywotnosci E. coli.

W poréwnaniu z kontrolg dla najwyzszego badanego stezenia FLU 1 mg/dm’
wartoci inhibicji zywotnoéci hodowli E. coli byty wyzsze 0 6,7% w MH, 0 9,3% w SS
oraz o 11,4% w SO. Przeprowadzone badania wykazaly podobne warto$ci inhibi-
cji zywotnosci E. coli K-12 po ekspozycji bakterii na Nor-FLU w stezeniu 1 mg/dm?
w poréwnaniu z analogicznym stezeniem FLU. W przypadku Nor-FLU w stezeniu
0,1 mg/dm? inhibicja zywotnosci hodowli E. coli osiggneta warto$é okoto 4% w SO
i ponad 2% w MH i SS. W mieszaninach FLU w stezeniach 0,01 i 0,1 mg/dm? z Nor-
-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?* wykryto efekt potencjacji toksycznosci FLU w obec-
nos$ci metabolitu Nor-FLU. Poréwnujac z kontrolg, dla mieszaniny FLU w stezeniu
1 mg/dm? z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?® wartosci toksycznosci wynosily 10,2%
w MH, 10,9% w SS oraz 11,5% w SO. Dla mieszaniny tej zauwazono zréznicowang tok-
syczno$¢ sktadnikow mieszaniny w zaleznosci od $srodowiska prowadzonych badan.
W MH sktadniki mieszaniny wykazywaly efekt synergizmu, w SS oraz SO natomiast
efekt antagonizmu.

W badanych srodowiskach efekt potencjacji toksycznosci FLU w stezeniach 0,01
10,1 mg/dm? wykryto pod wptywem dodania CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?. Wyjatkiem
jest mieszanina FLU w stezeniu 0,1 mg/dm? z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? w SO, gdzie
wykazano antagonistyczne dziatanie skladnikéw mieszaniny. W wiekszosci pozosta-
tych mieszanin dwu- i tréjsktadnikowych dodanie do FLU, Nor-FLU oraz miesza-
nin FLU z Nor-FLU lekéw antynowotworowych CIS i 5-FU wywolywato w MH efekt
synergistycznego, a w SS i SO efekt antagonistycznego dziatania sktadnikéw mie-
szanin. Wskazuje to na mozliwo$¢ oddziatywania §rodowiska prowadzonych badan
na toksyczno$¢ sktadnikéw mieszanin. W poréwnaniu z kontrolg w mieszaninach
FLU, Nor-FLU i FLU z Nor-FLU z lekami antynowotworowymi CIS i 5-FU maksy-
malne warto$ci inhibicji zywotnos$ci hodowli bakterii byty wyzsze o 14,2% w MH,
15,6% w SS oraz 16,7% w SO dla mieszaniny FLU w stezeniu 1 mg/dm?z Nor-FLU
0,1 mg/dm?i z CIS 0,1 mg/dm?®.

Wzmocnienie toksycznosci w mieszaninach w poréwnaniu z sumarycznym efek-
tem toksycznosci pojedynczych sktadnikéw mieszanin stwierdzono w nastepujacych
przypadkach:

e FLU w stezeniu 1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm?* (w MH),

e Nor-FLU 0,1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm? (w MH),

e FLU 0,010,111 mg/dm’z Nor-FLU 0,1 mg/dm? iz CIS 0,1 mg/dm* (w MH),
e FLU0,011i0,1 mg/dm’z Nor-FLU 0,1 mg/dm?’ i z CIS 0,1 mg/dm?* (w MH).
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RYC. 4.3. Réznice w inhibicji zywotnosci E. coli K-12 po ekspozycji na FLU i Nor-FLU, ich miesza-
niny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Stupki btedéw wskazuja btad standardowy Sredniej z trzech
niezaleznych powté6rzeri. Objasnienia: FLU 0,01 - FLU w stezeniu 0,01 mg/dm3, Nor-FLU 0,01 -
Nor-FLU w stezeniu 0,01 mg/dm?, FLU 0,01 + CIS 0,1 - mieszanina FLU w stezeniu 0,01 mg/dm?
z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?, FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 - mieszanina FLU w stezeniu
0,01 mg/dm?3 z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?®z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?
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W zalaczniku B w tabelach 12-14 i 39-41 zaprezentowano wyniki analizy
statystycznej dziatania FLU, Nor-FLU, CIS, 5-FU oraz ich mieszanin na zywotno$¢
hodowli E. coli. W trzech badanych srodowiskach wykryto istotne statystycznie roz-
nice pomiedzy réznymi stezeniami FLU, Nor-FLU, pomiedzy CIS a 5-FU, pomie-
dzy FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU a mieszaninami FLU z Nor-FLU oraz mieszani-
nami FLU i Nor-FLU zawierajacymi CIS i 5-FU. Te réznice w warto$ciach inhibicji
zywotnosci hodowli bakterii zaobserwowano pomiedzy mieszaninami FLU w ste-
zeniu 1 mg/dm?* z Nor-FLU 0,1 mg/dm? (w MH); FLU 1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm?
(w MH i SS); Nor-FLU 0,1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm? (w MH i $S); FLU 0,01 mg/dm?
z Nor-FLU 0,1 mg/dm? i z CIS 0,1 mg/dm?* (w MH); FLU 0,1 mg/dm? z Nor-FLU
0,1 mg/dm?iz CIS 0,1 mg/dm? (w MH, SS); FLU 1 mg/dm? z Nor-FLU 0,1 mg/dm?
iz CIS 0,1 mg/dm? (w MH, SS, SO) a ich pojedynczymi sktadnikami.

Najwiecej istotnych statystycznie réznic wykryto w MH i SS, mniej za$ w SO.
Bylo ich takze wigcej dla hipotetycznych mieszanin w przypadku zsumowania war-
tosci inhibicji zywotno$ci hodowli bakterii przez pojedyncze sktadniki FLU w ste-
zeniu 0,01 mg/dm? z Nor-FLU 0,1 mg/dm? (w MH, SS); FLU 0,1 mg/dm? z Nor-FLU
0,1 mg/dm? (w SS); FLU 0,01 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm? (w MH); FLU 0,1 mg/dm?
z CIS 0,1 mg/dm? (w SS); FLU 1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm? (w SO); FLU 0,1 mg/dm?
z 5-FU 0,1 mg/dm? (w SS); FLU 1 mg/dm?® z 5-FU 0,1 mg/dm? (w MH); Nor-FLU
0,1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm? (w MH, SS); Nor-FLU 0,1 mg/dm? z 5-FU 0,1 mg/dm?
(w MH, SS); FLU 0,1 i 1 mg/dm?® z Nor-FLU 0,1 mg/dm? i z CIS 0,1 mg/dm? (w MH,
SS); FLU 1 mg/dm’ z Nor-FLU 0,1 mg/dm?® i z CIS 0,1 mg/dm? (w $S); FLU 0,01; 0,1;
1 mg/dm? z Nor-FLU 0,1 mg/dm?i z 5-FU 0,1 mg/dm? (w MH, SS); FLU 1 mg/dm?
z Nor-FLU 0,1 mg/dm? i z 5-FU 0,1 mg/dm? (w SO). Wiecej istotnych statystycznie
réznic wykryto w SS i MH niz w SO.

Analiza podobienstwa dziatania FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin
na zywotno$¢ E. coli wykazala, ze w trzech badanych $rodowiskach (MH, SS oraz SO)
ze wzgledu na podobienstwo otrzymanych wynikéw inhibicji zywotnosci hodowli
bakterii badane leki, metabolity oraz ich mieszaniny podzielono na dwa skupienia
(zalacznik C, ryc. 4-6). W MH w obu skupieniach znajdowaly sie zaréwno pojedyncze
roztwory lekéw, metabolitow, jak i mieszaniny dwu- i tréjsktadnikowe. W pierwszym
skupieniu wykryto wigcej pojedynczych roztworéw lekéw i metabolitow. W przypadku
mieszanin znajdowaly sie¢ tutaj te zawierajace w swoim sktadzie CIS i 5-FU. W dru-
gim natomiast skupieniu zauwazono wiecej mieszanin tréjskladnikowych (zalacznik
C, ryc. 4). W SS oraz SO stwierdzono inny sktad poszczegdlnych skupieri, w pierw-
szym skupieniu nie wykazano obecnosci CIS w mieszaninach. Otrzymane wyniki
wskazujg, ze rodzaj badanego srodowiska mial wplyw na podobienstwo dzialania
FLU, Nor-FLU, CIS oraz 5-FU oraz ich mieszanin na zywotno$¢ hodowli bakterii.
Zauwazono rowniez, ze w SS i SO obecnos¢ CIS w mieszaninach wplywala na zréz-
nicowanie ich dzialania na Zywotnos$¢ hodowli E. coli.

W zalaczniku A w tabeli 4 przedstawiono réznice w warto$ciach inhibicji zywot-
noéci E. coli K-12 pomiedzy SS a MH (SS/MH), SO a MH (SO/MH) i pomiedzy SO
a SS (SO/SS) po ekspozycji na FLU i Nor-FLU, ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS
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i 5-FU. W przypadku FLU najwieksze réznice w inhibicji zywotnosci bakterii zaob-
serwowano miedzy SO a MH (SO/MH) oraz SS a MH w najwyzszym stosowanym

stezeniu FLU 1 mg/dm? (ryc. 4.4). Przy FLU w stezeniach 0,01 i 0,1 mg/dm? nie stwier-
dzono réznic w inhibicji zywotnosci bakterii pomiedzy wszystkimi badanymi sro-
dowiskami. Z kolei stosowana w tym samym stezeniu 1 mg/dm? Nor-FLU wywolata

réznice do 3,5% w inhibicji zywotnosci E. coli K-12 pomiedzy SO a MH. W przy-
padku CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? réznice w inhibicji Zywotnosci bakterii miedzy SS,
SO a MH wynosity maksymalnie do 4,8%, pomiedzy za$ SO a SS do 2,5%. Dla 5-FU

wartosci tych réznic zawieraly sie w przedziatach od 1,6 do 3,9% i byly najwyzsze

pomiedzy SO a MH. Zaobserwowano takze réznice w potencjale bakteriobéjczym FLU

w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?, Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm? oraz ich mieszanin

z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?i z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?w SS i SO w poréwna-
niu z MH oraz pomiedzy SO a SS. Nieco wyzszy potencjal bakteriobdjczy badanych

zwigzkéw i ich mieszanin w poréwnaniu z MH zaobserwowano w SS i SO i po ekspo-
zycji bakterii na mieszaning FLU w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?®z CIS w stezeniu

0,1 mg/dm?. Dla mieszanin tych réznice w inhibicji zywotnosci pomiedzy SO a MH

wynosily 4,7%. Nieco nizsze warto$ci réznic wykryto dla mieszanin FLU w stezeniach

0,01; 0,11 1 mg/dm?®z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm? miedzy SS, SO a MH oraz miedzy

SO a SS z maksymalng wartoscig do 4% pomiedzy SO a MH. Z kolei dla mieszanin

Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm? z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?oraz Nor-FLU w steze-
niu 0,1 mg/dm* z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm? réznice w inhibicji Zywotnoéci bakte-
rii pomiedzy SS, SO a MH oraz pomiedzy SO a SS byly nieznaczne. Mieszaniny FLU

w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?’z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?i z 5-FU w steze-
niu 0,1 mg/dm?>wywolaly réznice w inhibicji zywotno$ci bakterii w SS, SO w poréw-
naniu z MH z najwyzsza wartoscig do 4,5% pomiedzy SO a MH. Uzyskane w pracy

wyniki wykazaly niewielkie réznice wynoszace maksymalnie okoto 5% w wartos-
ciach toksycznosci FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin miedzy badanymi

srodowiskami (MH, SS oraz SO).

Najwyzsza aktywnos¢ toksyczng CIT, D-CIT, CIS, 5-FU oraz ich mieszanin
wykryto w SO, nizsza w SS i najnizsza w MH. Dla CIT maksymalng warto$¢ inhibi-
cji zywotnosci wynoszaca 4,3% zaobserwowano w SO i w najwyzszym badanym ste-
zeniu 1 mg/dm? (ryc. 4.5). W zalaczniku A w tabeli 5 przedstawiono wartosci inhibicji
zywotnosci E. coli K-12 po ekspozycji na CIT i D-CIT, ich mieszaniny oraz miesza-
niny z CIS i 5-FU. W przeprowadzonym eksperymencie wykryto, ze zaréwno CIT,
jak i D-CIT w stezeniu 1 mg/dm? wykazujg podobng aktywnos¢ przeciwbakteryjna
wzgledem szczepu E. coli w MH, SS oraz SO. Dla D-CIT najwyzsza warto$¢ inhibi-
cji Zywotnosci bakterii zanotowano po ich inkubacji z 1 mg/dm? metabolitu w SO
i wynosita ona 3,8%. W mieszaninach CIT w stezeniach 0,01 i 0,1 z D-CIT w stezeniu
0,1 mg/dm’ - pod wptywem dodania tego metabolitu - wykryto potencjacje toksycz-
nosci CIT, a w stezeniu 1 mg/dm? CIT niewielki synergizm toksycznego oddziatywa-
nia obu skfadnikéw. Dla mieszanin tych najwyzsza toksycznos¢ wzgledem hodowli
E. coli zaobserwowano w mieszaninie CIT w stezeniu 1 mg/dm?z D-CIT w stezeniu
0,1 mg/dm?i wynosita ona odpowiednio 4,4% w MH, 6,6% w SS oraz 8,7% w SO.
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RYC. 4.4. Réznice w wartosciach inhibicji zywotno$ci E. coli K-12 pomiedzy $S a MH (SS/MH),
$0 a MH ($0/MH) i pomiedzy SO a $S (S0/$S) po ekspozyciji na FLU i Nor-FLU, ich mieszaniny
oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Objasnienia: $S/MH - réznice w wartosciach inhibicji zywotnosci
pomiedzy $S a MH, $0/MH - réznice w wartosciach inhibicji Zzywotno$ci pomiedzy $O a MH,
$0/$S - réznice w warto$ciach inhibicji Zzywotnos$ci pomiedzy $O a $S. FLU 0,01 - FLU w ste-
zeniu 0,01 mg/dmé, Nor-FLU 0,01 - Nor-FLU w stezeniu 0,01 mg/dm?, FLU 0,01 + CIS 0,1 — mie-
szanina FLU w stezeniu 0,01 mg/dm? z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm3, FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 +
CIS 0,1 - mieszanina FLU w stezeniu 0,01 mg/dm?® z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?®z CIS
w stezeniu 0,1 mg/dm3
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RYC. 4.5. R6znice w inhibicji zywotnosci E. coli K-12 po ekspozycji na CIT i D-CIT, ich miesza-
niny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Stupki btedéw wskazuja btad standardowy Sredniej z trzech
niezaleznych powtdrzen. Objasnienia: CIT 0,01 - CIT w stezeniu 0,01 mg/dm?, D-CIT 0,01 -
DCIT w stezeniu 0,01 mg/dm3, CIT 0,01 + CIS 0,1 - mieszanina CIT w stezeniu 0,01 mg/dm?
z CIS w stezeniu 0,1 mg/dmd, CIT 0,01 + D-CIT 0,1 + CIS 0,1 - mieszanina CIT w stezeniu
0,01 mg/dm?®z D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm®z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?®
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W tych trzech badanych $rodowiskach zaréwno CIS, jak i 5-FU wywolaty inhi-
bicje zywotnosci hodowli E. coli z maksymalnymi wartosciami 9,2% w SO dla CIS
oraz 5,6% w SO dla 5-FU. Po ekspozycji bakterii na mieszaniny CIT w stezeniu
1 mg/dm’z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? oraz CIT w stezeniu 1 mg/dm’z 5-FU w ste-
zeniu 0,1 mg/dm? w zalezno$ci od badanego srodowiska zauwazono efekt potencjacji,
synergizmu, jak réwniez antagonistycznego oddziatlywania sklfadnikéw mieszanin.
Efekt antagonizmu pojawiat sie gtdwnie w SO oraz w mieszaninach zawierajgcych naj-
wyzsze stezenie CIT 1 mg/dm?. Synergistyczne natomiast dziatanie sktadnikéw zaob-
serwowano dla mieszaniny CIT w stezeniu 1 mg/dm? z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm°.
W tej samej mieszaninie jej toksycznos¢ wzgledem hodowli bakterii wynosita 7,1%
w MH, 8,4% w SS oraz 10,7% w SO.

Z kolei w mieszaninie CIT w stezeniu 1 mg/dm?®z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?
inhibicja zywotnosci hodowli E. coli osiggnela wartos¢ 3,5% w MH, 5,8% w SS i 7,6%
w SO. W mieszaninach D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?
oraz D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm’z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm? nie wykryto istot-
nych zmian toksyczno$ci mieszanin w poréwnaniu z sumaryczng wartoscig tok-
sycznosci sktadnikéw mieszanin. Dla mieszaniny D-CIT w ste¢zeniu 0,1 mg/dm?
z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? inhibicja zywotnosci hodowli bakterii wynosita 4,5%
w MH, 6,8% w SS oraz 9,3% w SO. W mieszaninie D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm?
z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?® wartosci inhibicji Zywotnosci byly nizsze. W mie-
szaninach CIT w st¢zeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?z D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm?
iz CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? oraz CIT w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?z D-CIT
w stezeniu 0,1 mg/dm?*iz 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm? mechanizmami toksyczno-
$ci byly potencjacja, synergizm i antagonistyczne dzialanie sklfadnikéw miesza-
nin. Efekt antagonizmu wystepowat czesciej w SO niz w SS i MH, potencjacje za$
wykrywano we wszystkich badanych srodowiskach. Ponadto zauwazono, ze antago-
nistyczne dziatanie sktadnikéw mieszanin pojawialo sie w mieszaninach zawieraja-
cych w swoim skladzie CIT w najwyzszym badanym stezeniu 1 mg/dm’. Uzyskane
wyniki nie pozwalaja na sformulowanie ogélnych wnioskéw odnosnie do oddzia-
tywania CIT i D-CIT w mieszaninach.

Z mieszanin CIT w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?®z D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm?
iz CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? najintensywniejszym dzialaniem toksycznym w poréw-
naniu z kontrolg odznaczala si¢ mieszanina zawierajaca CIT w najwyzszym badanym
stezeniu 1 mg/dm® w MH, SS oraz SO, w ktérej inhibicja zywotno$ci hodowli bakterii
osiggneta wartosci 8,3% w MH, 8,9% w SS oraz 10,2% w SO. Nizsze wartosci, poréw-
nujac do mieszanin CIT z D-CIT i z CIS, uzyskano w mieszaninach CIT w stezeniach
0,01; 0,11 1 mg/dm? z D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm?oraz z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?.
Najwyzsze wartosci toksyczno$ci w poréwnaniu z kontrolg wykryto w mieszaninach
CIT w stezeniu 0,1 i 1 mg/dm?z D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm?i z CIS w stezeniu
0,1 mg/dm? oraz CIT w stezeniu 1 mg/dm? z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?.

87



Wzmocnienie toksycznosci w mieszaninach w poréwnaniu z sumarycznym efek-
tem toksycznosci pojedynczych sktadnikéw mieszanin stwierdzono w nastepujacych
przypadkach:

e CIT w stezeniu 1 mg/dm” z CIS 0,1 mg/dm’ (w MH),
e CIT 1 mg/dm?®z D-CIT 0,1 mg/dm? z 5-FU 0,1 mg/dm? (w MH).

W zalgczniku B w tabelach 21-23 oraz 48-50 przedstawiono wyniki analizy staty-
stycznej dzialania CIT, D-CIT, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin na zywotnos$¢ hodowli
E. coli. W trzech badanych srodowiskach (MH, SS, SO) stwierdzono istotne staty-
stycznie réznice w warto$ciach inhibicji zywotnosci hodowli E. coli pomiedzy roz-
nymi stezeniami CIT, D-CIT, pomiedzy CIS a 5-FU, pomiedzy CIT, D-CIT, CIS
i 5-FU a mieszaninami CIT z D-CIT oraz mieszaninami CIT i D-CIT zawieraja-
cymi w swoim skladzie CIS i 5-FU. Uzyskane wyniki wykazaly istotne statystycznie
réznice w wartosciach inhibicji zywotnosci hodowli E. coli pomigdzy mieszaninami
CIT w stezeniu 1 mg/dm?z D-CIT 0,1 mg/dm? (w MH, SS, SO); CIT 1 mg/dm?z CIS
0,1 mg/dm? (w MH); CIT 1 mg/dm?z 5-FU 0,1 mg/dm? (w MH, SS); CIT 1 mg/dm?
z D-CIT 0,1 mg/dm?® z CIS 0,1 mg/dm? (w MH, SS) oraz CIT 1 mg/dm?z D-CIT
0,1 mg/dm? z 5-FU 0,1 mg/dm? (w MH, SS) a ich pojedynczymi sktadnikami. Najwiecej
tych réznic wykryto w MH i SS, mniej w SO, mniej za§ w przypadku hipotetycznych
mieszanin. Niezaleznie od badanego srodowiska stwierdzono istotne statystycznie
réznice w wartosciach inhibicji zywotnosci hodowli E. coli pomiedzy mieszaninami
hipotetycznymi CIT 1 mg/dm?z CIS 0,1 mg/dm?; CIT 1 mg/dm?z 5-FU 0,1 mg/dm?;
CIT 1 mg/dm? z D-CIT 0,1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm? oraz CIT 1 mg/dm’ z D-CIT
0,1 mg/dm?z 5-FU 0,1 mg/dm? a ich pojedynczymi skladnikami.

Analiza podobienistwa dziatania CIT, D-CIT, CIS i 5-FU oraz ich miesza-
nin na zywotnos$¢ E. coli wykryla, ze w trzech badanych $rodowiskach w zalez-
nosci od podobienstwa otrzymanych wynikéw inhibicji zywotnosci hodowli bak-
terii badane leki, metabolity oraz ich mieszaniny podzielono na dwa skupienia
(zalacznik C, ryc. 7-9). W pierwszym znajdowaly si¢ leki, metabolity oraz miesza-
niny dwu- i tréjsktadnikowe i nie stwierdzono w nim obecnosci CIS. W sktad dru-
giego skupienia wchodzity natomiast lek oraz mieszaniny dwu- i tréjsktadnikowe.
Zauwazono w nim brak metabolitéw oraz dominacje¢ CIS w mieszaninach (zalacznik
G, ryc. 7). Otrzymane wyniki wskazujg, Ze niezaleznie od badanego srodowiska (MH,
SS oraz SO) obecno$¢ CIS w mieszaninach miata wptyw na zréznicowanie ich dzia-
tania na zywotnos$¢ hodowli E. coli.

W zalaczniku A w tabeli 6 przedstawiono réznice w wartosciach inhibicji zywot-
nosci E. coli K-12 pomiedzy SS a MH (SS/MH), SO a MH (SO/MH) i pomiedzy SO a SS
(SO/SS) po ekspozycji na CIT i D-CIT, ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU.
Po inkubagcji bakterii z CIT najwigksze roznice w inhibicji Zzywotnosci bakterii zaobser-
wowano pomiedzy SO i MH (2,6%) oraz SS i SO (1,7%) w stezeniu 1 mg/dm? (ryc. 4.6).
Z kolei w SS, poréwnujac do MH, wzrost w inhibicji zywotno$ci bakterii po inkubacji
z CIT 1 mg/dm? wynosit 0,9%. W pozostatych badanych stezeniach CIT nie wykryto
roznic w aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej badanego leku wzgledem E. coli.
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RYC. 4.6. Réznice w wartosciach inhibicji zywotnosci E. coli K-12 pomiedzy $S a MH (SS/MH),
$0 a MH (S0/MH) i pomiedzy SO a $S ($0/$S) po ekspozycji na CIT i D-CIT, ich mieszaniny
oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Objasnienia: $S/MH - réznice w wartosciach inhibicji zywotnosci
pomiedzy $S a MH, SO/MH - réznice w wartosciach inhibicji zywotnosci pomiedzy SO a MH, $0/
$§S - réznice w wartosciach inhibicji zywotnosci pomiedzy $O a $S. CIT 0,01 - CIT w stezeniu
0,01 mg/dmé, D-CIT 0,01 - D-CIT w stezeniu 0,01 mg/dm?, CIT 0,01 + CIS 0,1 - mieszanina CIT
w stezeniu 0,01 mg/dm? z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?, CIT 0,01 + D-CIT 0,1 + CIS 0,1 - miesza-
nina CIT w stezeniu 0,01 mg/dm?®z D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?
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W przypadku ekspozycji E. coli na D-CIT w stezeniu 1 mg/dm? zanotowano roz-
nice w intensywnosci inhibicji zywotnosci bakterii wynoszace 3% pomiedzy SO

a MH. W pozostalych stezeniach D-CIT nie stwierdzono réznic w inhibicji zywotno-
éci E. coli pomigdzy MH a SS i SO oraz pomiedzy SS a SO. Wartosci réznic w inhibicji

zywotnoéci E. coli w SO i SS w poréwnaniu z MH, zanotowane po inkubacji hodowli

bakterii z mieszaninami CIT w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?z D-CIT w stezeniu

0,1 mg/dm?, osiggnety maksymalng warto$¢ 4,3% miedzy SO a MH. Bardziej zrézni-
cowane warto$ci réznic w inhibicji Zywotnosci E. coli uzyskano po inkubacji hodowli

z CIS w SS i SO w poréwnaniu z MH i wynosily one odpowiednio 2,3 i 4,8%, z kolei

pomiedzy SS a SO wynosity 2,5%. Réznice w inhibicji Zywotnosci bakterii pomie-
dzy SO a MH, wynoszaca 3,9%, wywotat 5-FU. Ekspozycja E. coli na mieszaniny CIT
w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? spowodowata natomiast

zréznicowanie wartoéci inhibicji zywotnosci bakterii 0 4,9% miedzy SO a MH. W SS

w poréwnaniu z MH oraz pomiedzy SO a SS réznice w inhibicji zywotnosci byty nizsze.
Mieszaniny CIT w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?z 5-FU spowodowaly pojawienie

sie roznic w inhibicji zywotnosci wynoszacych 4,1% pomiedzy SO a MH i w najwyz-
szym stezeniu CIT 1 mg/dm®w mieszaninie. Ekspozycja E. coli K-12 na mieszaniny
trojskladnikowe CIT w stezeniu 0,1 mg/dm?®z D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm?i z CIS

w stezeniu 0,1 mg/dm?® spowodowala nieznaczne podwyzszenie warto$ci roznic w inhi-
bicji Zywotno$ci bakterii pomiedzy SS a MH, SO a MH oraz SO a SS z maksymalng
wartoécig do 5,1% miedzy SO a MH. Otrzymane wyniki wykazaly, ze dla CIT, D-CIT,
CIS, 5-FU oraz ich mieszanin maksymalne warto$ci réznic w inhibicji zywotnosci

hodowli E. coli pomiedzy badanymi srodowiskami wynosity okoto 5%.

4.2. Cytotoksycznosc¢ substanciji czynnych
lekéw antydepresyjnych i antynowotworowych,
metabolitdw oraz ich mieszanin

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze SER, Nor-SER, CIS, 5-FU
oraz ich mieszaniny charakteryzuja sie wyzszg cytotoksycznos$cig w stosunku do E. coli
MM?294-GFP w SO niz SS, a najnizsza w MH. Zaobserwowano, ze w poréwnaniu z kon-
trolg 24-godzinna inkubacja bakterii z SER stosowang w stezeniu 1 mg/dm? spowo-
dowata inhibicje fluorescencji biatka GFP w E. coli MM294 do 11,4% w SO (ryc. 4.7).
W zalaczniku A w tabeli 7 zaprezentowano wyniki inhibicji fluorescencji biatka GFP
po ekspozycji hodowli E. coli MM294-GFP na SER, Nor-SER, CIS i 5-FU oraz ich mie-
szaniny. W nizszym badanym stezeniu SER 0,1 mg/dm? oraz w MH, SS i SO zaobser-
wowano mniej intensywng inhibicje fluorescencji GFP. Metabolit Nor-SER w stezeniu
1 mg/dm?wywolat podobna do analogicznego stezenia SER inhibicje fluorescenciji
GFP wynoszacg 12,1% w SO. W nizszym stezeniu Nor-SER 0,1 mg/dm? wykryto niz-
sze wartosci inhibicji fluorescencji GFP, ktére wahaly sie w granicach od 3,1% w MH
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do 3,9% w SO. Zaréwno SER, jak i jej metabolit Nor-SER stosowane w najnizszym ste-
zeniu 0,01 mg/dm?nie oddziatywaly na fluorescencj¢ biatka GFP w E. coli MM294-GFP.

Inkubacja E. coli MM294-GFP z CIS i 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm’ wywotata inhi-
bicje fluorescencji GFP wynoszaca maksymalnie 12,3% dla CIS i 6% dla 5-FU w SO.
W mieszaninie SER w stezeniu 0,01 mg/dm?z Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm?w trzech
badanych $rodowiskach (MH, SS oraz SO) wykryto, ze dodanie metabolitu Nor-SER
wywolalo efekt potencjacji cytotoksycznosci SER. Z kolei w cytotoksycznos$ci miesza-
nin SER w stezeniach 0,1 i 1 mg/dm?z Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm? niezaleznie
od badanego $rodowiska pod wplywem dodania do SER metabolitu Nor-SER poja-
wial si¢ efekt antagonistycznego oddzialywania skladnikéw mieszanin. W poréwnaniu
z kontrola najwyzszy poziom inhibicji fluorescencji GFP odnotowano w mieszaninie
SER w stezeniu 1 mg/dm? z Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm?, gdzie inhibicja osiagneta
wartoéci 9,8% w MH, 10,7% w SS i 12,8% w SO.

Badania wykazaly, Ze z mieszanin SER w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm? z CIS
w stezeniu 0,1 mg/dm? najintensywniejsza inhibicje fluorescencji biatka GFP w MH, SS
oraz SO wykryto po ekspozycji hodowli E. coli MM294-GFP na mieszanine zawiera-
jaca SER w stezeniu 1 mg/dm?. Dla mieszaniny tej inhibicja fluorescencji GFP wynosita
15,6% w MH, 17,3% w SS oraz 19,8% w SO. W mieszaninach tych gléwnym mechani-
zmem cytotoksyczno$ci w stosunku do hodowli E. coli bylo antagonistyczne dziata-
nie ich sktadnikéw, szczegolnie w SS i w SO, oraz addytywnos¢ w MH. Po dodaniu
CIS do mieszaniny zawierajacej najnizsze stezenie SER 0,01 mg/dm?* w MH wykryto
potencjacje cytotoksycznosci SER.

Inkubacja E. coli MM294-GFP z mieszaninami SER w stezeniach 0,01; 0,1
i1 mg/dm?3z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?® wywotala inhibicje fluorescencji GFP z naj-
wyzszg warto$cig dla mieszaniny zawierajacej SER w stezeniu 1 mg/dm?i wynosita
ona 10,8% w MH, 11,7% w SS oraz 12,6% w SO. W przypadku cytotoksycznosci tych
mieszanin w SS i SO wykryto gléwnie antagonistyczne dziatanie ich sktadnikéw.
W MH natomiast pojawil sie efekt potencjacji toksycznoéci SER w stezeniu 0,01 mg/
dm’ pod wplywem dodania 5-FU. W przypadku mieszaniny SER w st¢zeniu 1 mg/dm?
z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?® w MH stwierdzono synergistyczne dzialanie jej sktad-
nikéw. W poréwnaniu z kontrolg inhibicja fluorescencji GFP po inkubacji hodowli
bakterii z mieszaning Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm? z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?
wynosita 11,8% w MH, 12,6% w SS oraz 13,5% w SO. W przypadku mieszaniny Nor-
SER w stezeniu 0,1 mg/dm’ z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm? wartosci inhibicji byty
nizsze. W SS i SO dominujacym mechanizmem toksycznosci mieszanin metabolitu
z CIS lub 5-FU bylo antagonistyczne dzialanie ich skladnikéw. Z kolei w MH i w przy-
padku mieszaniny Nor-SER z 5-FU wykryto efekt synergistycznego dziatania sktad-
nikéw. Najsilniejsze oddzialywanie na parametr fluorescencji biatka GFP pojawilo sie
po inkubacji E. coli MM294-GFP z mieszaning SER w stezeniu 1 mg/dm? z metaboli-
tem Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm? oraz z lekiem antynowotworowym CIS w steze-
niu 0,1 mg/dm?, gdzie zanotowane wartosci inhibicji fluorescencji biatka GFP wyno-
sity 19,7% w MH, 21,6% w SS oraz 22,3% w SO. W przypadku nizszych stezeri SER
0,01 10,1 mg/dm?®w mieszaninach z Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm?i z CIS w stezeniu
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RYC. 4.7. R6znice w inhibicji fluorescencji GFP w E. coli MM294 po ekspozycji na SER i Nor-SER,
ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Stupki btedéw wskazujg btad standardowy $redniej
z trzech niezaleznych powt6rzen. Objasnienia: SER 0,01 - SER w stezeniu 0,01 mg/dm?®, Nor-
-SER 0,01 - Nor-SER w stezeniu 0,01 mg/dm?, SER 0,01 + CIS 0,1 - mieszanina SER w steze-
niu 0,01 mg/dm?®z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?, SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 - mieszanina
SER w stezeniu 0,01 mg/dm?z Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?
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0,1 mg/dm? zanotowano nizsze wartosci inhibicji fluorescencji GFP w trzech $rodo-
wiskach prowadzonych badan. Podobne wartosci inhibicji fluorescencji biatka GFP
w poréwnaniu z mieszaninami SER z Nor-SER i z CIS uzyskano po ekspozycji E. coli
MM294-GFP na mieszaniny SER w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?z Nor-SER w ste-
zeniu 0,1 mg/dm®i z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?. Poréwnujac z kontrolg, najinten-
sywniej z tych mieszanin dziatata mieszanina SER w stezeniu 1 mg/dm? z Nor-SER
w stezeniu 0,1 mg/dm?® iz 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?, ktéra spowodowata inhibi-
cje fluorescencji biatka GFP w hodowli E. coli MM294-GFP wynoszaca 17,8% w MH,
18,5% w SS oraz 18,9% w SO.

W cytotoksycznosci mieszanin SER 0,01; 0,1 i 1 mg/dm? z Nor-SER w stezeniu
0,1 mg/dm?*i z CIS w ste¢zeniu 0,1 mg/dm? oraz SER 0,01; 0,1 i 1 mg/dm? z Nor-SER
w stezeniu 0,1 mg/dm?i z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm? w SS oraz SO gtéwnie domino-
wal efekt antagonistycznego oraz synergistycznego oddzialywania sktadnikéw miesza-
nin, rzadziej efekt potencjacji. W MH natomiast czesciej pojawial sie efekt synergizmu
i potencjacji. Potencjacje toksyczno$ci zaobserwowano w mieszaninach z najnizszym
stezeniem SER 0,01 mg/dm” i pod wplywem dodania do leku i jego metabolitu lekéw
antynowotworowych CIS i 5-FU. Biorac pod uwage mechanizmy cytotoksycznosci
mieszanin zawierajacych SER i Nor-SER, zaobserwowano dominacj¢ antagonistycz-
nego dzialania ich skladnikéw. Uzyskane rezultaty wskazujg na mozliwos$¢ oddzia-
tywania §rodowiska prowadzonych badani (MH, SS oraz SO) na mechanizmy cyto-
toksycznosci mieszanin zawierajgcych w swoim sktadzie CIS i 5-FU.

Wzmocnienie cytotoksyczno$ci w mieszaninach w poréwnaniu z sumarycznym
efektem cytotoksycznosci pojedynczych skfadnikéw mieszanin stwierdzono w naste-
pu;qcych przypadkach:

SER w stezeniu 1 mg/dm? z 5-FU 0,1 mg/dm? (w MH),

e Nor-SER 0,1 mg/dm?z 5-FU 0,1 mg/dm? (w MH),

e SER0,1 mg/dm’ z Nor-SER 0,1 mg/dm’ z CIS 0,1 mg/dm?® (w MH),

e SER 1 mg/dm?z Nor-SER 0,1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm?* (w MH),

e SERO0,1 mg/dm?z Nor-SER 0,1 mg/dm?z 5-FU 0,1 mg/dm? (w MH, SS oraz SO),
e SER 1 mg/dm? z Nor-SER 0,1 mg/dm? z 5-FU 0,1 mg/dm? (w MH, SS oraz SO).

Wyniki analizy statystycznej dzialania SER, Nor-SER, CIS i 5-FU na fluorescencje
biatka GFP w E. coli MM294-GFP zaprezentowano w zalaczniku B w tabelach nr 6-8
oraz 33-35. Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono istotne statystycz-
nie réznice w wartosciach inhibicji fluorescencji biatka GFP pomig¢dzy SER, Nor-SER,
CIS, 5-FU, mieszaninami SER z Nor-SER, SER z CIS i SER z 5-FU a mieszaninami
SER i Nor-SER zawierajacymi w swoim sktadzie CIS i 5-FU. Najwiecej tych réznic
zauwazono w MH. Ponadto analiza otrzymanych wynikéw wykryta istotne statystycz-
nie zréznicowanie w warto$ciach inhibicji fluorescencji biatka GFP pomiedzy miesza-
ning SER w stezeniu 0,1 mg/dm? z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm’ (w MH) a wszystkimi
sktadnikami wchodzacymi w sklad mieszaniny. Przeanalizowano tez mieszaniny hipo-
tetyczne, uzyskane w wyniku zsumowania wartosci inhibicji fluorescencji biatka GFP
ich pojedynczych sktadnikéw. W tych hipotetycznych mieszaninach w trzech badanych
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RYC. 4.8. Réznice w wartosciach inhibicji fluorescenciji GFP w E. coli MM294 pomiedzy $S a MH
(§S/MH), SO a MH ($0/MH) i pomiedzy SO a SS ($0/$S) po ekspozycji na SER i Nor-SER,
ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Objas$nienia: $S/MH - réznice w wartosciach inhi-
bicji fluorescenciji pomiedzy $S a MH, $0/MH - réznice w wartosciach inhibicji fluorescencji
pomiedzy SO a MH, $0/S$S - réznice w wartosciach inhibicji fluorescenciji pomiedzy SO a $S.
SER 0,01 - SER w stezeniu 0,01 mg/dm?, Nor-SER 0,01 - Nor-SER w stezeniu 0,01 mg/dm?,
SER 0,01 + CIS 0,1 - mieszanina SER w stezeniu 0,01 mg/dm?®z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?3,
SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 - mieszanina SER w stezeniu 0,01 mg/dm?z Nor-SER w ste-
zeniu 0,1 mg/dm3z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?
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srodowiskach wykryto znacznie wiecej istotnych statystycznie réznic (zalacznik B,
tabele 33-35) w inhibicji fluorescencji biatka GFP w hodowli E. coli MM-294-GFP.
Stwierdzono je pomiedzy hipotetycznymi mieszaninami SER w stezeniu 0,01 i 1 mg/
dm? z Nor-SER 0,1 mg/dm? (w MH, SS); SER 1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm? (w MH,
SS, SO); SER 1 mg/dm? z 5-FU 0,1 mg/dm? (w SS, SO); Nor-SER 0,1 mg/dm? z CIS
0,1 mg/dm? (w MH); SER 0,1 i 1 mg/dm? z Nor-SER 0,1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm3
(w MH, SS, SO); SER 0,01 mg/dm? z Nor-SER 0,1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm? (w MH);
SER 0,1 i 1 mg/dm? z Nor-SER 0,1 mg/dm? z 5-FU 0,1 mg/dm? (w MH, SS, SO)
a ich pojedynczymi skfadnikami.

Analiza podobienstwa dzialania SER, Nor-SER, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin
na fluorescencje biatka GFP w E. coli MM294-GFP wykryla w trzech badanych srodo-
wiskach dwa gléwne skupienia, ktére charakteryzowaly sie podobnymi wartosciami
inhibicji fluorescencji biatka GFP (zalacznik C, ryc. 10-12). Niezaleznie od badanego
srodowiska w pierwszym skupieniu znajdowaly si¢ leki, metabolity oraz mieszaniny
dwuskladnikowe, nie zaobserwowano za$ mieszanin tréjsktadnikowych oraz zawie-
rajacych w swoim skfadzie CIS. W drugim skupieniu obok lekéw i metabolitéw znaj-
dowaly si¢ réwniez mieszaniny dwu- i tréjsktadnikowe zawierajace w swoim skta-
dzie CIS. Na tej podstawie stwierdzono, ze ilos¢ sktadnikéw mieszanin oraz obecnos¢
w nich CIS wplywala na zréznicowanie ich dzialania na fluorescencj¢ biatka GFP.

W zalgczniku A w tabeli 8 przedstawiono réznice w wartosciach inhibicji fluo-
rescencji bialka GFP w E. coli MM294-GFP pomiedzy SS a MH (SS/MH), SO a MH
(SO/MH) i pomiedzy SO a SS (SO/SS) po ekspozycji na SER i Nor-SER, ich mieszaniny
oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Réznice w wartoéciach inhibicji fluorescencji GFP wyka-
zano miedzy SO a MH, miedzy SS a MH oraz miedzy SO a SS (ryc. 4.8). Pomigdzy SO
a MH najwigksze wartosci réznic, powyzej 4% w inhibicji fluorescencji GFP, wykryto
po inkubacji szczepu E. coli MM294-GFP z SER w stezeniu 1 mg/dm?, Nor-SER w ste-
zeniu 1 mg/dm?’ oraz z mieszaning SER w stezeniu 0,1 mg/dm?z 5-FU w stezeniu
0,1 mg/dm?. Nieco nizsze warto$ci roznic, maksymalnie do 3% pomiedzy SO a MH
w inhibicji fluorescencji biatka GFP, zanotowano po inkubacji testowego szczepu
E. coli MM294-GFP z mieszaning SER w stezeniu 1 mg/dm?z Nor-SER w stezeniu
0,1 mg/dm?. Z kolei ekspozycja bakterii na CIS i 5-FU spowodowala pojawienie sie rdz-
nic w poziomie inhibicji fluorescencji GFP, wynoszacych okoto 4% miedzy SO a MH.
Pomiedzy SS a MH i SO a SS wartosci roznic w inhibicji fluorescencji GFP w hodowli
E. coli MM294-GFP byly znacznie nizsze w przypadku CIS w poréwnaniu z 5-FU.
W wyniku ekspozycji E. coli MM294-GFP na mieszaniny SER w ste¢Zeniach 0,01; 0,1
i 1 mg/dm?z CIS w steZeniu 0,1 mg/dm? pojawily sie réznice w wartosciach inhibicji
fluorescencji GFP pomiedzy SS a MH, SO a MH i SO a SS z maksymalng warto$cia
do 3,9% miedzy SO a MH. Ekspozycja bakterii na mieszaniny Nor-SER w stezeniu
0,1 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? oraz Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm’z 5-FU
w stezeniu 0,1 mg/dm? spowodowatla pojawienie si¢ roznic powyzej 1% w wartos-
ciach inhibicji GFP w przypadku obu badanych mieszanin oraz pomiedzy SS a MH,
SO a MH i SO a SS. Podobne warto$ci réznic w inhibicji fluorescencji biatka GFP
w hodowli E. coli MM294-GFP miedzy badanymi §rodowiskami SS i SO w poréwnaniu
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z MH oraz migdzy SO a SS wykryto po inkubacji bakterii z mieszaninami SER w ste-
zeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?z Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm?i z CIS w stezeniu
0,1 mg/dm?. Mieszaniny SER w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?*z Nor-SER w ste-
zeniu 0,1 mg/dm’i z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm? wywolaly réznice w wartosciach
inhibicji fluorescencji GFP w hodowli E. coli MM294-GFP wynoszace 1,9% pomiedzy
SS a MH oraz 2,6% pomiedzy SO a MH dla stezenia SER 0,1 mg/dm?w mieszaninie.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze dla SER, Nor-SER, CIS, 5-FU oraz ich miesza-
nin maksymalne réznice w inhibicji fluorescencji biatka GFP pomiedzy badanymi
srodowiskami wynosity okoto 4%.

W przeprowadzonym eksperymencie w poréwnaniu z kontrolg wykazano inhi-
bicyjny wptyw FLU stosowanej w stezeniu 1 mg/dm?na poziom fluorescencji biatka
GFP w E. coli MM294. Warto$¢ inhibicji fluorescencji biatka GFP byta najwyzsza
w SO i wynosita 7,2% (ryc. 4.9). W zalgczniku A w tabeli 9 zaprezentowano inhibi-
cje fluorescencji biatka GFP w E. coli MM294-GFP po ekspozycji na FLU i Nor-FLU,
ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. W nizszym stosowanym stezeniu FLU -
0,011 0,1 mg/dm? - nie wykazano cytotoksycznego wplywu substancji czynnej leku
na biatko GFP w hodowli E. coli MM294-GFP. Dwudziestoczterogodzinna inkubacja
E. coli MM294 z metabolitem Nor-FLU w stezeniach 0,1 i 1 mg/dm’ wywotata inhibicje
fluorescencji GFP do 6,6% w SS oraz do 7,5% w SO w najwyzszym badanym stezeniu
metabolitu. W najnizszym badanym stezeniu Nor-FLU 0,01 mg/dm? nie zaobserwo-
wano oddzialywania na poziom fluorescencji biatka GFP. W mieszaninach FLU w ste-
zeniach 0,11 1 mg/dm’z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?®wykryto zaréwno potencjacje
cytotoksycznosci FLU pod wpltywem dodania metabolitu — Nor-FLU, jak i synergi-
styczne dziatanie sklfadnikéw mieszanin, prowadzace do wzmocnienia ich cytotok-
syczno$ci w stosunku do hodowli E. coli MM294-GFP. Dla mieszanin tych najwyz-
sze wartosci inhibicji fluorescencji biatka GFP, wynoszace 10,9% w MH, 11,3% w SS
oraz 11,8% w SO, uzyskano przy najwyzszym stezeniu FLU 1 mg/dm?w mieszaninie.

Po$réd badanych mieszanin najwyzsze wartosci inhibicji fluorescencji biatka GFP
zanotowano po ekspozycji E. coli MM294-GFP na mieszaniny FLU w st¢zeniach 0,1
i 1 mg/dm?z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm? oraz z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm’ z mak-
symalnymi warto$ciami inhibicji wynoszacymi 17,4% w MH, 17,9% w SS oraz 18,4%
w SO dla stezenia 1 mg/dm?®w mieszaninie. Bioragc pod uwage mechanizm cytotok-
sycznosci tych mieszanin, wykryto zaréwno potencjacje cytotoksycznosci mieszanin
FLU z Nor-FLU pod wptywem dodania CIS, jak i synergistyczne dzialanie skfadni-
kéw mieszaniny. Kolejnymi silnie dzialajacymi na bialtko GFP mieszaninami byty
FLU w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?, w przypadku
ktorych zarejestrowano gtéwnie antagonistyczne oddzialywanie ich skfadnikéw.
Dla mieszaniny z najwyzszym stezeniem FLU 1 mg/dm?® warto$ci inhibicji fluore-
scencji biatka GFP wynosity 13,3% w MH, 13,7% w SS oraz 14,2% w SO. W poréwna-
niu z kontrolg mieszaniny FLU w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm? z 5-FU w stezeniu
0,1 mg/dm? w trzech badanych srodowiskach w znacznie mniejszym stopniu oddzia-
tywaly na biatko GFP w hodowli E. coli MM294-GFP. Do gltéwnych mechanizméw
ich cytotoksycznosci, szczeg6lnie w SS oraz SO, zaliczono antagonizm.
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RYC. 4.9. Réznice w inhibicji fluorescencji GFP w E. coli MM294 po ekspozycji na FLU i Nor-FLU,
ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Stupki bteddéw wskazujg btad standardowy Sredniej
z trzech niezaleznych powté6rzen. Objasnienia: FLU 0,01 - FLU w stezeniu 0,01 mg/dm?, Nor-
-FLU 0,01 - Nor-FLU w stezeniu 0,01 mg/dm?, FLU 0,01 + CIS 0,1 - mieszanina FLU w steze-
niu 0,01 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm3, FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 - mieszanina
FLU w stezeniu 0,01 mg/dm? z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm? z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm3
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Z mieszanin metabolitu Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm? z CIS w stezeniu
0,1 mg/dm? oraz Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm? z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm? inten-
sywniejszym dzialaniem cytotoksycznym wzgledem biatka GFP odznaczata si¢ mie-
szanina Nor-FLU z CIS, ktéra wywotala inhibicje fluorescencji GFP wynoszaca 9,7%
w MH, 9,9% w SS oraz 10,3% w SO. W przypadku mieszanin FLU z CIS, FLU z 5-FU,
Nor-FLU z CIS oraz Nor-FLU z 5-FU gléwnie w SS i SO zaobserwowano zalezno$¢,
ze dodanie do FLU lub Nor-FLU lekéw antynowotworowych CIS lub 5-FU wywoty-
walo pojawienie si¢ antagonistycznego dziatania sktadnikéw mieszanin i oslabienie
ich cytotoksyczno$ci. W MH natomiast dominowaly efekty potencjacji, synergizmu
i addytywnosci. Otrzymane wyniki wskazuja na mozliwy wplyw badanego $rodo-
wiska (MH, SS oraz SO) na mechanizmy cytotoksycznosci sktadnikéw mieszanin.
Po$réd badanych mieszanin zawierajacych w swoim skladzie FLU i Nor-FLU domi-
nujacymi mechanizmami ich cytotoksycznosci byly potencjacja i antagonistyczne
dziatanie ich sktadnikéw. Mieszaniny FLU w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?z Nor-

-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?oraz z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm? z mniejszg intensyw-
noscig w poréwnaniu z mieszaninami FLU z Nor-FLU i z CIS oddziatywaly na biatko
GFP, wywolujac inhibicj¢ jego fluorescencji maksymalnie do wartosci 11,3% w MH,
11,9% w SS oraz 12,8% w SO i dla najwyzszego stezenia FLU 1 mg/dm? w miesza-
ninie. W mieszaninach tych gtéwnymi mechanizmami ich cytotoksycznosci byty
antagonizm (w SS i SO), potencjacja (w MH i SS) oraz synergizm (w MH). Sugeruje
to, ze srodowisko prowadzonych badan moglo mie¢ wplyw na mechanizm cytotok-
sycznosci tych mieszanin.

Wzmocnienie cytotoksycznosci w mieszaninach w poréwnaniu z sumarycznym
efektem cytotoksycznosci ich pojedynczych skladnikéw stwierdzono w nastepuja-
cych przypadkach:

e FLU w stezeniu 1 mg/dm?z Nor-FLU 0,1 mg/dm? (MH, SS, SO),

e FLU 1 mg/dm?®z Nor-FLU 0,1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm?* (MH, SS, SO),
e FLU 1 mg/dm’z Nor-FLU 0,1 mg/dm? z 5-FU 0,1 mg/dm?® (MH).

W zalaczniku B w tabelach 15-17 oraz 42-44 przedstawiono wyniki analizy sta-
tystycznej wartosci inhibicji fluorescencji biatka GFP w E. coli MM294-GFP inku-
bowanej z FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU oraz ich mieszaninami w MH, $SiSO. W tych
trzech badanych $rodowiskach istotne statystycznie roznice w warto$ciach inhibi-
cji fluorescencji biatka GFP wykryto pomigdzy réznymi stezeniami FLU, Nor-FLU,
pomiedzy CIS a 5-FU, pomiedzy FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU a mieszaninami FLU
z Nor-FLU oraz mieszaninami FLU i Nor-FLU zawierajacymi CIS i 5-FU. Réznice
te stwierdzono takze miedzy mieszaninami FLU z CIS, FLU z 5-FU, Nor-FLU z CIS,
Nor-FLU z 5-FU, FLU z Nor-FLU i z CIS a mieszaninami FLU i Nor-FLU zawiera-
jacymi CIS i 5-FU. Ponadto istotne statystycznie réznice wykazano w warto$ciach
inhibicji fluorescencji biatka GFP w hodowli E. coli MM294-GFP pomiedzy miesza-
ninami FLU w stezeniu 1 mg/dm?z Nor-FLU 0,1 mg/dm? (MH, SS); FLU 1 mg/dm?
z CIS 0,1 mg/dm? (MH, SS); FLU 1 mg/dm?z Nor-FLU 0,1 mg/dm?z CIS 0,1 mg/dm?
(MH, SS, SO); FLU 0,1 mg/dm?z Nor-FLU 0,1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm?® (MH);
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FLU 1 mg/dm?z Nor-FLU 0,1 mg/dm? z 5-FU 0,1 mg/dm? (MH, SS, SO); FLU 0,1
mg/dm?z Nor-FLU 0,1 mg/dm? z 5-FU 0,1 mg/dm? (MH) a ich pojedynczymi sktad-
nikami. Najwiecej istotnych statystycznie réznic wykryto w MH, mniej w SS i SO.
W hipotetycznych mieszaninach stwierdzono podobna ilo$¢ tych réznic (zalacznik
B, tabele 42-44). Wykazano istotne statystycznie réznice w wartosciach inhibicji flu-
orescencji biatka GFP w hodowli E. coli MM294-GFP miedzy hipotetycznymi mie-
szaninami FLU 0,01 i 0,1 mg/dm?z Nor-FLU 0,1 mg/dm?* (w MH); FLU 1 mg/dm?
z CIS 0,1 mg/dm? (MH, SS, SO); FLU 1 mg/dm?z 5-FU 0,1 mg/dm? (MH, SS, SO);
FLU 1 mg/dm?z Nor-FLU 0,1 mg/dm?z CIS 0,1 mg/dm?® (MH, SS, SO); FLU 1 mg/
dm?z Nor-FLU 0,1 mg/dm?z 5-FU 0,1 mg/dm? (MH, SS, SO) a ich pojedynczymi
sktadnikami. Wiecej istotnych statystycznie réznic wykryto w MH, mniej w SS i SO.

Analiza podobienstwa dzialania FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin
na fluorescencje biatka GFP w E. coli MM294-GFP wykryta w trzech badanych $rodo-
wiskach dwa gléwne skupienia, ktore charakteryzowaly sie podobnymi wartosciami
inhibicji fluorescencji biatka GFP (zalgcznik C, ryc. 13-15). Niezaleznie od badanego
srodowiska w pierwszym skupieniu znajdowaly sie leki, metabolity oraz mieszaniny
dwuskladnikowe, nie stwierdzono w nim mieszanin tréjsktadnikowych oraz zawie-
rajacych w swoim skladzie CIS. W drugim skupieniu wykryto leki, metabolit, miesza-
niny dwu- i tréjsktadnikowe, a wérdd nich te, ktére zawieraja w swoim sktadzie CIS.
Na tej podstawie ustalono, ze niezaleznie od rodzaju srodowiska prowadzonych badan
(MH, SS, SO) ilo$¢ sktadnikéw mieszanin oraz obecno$¢ w nich CIS miaty wptyw
na zréznicowanie ich cytotoksycznego dziatania wzgledem biatka GFP w hodowli
E. coli MM294-GFP.

W zalaczniku A w tabeli 10 przedstawiono réznice w wartosciach inhibicji fluo-
rescencji biatka GFP w E. coli MM294-GFP pomiedzy SS a MH (SS/MH), SO a MH
(SO/MH) i pomiedzy SO a SS (SO/SS) po ekspozycji na FLU i Nor-FLU, ich miesza-
niny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Inkubacja E. coli MM294-GFP z FLU wywotata
pojawienie sie réznic w inhibicji fluorescencji GFP migdzy SO a SS (SO/SS), SO a MH
(SO/MH) oraz SS a MH (SO/SS) w najwyzszym stosowanym stezeniu FLU 1 mg/dm?
(ryc. 4.10). Maksymalne wartosci réznic wynosity 3% miedzy SO a MH. Pomiedzy
badanymi $rodowiskami SO a MH, SS a MH i SO a SS, w nizszym stezeniu FLU
0,01 i 0,1 mg/dm?, nie stwierdzono réznic w inhibicji fluorescencji GFP w hodowli
E. coli MM294-GFP. Ekspozycja E. coli MM294-GFP na Nor-FLU w stezeniach 0,1
i 1 mg/dm’ doprowadzila do pojawienia si¢ niewielkich réznic o maksymalnej war-
tosci 1,9% pomiedzy SO a MH. Wyzsze wartosci roznic w inhibicji fluorescencji GFP
w hodowli E. coli MM294-GFP miedzy SO a MH, SS a MH oraz SO a SS zauwazono
po inkubacji bakterii z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? oraz 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?.
W przypadku CIS najwieksze réznice wykryto pomiedzy SO a MH i wynosity one
3,9%. Ekspozycja E. coli MM294-GFP na mieszaniny FLU w stezeniach 0,01; 0,1
i 1 mg/dm?z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?® wywolata niewielkie (0,9% pomiedzy
SO a MH) réznice w warto$ciach inhibicji fluorescencji biatka GFP w testowej hodowli
bakterii. Wyzsze wartosci réznic, do 3,9% pomiedzy SO a MH w inhibicji fluorescen-
cji GFP, wykryto po inkubacji E. coli MM294-GFP z mieszaninami FLU w stezeniach
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RYC. 4.10. Réznice w wartosciach inhibicji fluorescenciji GFP w E. coli MM294 pomiedzy $S a MH
(SS/MH), SO a MH (SO/MH) i pomiedzy SO a $S (S0/SS) po ekspozycji na FLU i Nor-FLU, ich mie-
szaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Objasnienia: $$/MH - r6znice w warto$ciach inhibicji flu-
orescencji pomiedzy SS a MH, SO/MH - réznice w wartosciach inhibicji fluorescencji pomiedzy
$0 a MH, $0/SS - réznice w warto$ciach inhibicji fluorescencji pomiedzy SO a $S. FLU 0,01 -
FLU w stezeniu 0,01 mg/dm?, Ner-FLU 0,01 - Nor-FLU w stezeniu 0,01 mg/dm?, FLU 0,01 + CIS
0,1 - mieszanina FLU w stezeniu 0,01 mg/dm? z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?, FLU 0,01 + Nor-
-FLU 0,1 + CIS 0,1 - mieszanina FLU w stezeniu 0,01 mg/dm? z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?®
z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?®
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0,01; 0,1 i 1 mg/dm? z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?. Dwudziestoczterogodzinne trakto-
wanie hodowli E. coli MM294-GFP mieszaninami Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?
z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? oraz Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm? z 5-FU w stezeniu
0,1 mg/dm?* spowodowalo pojawienie si¢ nieznacznych réznic w wartosciach inhibicji
fluorescencji biatka GFP pomiedzy SS, SO a MH oraz pomiedzy SO a SS. Mieszaniny
FLU w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm? z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm? i z CIS w ste-
zeniu 0,1 mg/dm’ wywolaly nieznaczne réznice (maksymalnie do 1%) w wartoéciach
inhibicji fluorescencji biatka GFP miedzy badanymi $srodowiskami. Podobne wartosci
réznic, do 1,5% w inhibicji fluorescencji biatka GFP, wykryto w mieszaninach FLU
w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm? z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm? z 5-FU w ste-
zeniu 0,1 mg/dm? pomiedzy SO a MH. Najwigksze réznice w wartosciach inhibicji
fluorescencji biatka GFP wykryto po inkubacji hodowli E. coli MM294-GFP z CIS
w stezeniu 0,1 mg/dm? oraz z mieszaning FLU w stezeniu 0,01 mg/dm? z CIS w ste-
zeniu 0,1 mg/dm? pomiedzy SO a MH i wynosity one 3,9%.

W trzech badanych $rodowiskach i w poréwnaniu z kontrolg zaréwno CIT,
jak i D-CIT w stezeniach 0,01; 0,1; 1 mg/dm?’ oraz ich mieszaniny nie wykazy-
waly istotnego efektu cytotoksycznego wzgledem biatka GFP w hodowli E. coli
MM294-GFP (ryc. 4.11). W zalaczniku A w tabeli 11 przedstawiono inhibicje fluo-
rescencji biatka GFP w E. coli MM294-GFP po ekspozycji na CIT i D-CIT, ich mie-
szaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. W przypadku CIS i 5-FU i ich mieszanin
z CIT i D-CIT wykryto wyzsza cytotoksycznos¢ w SO i SS niz w MH. Poréwnujac
do kontroli, inkubacja hodowli bakterii z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm’® wywotata
inhibicje fluorescencji GFP wynoszaca 8,4% w MH, 10,6% w SS oraz 12,3% w SO.
Z kolei badany w tym samym stezeniu 5-FU oddzialywal w mniejszym stopniu
na bialko GFP, prowadzac do inhibicji jego fluorescencji do 2,3% w MH i 6% w SS i SO.
Mieszaniny CIT w stezeniach 0,01; 0,1; 1 mg/dm? z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? oraz CIT
w stezeniach 0,01; 0,1; 1 mg/dm? z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm? nie wywolaly istotnego
wzrostu inhibicji fluorescencji GFP w hodowli E. coli MM294-GFP w MH, SS oraz SO,
w poréwnaniu z sumarycznym efektem cytotoksycznosci ich odpowiednich skfadni-
kéw. W poréwnaniu z kontrolg mieszaniny CIT w stezeniach 0,01; 0,1; 1 mg/dm? z CIS
w stezeniu 0,1 mg/dm? wywolywaly inhibicje fluorescencji biatka GFP z maksymal-
nymi wartoéciami 8,8% w MH, 11,3% w SS oraz 13,8% w SO i dla najwyzszego stezenia
CIT 1 mg/dm*® w mieszaninie. Natomiast ekspozycja E. coli MM294-GFP na miesza-
niny CIT w stezeniach 0,01; 0,1; 1 mg/dm? z 5-FU w ste¢zeniu 0,1 mg/dm?’ oddziaty-
wala w mniej intensywnym stopniu na fluorescencje biatka GFP. Mieszanina D-CIT
w stezeniu 0,1 mg/dm? z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? w trzech badanych srodowiskach
(MH, SS oraz SO) nie wptywata w istotnym stopniu na biatko GFP w hodowli E. coli
MM294-GFP. Z kolei mieszanina D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm?z 5-FU w stezeniu 0,1
mg/dm?® wywotlala silniejszy efekt cytotoksyczny, prowadzacy do inhibicji fluorescen-
cji biatka GFP wynoszacej 8,8% w MH, 9,2% w SS oraz 9,6% w SO.

Niezaleznie od badanego srodowiska w przypadku obu mieszanin metabolitu -
D-CIT z lekami antynowotworowymi CIT i 5-FU - wykryto odmienne mechanizmy
ich cytotoksycznosci w hodowli E. coli MM294-GFP. W mieszaninie D-CIT z CIS

101



CIT 0,01
CITO,1

CIT1 &,

D-CIT 0,01
D-CITO,]
D-CIT T},
CIT 0,01 +D-CITQ,]
CITO,1+D-CIT0,1 §
CIT1+D-CITO,1 &,

I
CIS 0,1 e —"

— |
5-FU 0, —

|
CIT 0,01+ CIS 0,1 E—

cron +ois 01—

I = |
CIT T+ CIS 0, e —— |

CITO,0T+5-FU 0,1 = |
CITO,1 +5-FU 0,1 Emm—

CITT+5-FUO, —= |
D-CIT0,1+CIS 0,1 &|
D-CIT0,1+5-FU 0, E—

CIT0,01 +D-CIT0,1+CIS 0] E—

|
CITO,T+D-CITO,T+CIS0,] |

O+ DT 0 + 015 0 ——

CIT 0,01 +D-CITO,1 +5-FU0,1 sy
—-
CIT0,1+D-CITO,1+5-FUO0,1 ———=8
CIT1+D-CIT0,1+5-FU 0, =y

0 5 10 15 20 25
inhibicja fluorescencji GFP [%]

[mg/dm’]

EvH HSs ESo

RYC. 4.11. R6znice w inhibicji fluorescenc;ji biatka GFP w E. coli MM294 po ekspozycji na CIT
i D-CIT, ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Stupki btedéw wskazujg btad standardowy
$redniej z trzech niezaleznych powtérzeri. Objasnienia: CIT 0,01 - CIT w stezeniu 0,01 mg/dm?,
D-CIT 0,01 - D-CIT w stezeniu 0,01 mg/dmd, CIT 0,01 + CIS 0,1 - mieszanina CIT w stezeniu
0,01 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?, CIT 0,01 + D-CIT 0,1 + CIS 0,1 - mieszanina CIT
w stezeniu 0,01 mg/dm?® z D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm®z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?®
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stwierdzono efekt antagonistycznego dzialania jej sktadnikéw. A w mieszaninie D-CIT
z 5-FU po dodaniu do metabolitu leku antynowotworowego wykryto potencjacje
cytotoksycznosci metabolitu D-CIT. W poréwnaniu z kontrolg najsilniejszym efek-
tem cytotoksycznym w hodowli E. coli MM294-GFP odznaczata si¢ mieszanina CIT
w stezeniu 1 mg/dm?z D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm?i z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?,
ktora wywolata wyzsza 0 12,3% w MH, o 17,2% w SS oraz o 19,4% w SO inhibicje
fluorescencji biatka GFP. Dla mieszanin CIT w stezeniach 0,01 i 0,1 mg/dm?®z D-CIT
w stezeniu 0,1 mg/dm?i z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? uzyskano w trzech badanych
srodowiskach nizsze wartosci inhibicji fluorescencji biatka GFP. Mieszaniny CIT
w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?* z D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm? oraz z 5-FU w ste-
zeniu 0,1 mg/dm?® w znacznie mniejszym stopniu oddziatywaty na biatko GFP, wywo-
tujac inhibicje jego fluorescencji maksymalnie do 7,3% w SO. W mieszaninach CIT
zD-CIT iz CIS oraz CIT z D-CIT i z 5-FU dominujacymi mechanizmami cytotok-
sycznoéci w SS oraz SO byly antagonizm i potencjacja w MH, SS oraz SO. Wskazuje
to na mozliwos$¢ oddziatywania badanego srodowiska na mechanizm cytotoksyczno-
$ci sktadnikéw mieszanin. Ponadto antagonistyczne dzialanie ich sktadnikéw zaob-
serwowano gléwnie w mieszaninach z nizszym st¢zeniem CIT - 0,01 i 0,1 mg/dm?.
Potencjacje cytotoksycznosci wykryto natomiast niezaleznie od stezenia badanego
leku i badanego $rodowiska.

W zalgczniku B w tabelach 24-26 przedstawiono wyniki analizy statystycznej
wartosci inhibicji fluorescencji biatka GFP w E. coli MM294-GFP inkubowanej z CIT,
D-CIT, CIS i 5-FU oraz ich mieszaninami w MH, SS oraz SO. Na podstawie uzyska-
nych wynikéw analizy w trzech badanych $rodowiskach stwierdzono istotne sta-
tystycznie roznice w warto$ciach inhibicji fluorescencji biatka GFP pomiedzy CIT
i D-CIT a CIS, pomiedzy CIS a 5-FU, pomiedzy mieszaninami CIT z D-CIT, CIT z CIS,
CIT z 5-FU, D-CIT z CIS, D-CIT z 5-FU, CIT z D-CIT i z CIS a mieszaninami CIT
i D-CIT zawierajacymi CIS i 5-FU. Ponadto takie réznice wykryto miedzy miesza-
ninami D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm?® z 5-FU 0,1 mg/dm?® (w MH); CIT 1 mg/dm’
z D-CIT 0,1 mg/dm? oraz z CIS 0,1 mg/dm? (w MH, SS, SO); CIT 1 mg/dm?z D-CIT
0,1 mg/dm? oraz z 5-FU 0,1 mg/dm* (w MH) a ich pojedynczymi sktadnikami. Wiecej
istotnych statystycznie réznic wykryto w MH, mniej w SS i SO. Nie stwierdzono
ich natomiast w wartosciach inhibicji fluorescencji GFP w E. coli MM294-GFP pomig-
dzy hipotetycznymi mieszaninami a ich pojedynczymi sktadnikami.

Analiza podobienstw dziatania CIT, D-CIT, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin na flu-
orescencje biatka GFP w hodowli E. coli MM294-GFP wykryla w trzech badanych
srodowiskach dwa skupienia charakteryzujace si¢ podobnymi wartosciami inhi-
bicji fluorescencji biatka GFP. W MH w skupieniu pierwszym znajdowaly sig leki,
metabolity oraz mieszaniny dwu- i tréjsktadnikowe, w drugim za$ zauwazono brak
metabolitéw i dominacje mieszanin zawierajacych w swoim sktadzie CIS (zalgcz-
nik C, ryc. 16-18). W SS oraz SO w pierwszym skupieniu nie wykryto mieszanin
tréjsktadnikowych, nie stwierdzono tez mieszanin z 5-FU. W drugim skupieniu
wykazano brak metabolitu. Uzyskane wyniki wskazuja, ze Srodowisko prowadzonych
badant MH w poréwnaniu z SS i SO miato wptyw na wartosci inhibicji fluorescencii
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RYC. 4.12. Réznice w inhibicji fluorescenciji GFP w E. coli MM294 pomiedzy $S a MH (SS/MH),
$0 a MH (S0/MH) i pomiedzy SO a $S (S0/SS) po ekspozyciji na CIT i D-CIT, ich mieszaniny
$S/MH - réznice w wartosciach inhibicji fluorescencji
pomiedzy $S a MH, SO/MH - réznice w warto$ciach inhibicji fluorescencji pomiedzy SO a MH,
$0/$S - réznice w wartosciach inhibicji fluorescenciji pomiedzy SO a $S. CIT 0,01 - CIT w steze-
niu 0,01 mg/dm?, D-CIT 0,01 - D-CIT w stezeniu 0,01 mg/dm3, CIT 0,01 + CIS 0,1 - mieszanina
CIT w stezeniu 0,01 mg/dm? z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?, CIT 0,01 + DCIT 0,1 + CIS 0,1 - mie-
szanina CIT w stezeniu 0,01 mg/dm®z D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm? z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?

oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Objasnienia:
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biatka GFP w E. coli MM294 poddanej dziataniu badanych lekéw, metabolitow
oraz ich mieszanin. Wykryto réwniez, ze w SS i SO obecnoéé w mieszaninach 5-FU
oddzialywata na zréznicowanie wartosci inhibicji fluorescencji GFP w hodowli
E. coli MM294-GFP.

W zalgczniku A w tabeli 12 przedstawiono réznice w warto$ciach inhibicji fluo-
rescencji bialka GFP w E. coli MM294-GFP pomiedzy SS a MH (SS/MH), SO a MH
(SO/MH) i pomiedzy SO a SS (SO/SS) po ekspozycji na CIT i D-CIT, ich mieszaniny
oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Po inkubacji hodowli E. coli MM294-GFP z CIT w ste-
zeniu 1 mg/dm? zaobserwowano bardzo niewielkie réznice, zawierajace sie w grani-
cach btedu w inhibicji fluorescencji biatka GFP miedzy SO a MH (0,7%), miedzy SS
a MH (0,3%) oraz miedzy SO a SS (0,4%) [ryc. 4.12].

W przypadku nizszego badanego stezenia CIT 0,01 i 0,1 mg/dm? nie stwierdzono
réznic w wartosciach parametru inhibicji fluorescencji biatka GFP pomiedzy badanymi
srodowiskami. Podobne wartosci tych roznic uzyskano po ekspozycji hodowli bakte-
rii na D-CIT w stezeniu 1 mg/dm?. Réwniez nieznaczne warto$ci réznic pomiedzy SS
a MH, SO a MH oraz pomiedzy SO a SS zaobserwowano po 24-godzinnej inkubaciji
E. coli MM294-GFP z mieszaninami CIT w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?’z D-CIT
w stezeniu 0,1 mg/dm?. Niewielki wzrost, maksymalnie do 3,9% pomiedzy SO a MH
w warto$ciach réznic w inhibicji fluorescencji biatka GFP, wykryto po ekspozycji
E. coli MM294-GFP na CIS. Wartoéci réznic migdzy SS a MH i SO a MH w inhibi-
cji fluorescencji GFP utrzymywaly si¢ na podobnym poziomie réwniez po inkubacji
szczepu E. coli MM294-GFP z 5-FU. Dla 5-FU pomiedzy SS a SO nie stwierdzono réz-
nic w intensywnosci fluorescencji GFP w hodowli E. coli MM294-GFP.

Nieznaczny wzrost wartosci réznic inhibicji fluorescencji GFP zauwazono
po inkubacji E. coli MM294-GFP z mieszaninami CIT w st¢zeniach 0,01; 0,1
i 1 mg/dm?>z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?>do 2,5% pomiedzy SS a MH (SS/MH), do 5%
pomiedzy SO a MH (SO/MH) oraz do 2,5% pomiedzy SS a SO (SS/SO). Z kolei eks-
pozycja E. coli MM294-GFP na mieszaniny CIT w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?
z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm? wywotala pojawienie si¢ réznic w inhibicji fluorescen-
cji GFP z maksymalng wartoscig 4,2% miedzy SO a MH. Inkubacja E. coli MM294-
GFP z mieszaninami metabolitu D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm?*z CIS w stezeniu
0,1 mg/dm? doprowadzila do pojawienia si¢ nieznacznych réznic w inhibicji fluore-
scencji GFP pomiedzy SS a MH, SO a MH i SS a SO. Mieszaniny metabolitu D-CIT
w stezeniu 0,1 mg/dm?z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?® wywotaly nieznaczne réznice
(maksymalnie do 0,8%) w inhibicji fluorescencji GFP pomiedzy SS a MH, SO a MH
i SS a SO. Oddziatywanie mieszanin CIT w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?z D-CIT
w stezeniu 0,1 mg/dm?iz CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? na hodowle E. coli MM294-
GFP doprowadzilo do wzrostu warto$ci réznic w inhibicji fluorescencji GFP miedzy
SSa MH, SO a MH i SS a SO z maksymalna wartoécig do 7,1% miedzy SO a MH
i dla stezenia 1 mg/dm? CIT. Z kolei po inkubagcji E. coli MM294-GFP z mieszani-
nami CIT w stezeniu 1 mg/dm?z D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm? iz 5-FU w steze-
niu 0,1 mg/dm? zaobserwowano maksymalne wartosci réznic 1,7% pomiedzy SO
a MH w inhibicji fluorescencji GFP w hodowli E. coli MM294-GFP. Przeprowadzone
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badania wykazaly, ze dla CIT, D-CIT, CIS, 5-FU oraz ich mieszanin maksymalne
wartosci réznic pomiedzy analizowanymi $§rodowiskami w inhibicji fluorescencji
biatka GFP wynosily okoto 5%.

4.3. Genotoksycznos$¢ substancji czynnych
lekdw antydepresyjnych i antynowotworowych,
ich metabolitéw oraz ich mieszanin

W poréwnaniu z kontrolg trzygodzinna ekspozycja bakterii na SER stosowang
w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm? spowodowata wzrost indukcji promotora recA
w hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE w MH, SS oraz SO z maksymalng war-
toscig do 9,2% w SO, dla najwyzszego badanego stezenia 1 mg/dm? SER (ryc. 4.13).
W zalaczniku A w tabeli 13 przedstawiono indukcj¢ promotora recA w E. coli SM342
recA:luxCDABE po ekspozycji na SER i Nor-SER, ich mieszaniny oraz mieszaniny
z CIS i 5-FU. Poréwnywalne do SER poziomy indukcji promotora recA uzyskano
po inkubacji szczepu E. coli SM342 recA:luxCDABE z metabolitem Nor-SER, gdzie
w jego najwyzszym stezeniu — 1 mg/dm?® uzyskano maksymalne wzbudzenie pro-
motora recA do 11,9% w SO. W mieszaninach SER w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?
z Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm’ dominujacymi mechanizmami genotoksycznosci
w hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE byly addytywnos¢ oraz antagonistyczne
dzialanie sktadnikéw mieszanin.

W poréwnaniu z kontrola maksymalne wartosci indukcji promotora recA uzy-
skano w mieszaninie SER w stezeniu 1 mg/dm? z Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm?
i wynosity one 12,8% w MH, 13,5% w SS1i13,9% w SO. Wzrost indukcji promo-
tora recA w E. coli SM342 recA:luxCDABE do wartoéci 33,1% w MH, 33,6% w SS
oraz 33,9% w SO uzyskano po ekspozycji hodowli na CIS. Z kolei w przypadku 5-FU
indukcja promotora recA byla znacznie nizsza, z maksymalng wartoscia 5,5% w SO.
Efekt synergistycznego dziatania sktadnikéw zaobserwowano w mieszaninach SER
w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?. W ich przypadku naj-
wyzszy poziom indukcji promotora recA - do 45,6% w MH, 46,7% w SS oraz 47,2%
w SO w hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE - uzyskano w mieszaninie zawiera-
jacej SER w stezeniu 1 mg/dm?. Mieszaniny SER w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?
z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?®w znacznie mniejszym stopniu w poréwnaniu z mie-
szaninami SER z CIS oddzialywaly na poziom indukcji promotora recA w hodowli
E. coli SM342 recA:luxCDABE. W mieszaninach tych w trzech badanych srodowi-
skach wykryto zaréwno addytywnos¢, jak i antagonistyczne i synergistyczne dzia-
tanie skfadnikéw mieszanin.
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RYC. 4.13. Réznice w wartos$ciach indukcji promotora recA w E. coli SM342 recA:luxCDABE
po inkubacji z SER i Nor-SER, ich mieszaninami oraz mieszaninami z CIS i 5-FU. Stupki bte-
déw wskazuja btad standardowy Sredniej z trzech niezaleznych powtérzen. Objasnienia:
SER 0,01 - SER w stezeniu 0,01 mg/dm?, Nor-SER 0,01 - Nor-SER w stezeniu 0,01 mg/dm?,
SER 0,01 + CIS 0,1 - mieszanina SER w stezeniu 0,01 mg/dm? z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?,
SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 - mieszanina SER w stezeniu 0,01 mg/dm?®z Nor-SER w ste-
zeniu 0,1 mg/dm®z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?®
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Poréwnujgc do kontroli, mieszanina metabolitu Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm?
z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? doprowadzita do indukeji promotora recA wyzszej 0 42,6%
w MH, 0 43,1% w SS oraz 0 43,5% w SO. W mieszaninie Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/
dm’z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm’ otrzymano znacznie nizsze wartoéci indukcji pro-
motora recA w pordwnaniu z mieszaning Nor-SER z CIS. W obu przypadkach w trzech
badanych srodowiskach zaobserwowano efekt synergistycznego dziatania sktadnikow
mieszanin. Najwyzsze wartosci wzrostu indukcji promotora recA wykryto po ekspo-
zycji hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE na mieszaniny SER w stezeniach 0,01;
0,111 mg/dm?z Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm? oraz z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm’
w MH, SS oraz SO, ponadto zaobserwowano synergistyczne dzialanie sktadnikéw tych
mieszanin w szczepie E. coli SM342 recA:luxCDABE. W mieszaninie SER w stezeniu
1 mg/dm?z Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm?® oraz z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? induk-
cja promotora recA osiagneta wartosci 48,5% w MH, 48,9% w SS oraz 50,2% w SO.
W poréwnaniu z mieszaninami SER z Nor-SER i z CIS nizsze wartos$ci indukgji pro-
motora recA wykryto po inkubacji hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE z mieszani-
nami SER w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?z Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm?iz 5-FU
w stezeniu 0,1 mg/dm?. Biorac pod uwage mechanizm genotoksycznosci, w mieszani-
nach tych wykryto zaréwno addytywnos¢, jak i synergistyczne dzialanie ich sklad-
nikéw. W przeprowadzonych badaniach w mieszaninach dwu- i tréjsktadnikowych
zauwazono zalezno$¢, ze dodanie do SER oraz mieszanin SER z Nor-SER leku antyno-
wotworowego CIS wzmacnialo ich genotoksyczno$¢. Biorac pod uwage mechanizmy
genotoksycznosci mieszanin zawierajacych SER i Nor-SER, dominujacym wariantem
byto synergistyczne dzialanie sktadnikéw mieszanin.

Wzmocnienie genotoksycznosci w mieszaninach w poréwnaniu z sumarycznym
efektem genotoksycznosci pojedynczych skltadnikéw mieszanin stwierdzono w naste-
pu)a,cych przypadkach:

SER w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?z CIS 0,1 mg/dm? (MH, SS, SO),

e SERO0,1 mg/dm’z 5-FU 0,1 mg/dm? (w MH),

SER 1 mg/dm?3z 5-FU 0,1 mg/dm? (MH, SS, SO),

Nor-SER 0,1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm?* (MH, SS, SO),

Nor-SER 0,1 mg/dm? z 5-FU 0,1 mg/dm?* (MH, SS, SO),

SER 0,015 0,1 i 1 mg/dm?z Nor-SER 0,1 mg/dm? z CIS 0,1 mg/dm? (MH, SS, SO),
SER 1 mg/dm?z Nor-SER 0,1 mg/dm? z 5-FU 0,1 mg/dm? (MH, SS, SO).

W zalaczniku B w tabelach 9-11 oraz 36-38 przedstawiono wyniki analizy staty-
stycznej wartosci indukcji promotora recA w hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE
inkubowanej z SER, Nor-SER, CIS i 5-FU oraz ich mieszaninami w MH, SS oraz SO.
Na podstawie przeprowadzonej analizy zaobserwowano w trzech badanych srodo-
wiskach istotne statystycznie roznice w warto$ciach indukeji promotora recA pomie-
dzy réznymi stezeniami SER, Nor-SER, miedzy SER, Nor-SER i ich mieszaninami
a CIS, pomigdzy CIS a 5-FU, miedzy mieszaninami SER z CIS, SER z 5-FU, Nor-
SER z CIS, Nor-SER z 5-FU, SER z Nor-SER i z CIS a mieszaninami SER i Nor-SER
zawierajacymi CIS i 5-FU. Nie wykryto natomiast takich réznic pomigedzy badanymi
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mieszaninami a ich pojedynczymi skfadnikami w trzech badanych $rodowiskach.
Z kolei w mieszaninach hipotetycznych powstalych w wyniku zsumowania war-
tosci indukcji promotora recA w hodowli E. coli SM342 ich pojedynczych sktadni-
kéw zaobserwowano w trzech badanych srodowiskach istotne statystycznie roéznice
pomiedzy mieszaninami a ich pojedynczymi skfadnikami (zatacznik B, tabele 36-38).
Niezaleznie od badanego $rodowiska stwierdzono istotne statystycznie réznice w war-
to$ciach indukecji promotora recA migdzy mieszaninami hipotetycznymi SER w ste-
zeniu 1 mg/dm3z CIS 0,1 mg/dm?; SER 0,1 i 1 mg/dm? z Nor-SER 0,1 mg/dm? z CIS
0,1 mg/dm? SER 0,1 i 1 mg/dm? z Nor-SER 0,1 mg/dm?z 5-FU 0,1 mg/dm?® a ich poje-
dynczymi sktadnikami.

W zalaczniku C na ryc. 19-21 przedstawiono analize podobienstwa dzialania
SER, Nor-SER, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin na indukcje promotora recA w MH, SS
oraz SO. Niezaleznie od badanego $rodowiska wyodrebniono dwa skupienia, ktére
charakteryzowaly si¢ podobienstwem wartosci indukcji promotora recA w hodowli
E. coli SM342 recA:luxCDABE. W pierwszym skupieniu znajdowaly sie leki, metabo-
lity oraz mieszaniny dwu- i tréjsktadnikowe, nie byto mieszanin majacych w swoim
skladzie CIS. W drugim skupieniu wykryto gléwnie mieszaniny zawierajace CIS.
Na tej podstawie stwierdzono, ze niezaleznie od rodzaju srodowiska badan (MH, SS,
SO) dodatek w mieszaninach CIS mial wplyw na zréznicowanie wartosci indukcji
promotora recA w hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE.

W zalgczniku A w tabeli 14 przedstawiono réznice w warto$ciach indukeji promo-
tora recA w hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE pomiedzy SS a MH (SS/MH), SO
a MH (SO/MH) i pomiedzy SO a SS (SO/SS), po ekspozycji na SER i Nor-SER, ich mie-
szaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Uzyskane w eksperymencie wyniki tych réznic
pomiedzy SS a MH (SS/MH), SO a MH (SO/MH) i pomiedzy SO a SS (SO/SS) byly
nizsze od 2% (ryc. 4.14).

Przeprowadzone badania wykazaly, ze w poréwnaniu z kontrolg FLU stoso-
wana w stezeniu 1 mg/dm?® wptywala na poziom indukcji promotora recA w E. coli
SM342 recA:luxCDABE w MH, SS oraz SO. W zalagczniku A w tabeli 15 przedsta-
wiono wartosci indukeji tego promotora po ekspozycji na FLU i Nor-FLU, ich mie-
szaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Maksymalne jego wartosci w E. coli SM342
recA:luxCDABE inkubowanej z FLU w stezeniu 1 mg/dm? wynosity 4,5% w MH, 4,7%
w SS oraz 4,9% w SO (ryc. 4.15). W nizszych badanych stezeniach FLU 0,01; 0,1 mg/dm?®
nie wykryto zmian w poziomie indukcji promotora recA w hodowli E. coli SM342
recA:luxCDABE w trzech badanych srodowiskach. Trzygodzinna inkubacja bakterii
z metabolitem Nor-FLU w stezeniu 1 mg/dm?® wywotata indukcj¢ promotora recA
w MH, SS oraz SO z maksymalng warto$cig 6,9% w SO. Dla nizszego stezenia Nor-
-FLU 0,1 mg/dm?®indukcja ta osiggneta warto$é 1,7% w SO. W najnizszym, badanym
stezeniu Nor-FLU 0,01 mg/dm? nie wykryto zmian w poziomie indukcji promotora
recA w hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE. Stwierdzono, ze w trzech $rodowiskach
FLU i Nor-FLU badane w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?wykazuja podobiefistwo
dzialania na indukcje promotora recA. W mieszaninach FLU w stezeniach 0,01; 0,1
i 1 mg/dm? z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm? niezaleznie od badanego srodowiska
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RYC. 414. R6znice w warto$ciach indukcji promotora recA w E. coli SM342 recA:luxCDABE
pomiedzy $S a MH ($S/MH), SO a MH ($0/MH) i pomiedzy SO a $S ($0/SS) i po ekspozycji
na SER i Nor-SER, ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Objasnienia: $S/MH - réznice
w wartosciach indukcji promotora recA pomiedzy SS a MH, SO/MH - réznice w wartosciach
indukcji promotora recA pomiedzy $O a MH, $0/SS - réznice w wartosciach indukcji promo-
tora recA pomiedzy SO a $S. SER 0,01 - SER w stezeniu 0,01 mg/dm?, Nor-SER 0,01 - Nor-
-SER w stezeniu 0,01 mg/dm?, SER 0,01 + CIS 0,1 — mieszanina SER w stezeniu 0,01 mg/dm?
z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?, SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 - mieszanina SER w stezeniu
0,01 mg/dm?®z Nor-SER w stezeniu 0,1 mg/dm? z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?
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zaobserwowano potencjacje genotoksycznosci FLU pod wplywem dodania metabo-
litu Nor-FLU. Z kolei w mieszaninie FLU w stezeniu 1 mg/dm?z Nor-FLU w stezeniu
0,1 mg/dm?wykryto efekt synergistycznego dzialania jej sktadnikow.

W poréwnaniu z kontrolg najintensywniej na promotor recA dziatata miesza-
nina FLU w stezeniu 1 mg/dm? z Nor-FLU w ste¢zeniu 0,1 mg/dm?, ktéra wywotala
jego indukcje wynoszaca 6,2% w MH, 7,2% w SS oraz 7,5% w SO. Wzrost indukcji
promotora recA do wartosci powyzej 30% w MH, SS oraz SO wykryto po ekspozycji
hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE na CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?. W przypadku
inkubacji testowej hodowli bakterii z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?’ uzyskano znacz-
nie nizsze (okoto 5%) wartosci indukcji promotora recA w trzech badanych $rodowi-
skach. W mieszaninach z CIS najwyzsze warto$ci genotoksyczno$ci zaobserwowano
w SO, nizsze w SS i najnizsze w MH. Poéréd mieszanin FLU w stezeniach 0,01; 0,1
i 1 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?, poréwnujac do kontroli, najsilniejszym dzia-
faniem na promotor recA odznaczala si¢ mieszanina z najwyzszym stezeniem FLU
1 mg/dm?, ktéra doprowadzita do indukcji promotora recA do 39,8% w MH, 41,2%
w SS oraz do 43,7% w SO. W mieszaninach tych dodanie do FLU leku antynowotwo-
rowego CIS wywotalo efekt potencjacji genotoksycznosci FLU oraz antagonistycznego
i synergistycznego dzialania sklfadnikéw mieszanin. W mieszaninach FLU w steze-
niach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm? wartos$ci indukcji promo-
tora recA byly znacznie nizsze.

Biorac pod uwage mechanizmy genotoksycznosci, w przypadku tych mieszanin
w trzech badanych §rodowiskach (MH, SS oraz SO) zaobserwowano efekt addytyw-
nosci oraz synergistycznego dziatania sktadnikéw mieszanin. Po ekspozycji testo-
wej hodowli bakterii na mieszaniny Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?z CIS w ste-
zeniu 0,1 mg/dm?i Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?®z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?
w MH, SS oraz SO wykryto - po dodaniu do metabolitu Nor-FLU, CIS lub 5-FU -
efekt addytywnosci i synergistycznego dziatania sktfadnikéw mieszanin. Najwyzsze
wartosci indukeji promotora recA w hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE zauwa-
zono w mieszaninie Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?
i wynosily one w trzech badanych $rodowiskach ponad 34%. Posrod badanych mie-
szanin najwyzsze poziomy indukcji promotora recA otrzymano w mieszaninie FLU
w stezeniu 1 mg/dm?z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?i z CIS w stezeniu 0,1 mg/
dm?i osiagnely one wartosci 44,2% w MH, 46,8% w SS oraz 49,2% w SO. W przy-
padku pozostalych mieszanin FLU w stezeniach 0,01 i 0,1 mg/dm?z Nor-FLU w ste-
zeniu 0,1 mg/dm?*i z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? wykryto réwniez wysoka indukcje
tego promotora, ktéra wynosita ponad 36% w MH, ponad 37% w SS oraz ponad 39%
w SO. Dla mieszanin tych pod wptywem dodania CIS wykryto potencjacje ich geno-
toksycznosci. Z kolei w mieszaninie FLU w stezeniu 1 mg/dm?z Nor-FLU w stezeniu
0,1 mg/dm?i z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? wykryto efekt synergistycznego dziatania
ich sktadnikéw. Nizsze warto$ci indukcji promotora recA zanotowano w mieszani-
nach FLU w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?®z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?®iz 5-FU
w stezeniu 0,1 mg/dm?, dla ktérych gtéwnymi mechanizmami genotoksycznosci byly
addytywnos¢ oraz synergistyczne dziatanie ich sktadnikéw. W przeprowadzonych
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RYC. 415. Réznice w warto$ciach indukcji promotora recA w E. coli SM342 recA:luxCDABE
po inkubacji z FLU, Nor-FLU, ich mieszaninami oraz mieszaninami z CIS i 5-FU. Stupki btedéw
wskazujg btad standardowy sredniej z trzech niezaleznych powtérzen. Objasnienia: FLU 0,01 -
FLU w stezeniu 0,01 mg/dm?, Nor-FLU 0,01 - Nor-FLU w stezeniu 0,01 mg/dm?, FLU 0,01 + CIS
0,1 - mieszanina FLU w stezeniu 0,01 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?, FLU 0,01 + Nor-
-FLU 0,1 + CIS 0,1 - mieszanina FLU w stezeniu 0,01 mg/dm? z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?®
z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?®
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badaniach w mieszaninach zaréwno dwu-, jak i tréjsktadnikowych zaobserwowano,
ze niezaleznie od badanego srodowiska dodanie do FLU w stezeniu 1 mg/dm? i do mie-
szaniny FLU w steZeniu 1 mg/dm’z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm? lekéw antyno-
wotworowych CIS i 5-FU wzmacnialo ich genotoksycznos¢ w hodowli E. coli SM342
recA:luxCDABE. Dodanie za$ do FLU w stezeniach 0,01 i 0,1 mg/dm? i do mieszanin
FLU w stezeniach 0,01 i 0,1 mg/dm?z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm? leku anty-
nowotworowego CIS w trzech badanych srodowiskach prowadzilo do potencjacji
genotoksycznosci.

Wzmocnienie genotoksycznosci w mieszaninach w poréwnaniu z sumarycznym
efektem genotoksycznosci ich pojedynczych sktadnikéw stwierdzono w nastepuja-
cych przypadkach:

e FLU w stezeniu 1 mg/dm?z Nor-FLU 0,1 mg/dm? (w MH, SS oraz SO),

e FLU 1 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? (w MH, SS oraz SO),

e FLU I mg/dm?®z 5-FU 0,1 mg/dm? (w MH, SS oraz SO),

e Nor-FLU 0,1 mg/dm?z CIS 0,1 mg/dm? (w SO),

e Nor-FLU 0,1 mg/dm?*z 5-FU 0,1 mg/dm’ (w MH, SS, SO),

e FLU 1 mg/dm?z Nor-FLU 0,1 mg/dm?i z CIS 0,1 mg/dm? (w MH, SS, SO),
e FLU 1 mg/dm?z Nor-FLU 0,1 mg/dm?i z 5-FU 0,1 mg/dm? (w MH, SS, SO).

W zalgczniku B w tabelach 18-20 oraz 45-47 przedstawiono wyniki analizy staty-
stycznej wartosci indukcji promotora recA w hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE
inkubowanej z FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU oraz ich mieszaninami w MH, SS oraz SO.
Potwierdzono obecno$¢ w trzech badanych $rodowiskach istotnych statystycznie réznic
w indukgji promotora recA pomiedzy FLU, Nor-FLU, mieszaninami FLU z Nor-FLU
a CIS, pomiedzy CIS a 5-FU, pomiedzy mieszaninami FLU z CIS, FLU z 5-FU, Nor-
FLU z CIS, Nor-FLU z 5-FU oraz FLU z Nor-FLU i z CIS a mieszaninami FLU i Nor-
FLU zawierajacymi CIS i 5-FU. Ponadto takie réznice w wartosciach indukcji pro-
motora recA w E. coli SM342 recA:luxCDABE wykryto pomiedzy mieszaninami FLU
w stezeniu 1 mg/dm?z Nor-FLU 0,1 mg/dm? iz CIS 0,1 mg/dm? (w MH, SS oraz SO)
oraz FLU 1 mg/dm?z Nor-FLU 0,1 mg/dm? iz 5-FU 0,1 mg/dm?* (w MH) a ich poje-
dynczymi skfadnikami. W mieszaninach hipotetycznych, niezaleznie od badanego
srodowiska, wykazano istotne statystycznie rdznice w wartosciach indukcji promo-
tora recA pomiedzy mieszaning FLU 0,1 mg/dm®z Nor-FLU 0,1 mg/dm? a jej poje-
dynczymi skladnikami (zalacznik B, tabele 45-47).

Analiza podobienstwa dzialania FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin
na parametr indukcji promotora recA wykryta dwa gtéwne skupienia, ktore charak-
teryzowaly sie podobnymi wartosciami indukcji promotora recA w hodowli E. coli
SM342 recA:luxCDABE. W trzech badanych $rodowiskach w pierwszym skupieniu
znajdowaly sie leki, metabolity oraz mieszaniny dwu- i tréjskladnikowe zawiera-
jace w swoim skladzie 5-FU. W drugim za$ skupieniu wykryto CIS oraz mieszaniny
ja zawierajace (zalacznik C, ryc. 22-24). Na tej podstawie stwierdzono, ze w trzech
badanych srodowiskach obecnos¢ w mieszaninach CIS miata wptyw na zréznicowa-
nie ich dzialania na indukcje promotora recA.
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W zalagczniku A w tabeli 16 oraz na ryc. 4.16 przedstawiono réznice w wartosciach
indukcji promotora recA w E. coli SM342 recA:luxCDABE pomiedzy SS a MH (SS/MH),
SO a MH (SO/MH) i pomiedzy SO a SS (SO/SS) po ekspozycji na FLU i Nor-FLU,
ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Po ekspozycji badanej hodowli bakte-
rii na FLU w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm? tylko w najwyzszym stezeniu wykryto
niewielkie réznice w indukcji promotora recA miedzy SO a SS, SO a MH oraz SS
a MH i wynosity one odpowiednio 0,2; 0,4 i 0,2%. W nizszych badanych stezeniach
FLU - 0,01 i 0,1 mg/dm? - nie stwierdzono réznic w indukcji promotora recA pomie-
dzy badanymi $rodowiskami MH, SS i SO.

Metabolit Nor-FLU w stezeniu 1 mg/dm?* wywolal niewielkie réznice do 1,3%
w indukcji promotora recA pomiedzy SO a MH. W najnizszym badanym stezeniu
Nor-FLU 0,01 mg/dm? nie stwierdzono réznic w indukcji promotora recA pomie-
dzy MH, SS oraz SO. Podobne warto$ci réznic okoto 1,5% miedzy SO/MH w induk-
cji promotora recA zauwazono po inkubacji badanej hodowli bakterii z miesza-
ninami FLU w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?*z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?.
Réznice wynoszace ponizej 1% w indukcji promotora recA w hodowli E. coli SM342
recA:luxCDABE pomiedzy badanymi srodowiskami (SO a MH, SS a MH oraz SO
a SS) wykryto po inkubacji hodowli z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?. Z kolei ekspozy-
cja hodowli bakterii na 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm? spowodowala pojawienie sie
réznic w indukcji promotora recA z maksymalng wartoscig 0,4% miedzy SO a MH.
Niewielki wzrost réznic w indukcji promotora recA — do 3,9% pomiedzy SO a MH -
zauwazono po ekspozycji E. coli SM342 recA:luxCDABE z mieszaninami FLU w ste-
zeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?. Inkubacja testowej hodowli
bakterii z mieszaninami FLU w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?®z 5-FU w stezeniu
0,1 mg/dm?doprowadzila do pojawienia si¢ réznic w indukcji promotora recA pomie-
dzy SO a MH wynoszacych 2,5%.

Réwniez nieznaczne rdznice pomiedzy badanymi srodowiskami w indukgji pro-
motora recA w hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE zauwazono po inkubacji bak-
terii z mieszaninami Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?
oraz z mieszaninami Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?.
Podwyzszenie wartosci réznic w indukeji promotora recA wykryto po ekspozyciji testo-
wej hodowli bakterii na mieszaniny FLU w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?z Nor-FLU
w stezeniu 0,1 mg/dm?i z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?do 2,6% pomiedzy SSa MH,
do 5% pomiedzy SO a MH oraz do 2,4% pomiedzy SO a SS. Inkubacja E. coli SM342
recA:luxCDABE z mieszaninami FLU w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?z Nor-FLU
w stezeniu 0,1 mg/dm?z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?® wywotala réznice w indukcji
promotora recA z maksymalng wartoscig 1,1% pomiedzy SO a MH. Otrzymane wyniki
wykazaly, ze najwieksza roznice w wartosciach indukeji promotora recA pomiedzy
badanymi $§rodowiskami w testowej hodowli bakterii wykryto po jej inkubacji z mie-
szaning FLU w stezeniu 1 mg/dm? z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?oraz z CIS w ste-
zeniu 0,1 mg/dm? i wynosita ona 5%.
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RYC. 416. Réznice w wartosciach indukcji promotora recA w E. coli SM342 recA:luxCDABE
pomiedzy $S a MH (SS/MH), $O a MH (SO/MH) i pomiedzy $0 a SS (S0/SS) po ekspozycii
na FLU i Nor-FLU, ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Objasnienia: $S/MH - réznice
w warto$ciach indukcji promotora recA pomiedzy $S a MH, $0/MH - réznice w wartosciach
indukcji promotora recA pomiedzy SO a MH, $0/$S - réznice w wartosciach indukcji promo-
tora recA pomiedzy $O a $S. FLU 0,01 - FLU w stezeniu 0,01 mg/dm?, Nor-FLU 0,01 - Nor-
-FLU w stezeniu 0,01 mg/dm?, FLU 0,01 + CIS 0,1 — mieszanina FLU w stezeniu 0,01 mg/dm?®
z CIS w stezeniu 0,1 mg/dmd, FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 - mieszanina FLU w stezeniu
0,01 mg/dm?® z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm?®z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?
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RYC. 4.17. Réznice w wartosciach indukcji promotora recA w E. coli SM342 recA:luxCDABE po inku-
bacji z CIT i D-CIT, ich mieszaninami oraz mieszaninami z CIS i 5-FU. Stupki btedéw wskazujg btad
standardowy Sredniej z trzech niezaleznych powtorzen. Objasnienia: CIT 0,01 - CIT w stezeniu
0,01 mg/dmé, D-CIT 0,01 - D-CIT w stezeniu 0,01 mg/dm?, CIT 0,01 + CIS 0,1 - mieszanina CIT
w stezeniu 0,01 mg/dm?3 z CIS w stezeniu 0,1 mg/dmé, CIT 0,01 + D-CIT 0,1 + CIS 0,1 - miesza-
nina CIT w stezeniu 0,01 mg/dm?z D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?®

o
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W zalaczniku A w tabeli 17 przedstawiono wartosci indukcji promotora recA
w E. coli SM342 recA:luxCDABE po ekspozycji na CIT i D-CIT, ich mieszaniny
oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. W poréwnaniu z kontrolg ekspozycja bakterii na CIT
w stezeniu 1 mg/dm’ doprowadzita do indukcji promotora recA wyzszej o 3,8% w MH,
4,2% w SS oraz 4,7% w SO (ryc. 4.17). W nizszym badanym stezeniu CIT i D-CIT
0,01 i 0,1 mg/dm?® nie wykryto oddzialywania leku i metabolitu na promotor recA.
Wartosci jego indukeji w hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE dla najwyzszego
badanego stezenia metabolitu D-CIT wynosity maksymalnie 1,8% w SO. Inkubacja
testowego szczepu bakterii z mieszaninami CIT w stezeniu 1 mg/dm?® z D-CIT w ste-
zeniu 0,1 mg/dm?® wywolata indukcje promotora recA w E. coli SM342 recA:luxCDABE
do wartoéci 8,2% w MH, 8,7% w SS i 9,3% w SO. Dla mieszaniny tej w trzech bada-
nych srodowiskach wykryto potencjacje genotoksycznosci D-CIT pod wplywem
dodania CIT. Wzrost indukcji promotora recA do 33,9% w SO stwierdzono po eks-
pozycji badanej hodowli bakteryjnej na CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? i do 5,5% w SO
po ekspozycji na 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?’. Posr6d mieszanin CIT w stezeniach
0,01; 0,1 i 1 mg/dm?’z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm” najintensywniej na promotor recA
dziatala mieszanina zawierajgca CIT w stezeniu 1 mg/dm?, ktéra doprowadzila do jego
indukcji do 40,1% w MH, 40,9% w SS i do 41,5% w SO. Z kolei inkubacja hodowli
bakteryjnej z mieszaninami CIT w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?z 5-FU w steze-
niu 0,1 mg/dm?wywotata nizsze w poréwnaniu z mieszaninami CIT z CIS wartosci
indukcji promotora recA, maksymalnie do 12,9% w SO.

W przypadku powyzszych mieszanin wykryto, ze niezaleznie od badanego $ro-
dowiska gtéwnymi mechanizmami genotoksycznosci byly addytywnos¢, potencjacja
oraz synergistyczne dzialanie sklfadnikéw mieszanin. Zauwazono, ze dodanie do CIT
w stezeniu 1 mg/dm? leku antynowotworowego CIS lub 5-FU wywotywalo syner-
gistyczne oddzialywanie obu skladnikéw mieszanin i wzrost ich genotoksycznosci.
Oddzialywanie na hodowle E. coli SM342 recA:luxCDABE mieszaning D-CIT w ste-
zeniu 0,1 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? spowodowalo indukcj¢ promotora recA
do wartoéci powyzej 33% w MH, SS oraz SO. W przypadku za$ mieszaniny D-CIT
w stezeniu 0,1 mg/dm? z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm? wartosci indukgji promotora recA
byly znacznie nizsze. W obu mieszaninach gléwnym mechanizmem dziatania byta
potencjacja genotoksycznosci D-CIT pod wplywem dodania CIT lub 5-FU. Sposréd
mieszanin CIT w stezeniach 0,01; 0,1 i 1 mg/dm?*z D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm?i z CIS
w stezeniu 0,1 mg/dm”’ najintensywniej na promotor recA oddzialywala mieszanina
zawierajaca najwyzsze stezenie CIT 1 mg/dm?, ktéra wywolala jego indukcje do war-
toéci ponad 40% w MH, SS oraz SO. Mieszaniny CIT w stezeniach 0,01 i 0,1 mg/dm?
z D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm?i z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? z podobng intensyw-
noscig oddzialywaly na promotor recA w hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE.
Ekspozycja hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE na mieszaniny CIT w stezeniach
0,01; 0,11 1 mg/dm?®z D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm?oraz z 5-FU w stezeniu 0,1 mg/dm?
wywolala znacznie nizsze wartosci indukeji promotora recA w poréwnaniu z miesza-
ninami CIT z D-CIT i z CIS. Dla mieszanin tych, niezaleznie od badanego srodowiska
(MH, SS, SO), gtéwnymi mechanizmami dzialania byta potencjacja genotoksycznosci
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RYC. 4.18. Réznice w warto$ciach indukcji promotora recA pomiedzy $S a MH ($S/MH), $0 a MH
(SO/MH) i pomiedzy SO a $S (S0/SS) po ekspozycji na CIT i D-CIT, ich mieszaniny oraz miesza-
niny z CIS i 5-FU. Objasnienia: $S/MH - réznice w wartosciach indukcji promotora recA pomie-
dzy $S a MH, $O/MH - réznice w wartosciach indukcji promotora recA pomiedzy SO a MH,
$0/$S - réznice w wartosciach indukcji promotora recA pomiedzy $O a $S. CIT 0,01 - CIT w ste-
zeniu 0,01 mg/dm?, D-CIT 0,01 - D-CIT w stezeniu 0,01 mg/dm?, CIT 0,01 + CIS 0,1 - mieszanina
CIT w stezeniu 0,01 mg/dm? z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?, CIT 0,01 + D-CIT 0,1 + CIS 0,1 - mie-
szanina CIT w stezeniu 0,01 mg/dm? z D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm?z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm?®
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mieszanin CIT w stezeniach 0,01 i 0,1 mg/dm? z D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm? pod
wplywem dodania lekéw antynowotworowych CIS lub 5-FU. W przypadku za$ mie-
szaniny CIT w stezeniu 1 mg/dm? z D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm?* dodanie CIS
lub 5-FU wywotywalo synergistyczne dziatanie ich skfadnikéw. W przeprowadzo-
nych badaniach niezaleznie od testowanego srodowiska w mieszaninach zawieraja-
cych CIT i D-CIT dominowaly gtéwnie potencjacja genotoksycznosci i synergistyczne
dzialanie ich sktadnikow.

Wzmocnienie genotoksycznosci w mieszaninach w poréwnaniu z sumarycznym
efektem genotoksycznosci ich pojedynczych sktadnikow stwierdzono w nastepuja-
cych przypadkach:

e CIT w stezeniu 1 mg/dm?3z CIS 0,1 mg/dm? (w MH, SS, SO),

e CIT 1 mg/dm?z 5-FU 0,1 mg/dm? (w MH, SS, SO),

e CIT 1 mg/dm?z D-CIT 0,1 mg/dm?oraz z CIS 0,1 mg/dm? (w MH, SS, SO),

e CIT 1 mg/dm?z D-CIT 0,1 mg/dm?® oraz z 5-FU 0,1 mg/dm?* (w MH, SS, SO).

W zalaczniku B w tabelach 27-29 oraz 54-56 przedstawiono wyniki analizy staty-
stycznej wartosci indukeji promotora recA w hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE
inkubowanej z CIT, D-CIT, CIS i 5-FU oraz ich mieszaninami w MH, SS oraz SO.
Wykryto istotne statystycznie réznice w warto$ciach indukcji promotora recA pomie-
dzy CIT, D-CIT, 5-FU, mieszaninami CIT z D-CIT, CIT z 5-FU, D-CIT z 5-FU, CIT
zD-CIT iz 5-FU a CIS. Zaobserwowano réwniez istotne statystycznie réznice pomie-
dzy CIT, D-CIT, CIS i 5-FU oraz ich mieszaninami a mieszaninami CIT i D-CIT
zawierajagcymi w swoim skladzie CIS i 5-FU. Niezaleznie od badanego $rodowiska
stwierdzono brak istotnych statystycznie réznic w warto$ciach indukcji promotora
recA w E. coli SM342 recA:luxCDABE pomigdzy badanymi mieszaninami i miesza-
ninami hipotetycznymi a ich pojedynczymi sktadnikami.

Analiza podobienstwa dzialania CIT, D-CIT, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin
na parametr indukcji promotora recA wykryta dwa gléwne skupienia charakteryzu-
jace sie podobnymi wartosciami indukcji promotora recA w hodowli E. coli SM342
recA:luxCDABE. Bez wzgledu na badane $rodowisko w pierwszym skupieniu znajdo-
waly sie leki, metabolity oraz mieszaniny dwu- i trojsktadnikowe zawierajace w swoim
skladzie 5-FU, nie zaobserwowano mieszanin z CIS. W drugim natomiast skupieniu
wykryto obecno$¢ CIS oraz mieszanin z CIS (zalgcznik C, ryc. 25-27). Na tej podsta-
wie stwierdzono, ze obecnos¢ w mieszaninach CIS wplywata na zréznicowanie war-
to$ci indukeji promotora recA w hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE.

W zalgczniku A w tabeli 18 przedstawiono roznice w wartosciach indukcji pro-
motora recA w E. coli SM342 recA:luxCDABE pomiedzy SS a MH (SS/MH), SO a MH
(SO/MH) i pomiedzy SO a SS (SO/SS) po ekspozycji na CIT i D-CIT, ich mieszaniny
oraz mieszaniny z CIS i 5-FU. Uzyskane w przeprowadzonych badaniach wyniki
réznic w powyzszych wartoéciach pomiedzy SS a MH (SS/MH), SO a MH (SO/MH)
i pomiedzy SO a SS (SO/SS) byty nizsze od 2% (ryc. 4.18).
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5. Dyskusja

Dynamiczny rozwdj wspolczesnej medycyny oraz przemystu farmaceutycznego skut-
kuje globalnym wzrostem zuzycia farmaceutykéw, ktére po przemianach metabo-
licznych w organizmach ludzkich i zwierzecych zaréwno w formie niezmienionej,
jak i metabolitéw systemami kanalizacyjnymi dostaja si¢ do oczyszczalni $ciekow. Tam
cze$¢ z nich ulega rozkladowi przez drobnoustroje do CO, i H,Olub jest sorbowana
w osadzie §ciekowym. Inne farmaceutyki, charakteryzujace si¢ wigkszg trwaloscig
i polarnoscia, ulegna tylko czesciowej eliminacji ze $ciekoéw i stanowigc niebezpieczne
skazenie, zostang odprowadzone do odbiornika wraz ze $ciekami oczyszczonymi.
Oczyszczalnie $ciekdw stanowig najwiekszy rezerwuar pozostalosci farmaceutycz-
nych odprowadzanych bezposrednio do wod powierzchniowych (Kiimmerer, 2009;
Lonappan i wsp., 2016; Mezzelani i wsp., 2018). Jureczko i Kalka (2020) w swojej pracy
przegladowej dotyczacej zanieczyszczenia wod lekami antynowotworowymi podaja,
ze do 2014 roku na calym $wiecie w glebach, morzach, jeziorach, rzekach i wodach
podziemnych wykryto 631 farmaceutykow. Nie tylko farmaceutyki, lecz takze pro-
dukty ich metabolizmu wprowadzone do $rodowiska oddzialtuja na organizmy wodne,
zakldcajac ich prawidlowe funkcjonowanie (Kiimmerer, 2009; Lonappan i wsp., 2016;
Mezzelani i wsp., 2018). Zanieczyszczenia farmaceutyczne stanowia problem w obsza-
rze zaopatrzenia ludzi w wode przeznaczong do spozycia, ujmowang ze zrédet pod-
ziemnych i powierzchniowych. Woda przeznaczona do konsumpcji jest réwniez wyko-
rzystywana w przemysle spozywczym, w technologicznych procesach przetworstwa
zywnosdci i wtedy staje sie zrodtem przedostawania si¢ farmaceutykow do zywnosci
(Bogdanowicz i Wasowski, 2018).

Ze wzgledu na globalny wzrost epizodéw depresyjnych oraz schorzen nowotwo-
rowych leki antydepresyjne (szczegdlnie z grupy SSRI) i antynowotworowe sg coraz
czgsciej wykrywane w matrycach §rodowiskowych (Mole i Brooks, 2019; Gornik
i wsp., 2020; Shi i wsp., 2020). Rowniez epidemia COVID-19 przyczynita si¢ do wzro-
stu spozycia lekéw antydepresyjnych (Deng i wsp., 2020; Rabeea i wsp., 2021). Obecnie
dysponujemy niewielka wiedza na temat potencjatu ich oddziatywania na mikro-
organizmy w $ciekach oraz ich toksycznosci w mieszaninach z lekami antynowo-
tworowymi (Kiimmerer, 2009; Lonappan i wsp., 2016). W zwigzku z powyzszym
w prezentowanej pracy okreslono toksycznos¢, cytotoksycznosé i genotoksycznosé
wybranych lekéw antydepresyjnych - SER, FLU i CIT, ich metabolitéw — Nor-SER,
Nor-FLU i D-CIT, ich mieszanin oraz mieszanin z lekami antynowotworowymi,
CISi5-FU, w MH, SS oraz SO. Ponadto dokonano oceny wplywu $ciekéw surowych
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i oczyszczonych na toksycznos¢, cytotoksyczno$c i genotoksycznos$é wyzej wymienio-
nych lekéw antydepresyjnych, ich metabolitéw, mieszanin oraz mieszanin z lekami
antynowotworowymi CIS i 5-FU.

W prezentowanych w tej monografii badaniach wlasnych wykazano, ze zaréwno
leki antydepresyjne SER, FLU i CIT, ich metabolity Nor-SER, Nor-FLU i D-CIT,
ich mieszaniny, jak i mieszaniny z lekami antynowotworowymi CIS i 5-FU z rézna
intensywnoscig oddziatywaly na zywotno$¢ bakterii E. coli K-12 we wszystkich trzech
badanych $rodowiskach (MH, SS oraz SO). W literaturze naukowej brakuje badan
dotyczacych aktywnosci toksycznej i genotoksycznej lekéw antydepresyjnych i lekow
antynowotworowych oraz ich mieszanin w SS i SO. Dlatego tez w niniejszej dyskusji
otrzymane w badaniach wlasnych wyniki odniesiono do rezultatéw analiz prowadzo-
nych w laboratoryjnych mediach hodowlanych, a takze do innych niz E. coli gatun-
kow drobnoustrojéw. W pracach Bohnert i wsp. (2011) oraz Ayaz i wsp. (2015) udo-
kumentowano przeciwdrobnoustrojowa aktywno$¢ lekow nalezacych do grupy SSRIs,
gltéwnie SER i FLU, wzgledem niektérych Gram-dodatnich bakterii. Leki te wykazy-
waly réwniez aktywnos¢ przeciwko innym drobnoustrojom, jak Haemophilus influ-
enzae, Moraxella catarrhalis, Campylobacter jejuni i Acinetobacter, niektérym drob-
noustrojom nalezacym do Staphylococci i Enterococci oraz beztlenowcom z gatunku
Bacteroides fragilis.

W przedstawianych w tej monografii badaniach zauwazono, ze posrod analizo-
wanych mieszanin z SER najintensywniejszym dzialaniem na zywotnos¢ hodowli
E. coli K-12 w MH, SS oraz SO odznaczaly si¢ mieszaniny SER w stezeniach 0,1 i 1 mg/
dm?z Nor-SER (0,1 mg/dm?)i z CIS (0,1 mg/dm?) oraz SER (1 mg/dm?) z Nor-SER
(0,1 mg/dm?) iz 5-FU (0,1 mg/dm?). Stwierdzono tez, Ze w trzech srodowiskach (MH,
SS, SO) w wiekszosci z badanych mieszanin SER i Nor-SER z lekami antynowotworo-
wymi CIS i 5-FU zaobserwowano wyzsza toksyczno$¢ w poréwnaniu z sumaryczng
toksycznoscia poszczegélnych skladnikéw mieszanin.

W pismiennictwie naukowym brak jest badan dotyczacych toksycznosci miesza-
nin lekéw antydepresyjnych z antynowotworowymi w $ciekach. Dlatego tez otrzy-
mane w badaniach wlasnych rezultaty poréwnano z wynikami badan prowadzonych
w mediach hodowlanych i dotyczacych toksycznosci mieszanin lekéw antydepresyj-
nych z innymi lekami, np. antybiotykami.

We wczesniejszych pracach prowadzonych przez Munoz-Bellido i wsp. (2000)
oraz Bohnert i wsp. (2011) autorzy odkryli toksyczne oddzialywanie lekéw z grupy
SSRIs w mieszaninach z antybiotykami i w stosunku do Corynebacterium urealy-
ticum. W przypadku SER zauwazono jej toksyczne dziatanie w polaczeniu z tetra-
cyklinami i fluorochinolonami (Mufioz-Bellido i wsp., 2000; Bohnert i wsp., 2011).
W kolejnej pracy Ayaz i wsp. (2015) badacze wykryli wysoka antymikrobiologiczna
aktywnos¢ SER stosowanej w zakresie stezen od 10 mg/dm?* do 100 mg/dm?’ wzgle-
dem szczepdw z kolekcji ATCC oraz klinicznych izolatéw Staphylococcus aureus,
Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa. Sertralina wykazywala réwniez zna-
czaca aktywnos$¢ przeciwgrzybicza wzgledem Aspergillus niger, Aspergillus fumiga-
tus, Aspergillus flavus i Fusarium solani. Ponadto w mieszaninach z antybiotykami
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(ciprofloksacyna, lewofloksacyna, norfloksacyna, moksifloksacyng oraz cefeksymem
i gentamycyna) znaczaco wzmacniala ich antybakteryjne dziatanie. W kolejnej pracy
Krzyzek i wsp. (2019) udokumentowano réwniez wysoka aktywno$¢ antybakteryjng
SER wzgledem réznych szczepoéw Helicobacter pylori. Dla szczepu H. pylori 7556 war-
to$¢ najnizszego stezenia SER catkowicie hamujacego wzrost hodowli wynosita 2 mg/
dm?. Biorac pod uwage przeciwdrobnoustrojowy mechanizm dzialania SSRIs, uwaza
sie, ze leki te moga dziala¢ jako inhibitory pompy wyptywowej (ang. efflux pump)
i ten mechanizm jest najprawdopodobniejszy w toksycznym dzialaniu SER przeciwko
Corynebacterium urealyticum w mieszaninach z niektérymi antybiotykami, takimi
jak tetracykliny i fluorochinolony (Bohnert i wsp., 2011).

Rezultaty badan wlasnych prezentowanych w tej monografii wykazaly, ze we
wszystkich badanych srodowiskach (MH, SS oraz SO) najwyzsze wartosci inhibicji
zywotnoéci E. coli K-12 wykryto w mieszaninach FLU w stezeniu 1 mg/dm?z Nor-
-FLU (0,1 mg/dm?) oraz z CIS (0,1 mg/dm?) i FLU (1 mg/dm?) z CIS (0,1 mg/dm?).
Stwierdzono tez, ze toksycznos¢ mieszanin FLU (1 mg/dm?) z CIS (0,1 mg/dm?) w MH;
Nor-FLU (0,1 mg/dm?) z CIS (0,1 mg/dm?®) w MH; FLU (0,01; 0,1 i 1 mg/dm?) z Nor-
-FLU (0,1 mg/dm?) i z CIS (0,1 mg/dm?® w MH; FLU (0,01; 0,1 mg/dm?) z Nor-FLU
(0,1 mg/dm?) i z CIS (0,1 mg/dm?) w MH byta wyzsza w stosunku do hodowli E. coli
w poréwnaniu z sumarycznym efektem toksycznosci pojedynczych sktadnikéw mie-
szanin. Wykryto, ze metabolit Nor-FLU w stezeniach 0,1 i 1 mg/dm? w trzech bada-
nych $rodowiskach dziatal inhibicyjnie na Zywotnos¢ E. coli K-12. Podobnie w pra-
cach De Sousa i wsp. (2018) autorzy stwierdzili przeciwbakteryjne dzialanie FLU
wobec standardowych i wieloopornych szczepdéw bakterii Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus i Escherichia coli. Réwniez w eksperymentach laboratoryj-
nych przeprowadzonych przez Foletto i wsp. (2020) wykryto znaczng aktywnos$é
przeciwdrobnoustrojowa FLU wzgledem szczepow Acinetobacter baumannii MDR
i Escherichia coli ATCC 35218. De Sousa i wsp. (2018) udokumentowali takze efekt
wzmocnienia aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej FLU w mieszaninach ze zna-
nymi antybiotykami - erytromycyna, gentamycyna, imipenemem, norfloksacyna
i tetracykling. W przeprowadzonych badaniach autorzy wykryli znaczace dziatanie
przeciwbakteryjne FLU wzgledem testowych szczepow bakterii. Ponadto wykazali,
ze FLU w mieszaninach zmienia aktywnos¢ przeciwbakteryjng analizowanych anty-
biotykow (de Sousa i wsp., 2018).

Sposréd trzech badanych w prezentowanej monografii lekéw, a mianowicie
SER, FLU i CIT, to wlaénie ten ostatni najstabiej oddziatywal na zywotnos¢ E. coli.
Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa CIT wzgledem drobnoustrojéw wchodzacych
w sktad mikrobiomu przewodu pokarmowego cztowieka zostala opisana w pracy
McGovern i wsp. (2019). Jej autorzy w badaniach wlasnych wykryli, Ze najsilniejszym
dziataniem inhibitorowym w stosunku do zywotnosci hodowli E. coli odznaczaly sie
mieszaniny CIT w stezeniach 0,1 i 1 mg/dm?z D-CIT w stezeniu 0,1 mg/dm?iz CIS
w stezeniu 0,1 mg/dm? oraz CIT w stezeniu 1 mg/dm? z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm’.
Zaobserwowano rowniez, ze w MH toksycznos¢ mieszaniny CIT w stezeniu 1 mg/dm?
z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm? byla wyzsza w poréwnaniu z sumaryczng toksycznoscia
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wszystkich skltadnikéw mieszaniny. Podobne rezultaty otrzymali w pracy Ayaz i wsp.
(2015), w ktorej zbadano potencjal przeciwbakteryjny CIT oraz jego mieszanin
z wybranymi antybiotykami wzgledem klinicznych izolatéw bakterii Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych. W badaniach tych udokumentowano, ze CIT dziatat przeciwbak-
teryjnie wzgledem Salmonella typhi, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
S. aureus, P. aeruginosa i Enterococcus faecalis. Ponadto w polaczeniu z antybiotykami
wzmacnial ich aktywnos¢ przeciwbakteryjna.

Obecnos¢ lekow nalezacych do grupy SSRIs i ich metabolitow stwierdzono
nie tylko w $ciekach i wodach powierzchniowych, ale takze w wodzie wodociagowe;.
Charakteryzuja si¢ one takze dosy¢ znaczng zdolnoscia bioakumulacji w stezeniach
ng/g w takich organizmach wodnych jak ryby i mieczaki. Oprécz SER, FLU i CIT
w tkankach organizméw wodnych, w mézgu, watrobie i migsniach wykryto réw-
niez ich metabolity Nor-FLU i Nor-SER (Silva i wsp., 2012; Puckowski i wsp., 2016).
W testach toksykologicznych prowadzonych na rybach i mieczakach udokumento-
wano, ze leki z grupy SSRIs, w tym SER i FLU stosowane w steZeniu spotykanym
w $rodowisku, wywoluja zaburzenia wielu proceséw anatomicznych i fizjologicznych
(Bossus i wsp., 2014; Silva i wsp., 2015).

W organizmie cztowieka SER, FLU i CIT ulegaja demetylacji, w wyniku czego
powstaja ich metabolity - Nor-SER, Nor-FLU i D-CIT. W przeprowadzonych w pre-
zentowanej monografii badaniach wlasnych wykazano toksyczne oddziatywanie tych
metabolitow wzgledem testowego szczepu E. coli. Otrzymane wyniki sg zgodne z wyni-
kami pracy Lépez-Mufioz i Alamo (2013), ktérzy udowodnili, ze w testach na myszach
i szczurach niektoére z metabolitéw lekéw antydepresyjnych odznaczajg sie znaczna
toksycznos$cia. Rowniez Tiwari i wsp. (2017) w swojej pracy podaja, Ze metabolity
Nor-FLU oraz Nor-SER charakteryzuja si¢ wyzsza o 50% toksyczno$cia w poréwna-
niu z lekami macierzystymi FLU i SER. Z kolei Osawa i wsp. (2019) opisali toksycz-
nos¢ gléwnych metabolitéw CIT wykrytych w $ciekach.

W badaniach wlasnych przedstawionych w tej pracy wykazano, ze SER, FLU i CIT
oraz ich metabolity - Nor-SER, Nor-FLU i D-CIT - wplywaly z rézng intensywnoscia
na poziom fluorescencji biatka GFP w MH, SS oraz SO. Po ekspozycji hodowli E. coli
MM?294-GFP na niektére mieszaniny badanych lekéw i metabolitow z lekami anty-
nowotworowymi CIS i 5-FU zauwazono intensywniejszy efekt cytotoksyczny wzgle-
dem biatka GFP w poréwnaniu z sumarycznym efektem cytotoksycznosci sktadnikéw
mieszanin. Po$réd badanych mieszanin najsilniejszym dzialaniem cytotoksycznym
wzgledem biatka GFP odznaczaly si¢ te zawierajace w swoim skiadzie SER w stezeniu
1 mg/dm?*z CIS (0,1 mg/dm?); z Nor-SER (0,1 mg/dm?)i z CIS (0,1 mg/dm?); z Nor-
-SER (0,1 mg/dm?®) iz 5-FU (0,1 mg/dm?). W przypadku mieszaniny SER (1 mg/dm?)
z Nor-SER (0,1 mg/dm?) i z CIS (0,1 mg/dm?) w MH, SS oraz SO wykryto wyzsza
cytotoksycznos¢ w poréwnaniu do sumarycznej cytotoksycznosci pojedynczych sub-
stancji wchodzacych w sktad mieszaniny. Z kolei FLU, CIT, ich metabolity Nor-FLU
i D-CIT, ich mieszaniny oraz mieszaniny z lekami antynowotworowymi w mniejszym
stopniu oddziatywaly na bialko GFP w poréwnaniu z SER, jej metabolitem Nor-SER,
ich mieszaninami oraz mieszaninami z CIS i 5-FU.

124



W literaturze naukowej udokumentowano przydatnos¢ réznych szczepdw bakte-
rii z plazmidowymi konstruktami genowymi z genem gfp w badaniach cytotoksycz-
nos$ci (Baumstark-Khan i wsp., 1999; Rabbow i wsp., 2002; Baumstark-Khan i wsp.,
2007). W testach toksycznosci prowadzonych na rybach wykryto, ze FLU oddziatuje
na ich hormony plciowe i wplywa na aktywnos¢ genéw zaangazowanych w funkcje
reprodukcyjne (Caracciolo i wsp., 2015). Gil-Ad i wsp. (2008) w swojej pracy udo-
kumentowali wlasciwosci cytotoksyczne lekéw z grupy SSRIs. Stwierdzono, ze FLU
dziala inhibicyjnie na proliferacje komorek raka prostaty, CIT natomiast indukowat
apoptoze w komorkach biataczki szpikowej HL-60. Indukcje apoptozy przez FLU
i CIT zauwazono réwniez w komoérkach chtoniaka Burkitta. Podobnie i SER wyka-
zywala aktywnos¢ antyproliferacyjng w liniach komdrkowych raka jelita grubego
HT?29 (Gil-Ad i wsp., 2008). Jej cytotoksyczne wlasciwosci zauwazono takze w bada-
niach na ludzkich limfocytach (Istifli i wsp., 2018). W pracy Nalecz-Jaweckiego i wsp.
(2020) badano na pierwotniaku Spirostomum ambiguum toksyczno$¢ i potencjal bio-
akumulacji najczesciej wykrywanych w srodowisku lekow antydepresyjnych nale-
zacych do grupy SSRIs, jak FLU, SER, paroksetyna i mianserina. Spo$réd nich SER
wykazywata najwyzsza toksycznos¢ z wartosciami EC, | zawierajacymi si¢ w grani-
cach 0d 0,2 do 0,7 mg/dm?. Dodatkowo charakteryzowata si¢ réwniez najwyzszym
stopniem bioakumulacji. W kolejnej pracy Sehonova i wsp. (2019) w testach na Danio
rerio oraz Xenopus tropicalis wykazali, Ze SER stosowana w stezeniach 0,1; 1; 10; 100
11000 pg/dm’ oddziatywata szkodliwie na rozwoj organizméw. W wyzszym stezeniu
badanego leku zaobserwowano skutki §miertelne, w nizszym natomiast, odpowia-
dajacym stezeniu wykrywanemu w srodowisku, odnotowano wyrazny wptyw SER
na ekspresje gendw zwiagzanych z rozwojem serca, oczu, mézgu i kosci.

Mikrobiologiczne biosensory z promotorem recA w transkrypcyjnej fuzji z genem
reporterowym luxCDABE i innymi genami reporterowymi (np. gfp, lacZ) znalazly
zastosowanie w ocenie genotoksycznosci lekéw i innych zwigzkéw chemicznych
(Kostrzynska i wsp., 2002; Belyaev, 2011; Kessler i wsp., 2012; Melamed i wsp., 2012;
Lee i wsp., 2013). W przeprowadzonych badaniach wlasnych opisanych w niniejszej
monografii zauwazono, ze SER, FLU i CIT, metabolity Nor-SER, Nor-FLU i D-CIT,
ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU oddzialywaly na aktywno$¢ promotora
recA i poziom ekspresji genu luxCDABE w E. coli SM342 recA:luxCDABE. Wigkszo$¢
przedstawianych w literaturze badan genotoksycznosci lekéw antydepresyjnych SER,
FLU i CIT, ich metabolitéw oraz lekéw antynowotworowych wykonywano gléwnie
na modelach eukariotycznych i w mediach laboratoryjnych, a nie w $ciekach, dlatego
tez otrzymane w badaniach wilasnych rezultaty odniesiono do analiz na organizmach
modelowych innych niz E. coli. Z badanych w prezentowanej monografii lekéw, meta-
bolitéw oraz mieszanin najsilniejszy efekt genotoksyczny w hodowli E. coli SM342
recA:luxCDABE wywotywatla SER z Nor-SER oraz mieszaniny zawierajgce w swoim
sktadzie SER, a mianowicie SER w stezeniach 0,1 i 1 mg/dm?z Nor-SER (0,1 mg/dm?)
z CIS (0,1 mg/dm’) oraz SER (1 mg/dm?) z CIS (0,1 mg/dm?). Wykryto réwniez, Ze nie-
zaleznie od badanego $rodowiska (MH, SS oraz SO) wiekszo$¢ mieszanin SER i Nor-
SER z lekami antynowotworowymi CIS i 5-FU wykazywata wyzszg genotoksycznos¢
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w poréwnaniu z sumaryczng genotoksycznoscia pojedynczych sktadnikéw miesza-
nin. W badaniach naukowych zauwazono, ze leki z grupy SSRIs, w tym SER, FLU
i CIT, wykazujg dzialanie toksyczne i genotoksyczne oraz majg potencjal genera-
cji stresu oksydacyjnego jako gtéwnego mechanizmu prowadzacego do trwatych
uszkodzen komoérek eksponowanych na te leki (Goolsby i wsp., 2013; Hazelton i wsp.,
2013; Hazelton i wsp., 2014; Silva i wsp., 2015; Jajoo i wsp., 2020). W przeprowadzo-
nym na larwach Drosophila melanogaster eksperymencie Jajoo i wsp. (2020) wykryli
genotoksyczne dzialanie SER, ktdre bylo nastepstwem kumulacji peknie¢ podwojnej
nici DNA w mitotycznie aktywnych tkankach traktowanych SER. Ekspozycja uszko-
dzonych tkanek na kwas askorbinowy prowadzila do zmniejszenia uszkodzen DNA.
Réwniez Battal i wsp. (2014) w swojej pracy opisali zaobserwowane w tkankach
szczuréw podwyzszenie parametréw stresu oksydacyjnego po ich ekspozycji na SER.
Podobnie w przypadku CIT i FLU wykazano, Ze oba te leki stosowane w stezeniu 500
ng/dm?® wywolywaly stres oksydacyjny i dziataly genotoksycznie (Goolsby i wsp., 2013;
Silva i wsp., 2015). Z kolei w eksperymencie na matzach z gatunku M. galloprovincia-
lis udokumentowano, ze pod wplywem FLU stosowanego w stezeniu 0,03-300 ng/
dm? dochodzito w tkankach gruczotéw trawiennych do intensyfikacji peroksydacji
lipidéw i modulacji ekspresji gendw bioracych udzial w procesie detoksyfikacji kse-
nobiotykéw (Hazelton i wsp., 2013; Hazelton i wsp., 2014; Silva i wsp., 2015). W bada-
niach wlasnych przedstawionych w tej pracy wykryto, ze FLU i CIT, ich metabolity
oraz ich mieszaniny z lekami antynowotworowymi wykazywaly nizszy potencjal
genotoksyczny w poréwnaniu z SER, jej metabolitem i mieszaninami z CIS i 5-FU.
Sklad wybranych mieszanin wykazujacych najwyzsza toksycznos¢, cytotoksycz-
nos¢ i genotoksycznos¢ wzgledem testowych szczepéw E. coli w poréwnaniu z kontrola
w MH, SS oraz SO przedstawiono w tabeli 5.1. Sktad mieszanin, ktére spowodowaty
wzrost toksycznosci, cytotoksycznosci i genotoksycznosci wzgledem E. coli w porow-
naniu z sumaryczng toksycznoscia, cytotoksycznoscig i genotoksycznoscig pojedyn-
czych sktadnikéw mieszanin w MH, SS oraz SO, przedstawiono za$ w tabeli 5.2.

TABELA 5.1. Wybrane mieszaniny wykazujace najwyzszg toksycznos$é, cytotoksycznosc¢ i geno-
toksyczno$¢ wzgledem testowych szczepdw E. coli w poréwnaniu z kontrolg w MH, $S oraz $O

Badany parametr Sktadniki mieszanin (mg/dm®)

SER 1z Nor-SER 0,1z CIS 0,1
SER 0,1z Nor-SER 0,1z CIS 0,1
SER 1z Nor-SER 0,1z 5-FU 0,1
FLU 1 z Nor-FLU 0,1 z CIS 0,1
FLU1zCISO,1
CIT1zD-CIT0,1zCISO0,1
CIT0,1zD-CIT0,1zCIS0,1
CIT1zCISO0,1

Toksycznosé
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Badany parametr

Sktadniki mieszanin (mg/dm®)

Cytotoksycznos$é

SER12zCIS 0,1
SER 1z Nor-SER 0,1z CIS 0,1
SER 1z Nor-SER 0,1z 5-FU 0.1
FLU 1z Nor-FLU 0,1z CIS 0,1
FLU 0,1z Nor-FLU 0,1z CIS 0,1
FLU1zCISO,1
FLU 1z Nor-FLU 0,1z 5-FU 0,1
CIT1zD-CIT0,1zCIS0,1

Genotoksycznosé

SER12zCIS 0,1
SER 1z Nor-SER 0,1z CIS 0,1
SER 0,1z Nor-SER 0,1z CIS 0,1
FLU1zCISO,1
FLU 1z Nor-FLU 0,1z CIS 0,1
FLU 0,1 z Nor-FLU 0,1 z CIS 0,1
FLU 0,01 z Nor-FLU 0,1z CIS 0,1
CIT1zCISO,1
CIT1zD-CIT0,1zCIS0,1
CIT0,1zD-CIT0,1zCIS 0,1
CIT0,01zD-CIT0,1zCIS0,1

OBJASNIENIA: SER 1z Nor-SER 0,1 z CIS 0,1 - mieszanina SER w stezeniu 1 mg/dm® z Nor-SER
w stezeniu 0,1 mg/dm? i z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm3, FLU 1 z Nor-FLU 0,1 z CIS 0,1 - miesza-
nina FLU w stezeniu 1 mg/dm?® z Nor-FLU w stezeniu 0,1 mg/dm? z CIS w stezeniu 0,1 mg/dm3.
W tabeli podkreslono mieszaniny niezawierajgce w swoim sktadzie CIS.

ZRODtO:badania wtasne,

TABELA 5.2. Mieszaniny wykazujgce wyzszg toksycznosé, cytotoksycznos$é i genotoksycz-
no$¢ w poréwnaniu z sumaryczng toksycznoscia, cytotoksycznoscia oraz genotoksycznoscia
ich pojedynczych sktadnikéw, badane w MH, $S oraz SO

Badany parametr

Sktadniki mieszanin (mg/dm°)

Toksyczno$é

SER 0,1z CIS0,1 (wMH, $S, $0)
SER 0,1z 5-FU 0,1 (w MH, $S, $0)

SER 12z 5-FU 0,1 (w MH, $S, $0)
Nor-SER 0,1z CIS 0,1 (w MH i $S)
Nor-SER 0,1 z 5-FU 0,1 (w MH i $S)

SER 0,01 z Nor-SER 0,1z CIS 0,1 (w MH i $S)
SER 0,1z Nor-SER 0,1z CIS 0,1 (w MH, $S, $0)
SER 1z Nor-SER 0,1z CIS 0,1 (w MH i $S)
SER 0,01 z Nor-SER 0,1 z 5-FU 0,1 (w MH, $S, $0)

SER 0,1 z Nor-SER 0,1 z 5-FU 0,1 (w MH, $S, $0)
SER 1z Nor-SER 0,1 z 5-FU 0,1 (w MH i §S)
FLU 1z CIS 0,1 (wMH)

Nor-FLU 0,1z CIS 0,1 (w MH)
FLU0,01;0,1; 1 z Nor-FLU 0,1z CIS 0,1 (w MH)
FLU 0,01;0,1 z Nor-FLU 0,1 z CIS 0,1 (w MH)
CIT1zCIS0,1 (wMH)

CIT 1zD-CIT 0,1 z 5-FU 0,1-(w MH)
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Badany parametr Sktadniki mieszanin (mg/dm°)

SER 1z 5-FU 0,1 (w MH)

Nor-SER 0,1 z 5-FU 0,1 (w MH)
SER 0,1z Nor-SER 0,1z CIS 0,1 (w MH)
SER 1z Nor-SER 0,1z CIS 0,1 (w MH)
Cytotoksycznosé SER 0,1z Nor-SER 0,1 z 5-FU 0,1 (w MH, $S, $0)
SER 1z Nor-SER 0,1 z 5-FU 0,1 (w MH, $S, $0)

FLU 1z Nor-FLU 0,1 (MH, $S oraz $0)
FLU 1z Nor-FLU 0,1z CIS 0,1 (MH, $S oraz $0)

FLU 1z Nor-FLU 0,1 z 5-FU 0,1 (MH)

SER0,01;0,1; 1z CIS 0,1 (MH, $S, $0)
SER 0,1z 5-FU 0,1 (w MH)
SER 1z 5-FU 0,1 (MH, $S, $0)
Nor-SER 0,1z CIS 0,1 (MH, $S, $0)
Nor-SER 0,1 z 5-FU 0,1 (MH, $S, $0)
SER0,01;0,1i 1z Nor-SER 0,1z CIS 0,1 (MH, $S, $0)
SER 1z Nor-SER 0,1 z 5-FU 0,1 (MH, $S, $0)
FLU 1z Nor-FLU 0,1 (w MH, $S oraz $0)
FLU 1z CIS 0,1 (w MH, $S oraz $0)
FLU 1z 5-FU 0,1 (w MH, $S oraz $0)
Nor-FLU 0,1z CIS 0,1 (w $O)
Nor-FLU 0,1 z 5-FU 0,1 (w MH, $S, $0)
FLU 1z Nor-FLU 0,1z CIS 0,1 (w MH, $S, $0)
FLU 1z Nor-FLU 0,1 z 5-FU 0,1 (w MH, $S, $0)
CIT1zCIS0,1 (wMH, $S, $0)
CIT 1z 5-FU 0,1 (wMH, $S, $0)
CIT1zD-CIT0,1zCIS0,1 (wMH, SS, $0)
CIT 1zD-CIT0,1z5-FU 0,1 (w MH, $S, $0)

Genotoksycznosé

OBJASNIENIA: SER 1 z CIS 0,1 - mieszanina SER w stezeniu 1 mg/dm?® z CIS w stezeniu
0,1 mg/dmd. W tabeli podkreslono mieszaniny niezawierajgce w swoim sktadzie CIS.

/RODtO: badania wtasne,

Oprocz lekéw antydepresyjnych do czesto wykrywanych w $ciekach nalezg leki
antynowotworowe, w tym CIS i 5-FU. Na podstawie badan wtasnych zaprezento-
wanych w tej monografii stwierdzono, ze gtéwnie CIS i w mniejszym stopniu 5-FU
w mieszaninach z SER, FLU i CIT oraz z ich metabolitami powodujg wzrost toksycz-
nosci, cytotoksycznosci i genotoksycznosci wzgledem szczepéw E. coli w poréwna-
niu z kontrolg i ich odpowiednimi roztworami pojedynczych sktadnikéw (tabele 5.1
i 5.2). Podobny efekt wzrostu toksycznosci zaobserwowano takze w testach zaréwno
na Cyanobacteria (Anabaena CPB4337), jak i glonach (Pseudokirchneriella subca-
pitata) dla mieszanin antybiotykéw pochodzacych z réznych grup z erytromycyna
w poréwnaniu z ich odpowiednimi roztworami jednoskladnikowymi (Backhaus,
2014; Lonappan i wsp., 2016). Leki antynowotworowe nalezg do lekéw CMR (ang. car-
cinogenic, mutagenic, reprotoxic) wykazujacych aktywnos¢ kancerogenna, muta-
genng i reprotoksyczng (Kosjek i wsp., 2013; Zhang i wsp., 2017). Jednym z gtéwnych
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mechanizméw ich dziatania jest zdolno$¢ interwencji w podziaty komérkowe i inhibicji

badz calkowitego blokowania replikacji DNA, co prowadzi do $mierci komoérek nowo-
tworowych. Niektore z tych lekow wykazujg cechy inhibitoréw nukleotydéw, inne

interkalujg si¢ do DNA, hamujac transkrypcje i translacje. Leki antynowotworowe,
a wérdd nich CIS i 5-FU, ze wzgledu na budowe chemiczng i mechanizm dzialania

nalezg do jednych z najniebezpieczniejszych farmaceutykow, ktére nawet w bardzo

niskim stezeniu wywoluja mutacje w komoérkach (Jureczko i Kalka, 2020). W terapii

antynowotworowej czesto stosuje sie 5-FU i CIS, ktdre wraz z wydalinami ludzkimi

dostaja sie do $ciekow szpitalnych w formie niezmienionej oraz jako metabolity (Kosjek
i wsp., 2013; Zhang i wsp., 2017; Jureczko i Kalka, 2020). Nierzadko bez wstepnego

oczyszczania $cieki te trafiajg do oczyszczalni $ciekdw, gdzie leki antynowotworowe

ulegaja tylko czesciowej biodegradacji i wraz z odplywajacymi $ciekami oczyszczo-
nymi kierowane sg bezposrednio do odbiornikéw.

Ze wzgledu na czesto$¢ wykrywania w matrycach srodowiskowych sugeruje sie,
aby 5-FU byl traktowany jako farmaceutyk brany pod uwage w ocenie skazenia $ro-
dowiska substancjami pochodzacymi ze $ciekéw szpitalnych (Kosjek i wsp., 2013;
Zhang i wsp., 2013; Zhang i wsp., 2017). W pracy Ferk i wsp. (2009) poddano ocenie
genotoksycznos¢ $ciekdw szpitalnych, w ktérych zidentyfikowano obecnos¢ m.in.
CISi5-FU. W badaniach stwierdzono dwukrotnie wyzszy w poréwnaniu z kontrolg
poziom indukgcji uszkodzen DNA po ekspozycji komdrek watroby na te $cieki.

W literaturze naukowej wyraznie brakuje badan dotyczacych oddziatywania
srodowiska $ciekow surowych i oczyszczonych na aktywnos¢ lekow, metabolitow
i ich mieszanin. W badaniach wtasnych przedstawionych w niniejszej pracy wyka-
zano, ze SS i SO w poréwnaniu z MH oraz SO w poréwnaniu z SS nie oddziatuja
w istotny sposdb na toksyczno$¢ i genotoksycznos¢ badanych substancji czynnych
lekow, metabolitow oraz ich mieszanin. We wczesniejszych pracach (Mascolo i wsp.,
2010; Vieno i Sillanpéd, 2014; Vasiliadou i wsp., 2018) wykazano, ze sktad $ciekow,
szczegolnie zawarto$¢ materii organicznej oraz obecnos¢ innych zwigzkéw chemicz-
nych, a takze sklad ilosciowy i jako$ciowy mikroflory maja wplyw na aktywnos¢ bio-
logiczna i biodegradacje farmaceutykéw i innych zwigzkéw chemicznych wystepuja-
cych w $ciekach. Podkresli¢ nalezy, Ze w badaniach prezentowanych w tej monografii
ze wzgledu na procedury zastosowanych testow zaréwno probki sciekéw surowych,
jak i oczyszczonych poddano filtracji oraz autoklawowaniu, co niewatpliwie zmienito
ich sktad i mogto mie¢ wplyw na obnizenie ich toksycznosci.
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6. Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzone badania dotyczyty okreslenia toksycznosci, cytotoksycznosci i geno-
toksycznos$ci wybranych lekéw antydepresyjnych SER, FLU i CIT, ich metabolitéw Nor-
-SER, Nor-FLU i D-CIT, ich mieszanin oraz mieszanin z lekami antynowotworowymi
CIS i 5-FU w trzech réznych $rodowiskach — medium hodowlanym, $ciekach suro-
wych i §ciekach oczyszczonych. Badania toksycznosci i genotoksycznosci mikrozanie-
czyszczen w postaci farmaceutykow prowadzono do tej pory gtéwnie na roztworach
lekéw stosowanych pojedynczo i najczesciej w laboratoryjnych podlozach mikrobio-
logicznych. W literaturze brak jest badan dotyczacych toksycznosci, cytotoksycznosci
i genotoksycznosci lekéw antydepresyjnych, ich metabolitéw, lekéw antynowotwo-
rowych, a takze ich mieszanin w $rodowiskach $ciekéw surowych i oczyszczonych.
Uzupelnieniem aktualnego stanu wiedzy sg prezentowane w tej pracy wyniki badan
wlasnych i sformufowane na ich podstawie nastepujace wnioski:

L.

Scieki surowe i oczyszczone w poréwnaniu z podlozami mikrobiologicznymi
nie wplywaly w istotnym stopniu na toksycznos¢, cytotoksycznosc¢ i genotok-
sycznos¢ badanych substancji czynnych lekéw, metabolitéw oraz ich mieszanin.
Metabolity lekéw antydepresyjnych wykazywaty podobna toksycznos¢, cyto-
toksycznos¢ i genotoksycznos¢é w poréwnaniu z lekami macierzystymi SER, FLU
i CIT, niezaleznie od badanego srodowiska (podtoze mikrobiologiczne, $cieki
surowe i oczyszczone).

Posrod badanych lekéw antydepresyjnych oraz ich metabolitéw najwyzsza toksycz-
nos¢, cytotoksycznos¢ i genotoksycznosé, niezaleznie od testowanego srodowiska,
wykazywaty SER i Nor-SER.

Z badanych mieszanin najwyzsza toksycznoscia, cytotoksycznoscia i genotoksycz-
noscig charakteryzowaly sie te, ktore zawieraly w swoim skfadzie CIS. Najbardziej
toksyczna po$réd badanych bylta mieszanina Nor-SER i CIS z SER w najwyzszym
stezeniu 1 mg/dm?.

Ocena interakeji badanych substancji w mieszaninach w $ciekach wykryla syner-
gizm, potencjacje, zwykla addytywnos¢ oraz antagonizm.

Odnoszac ten fakt do warunkow oczyszczalni $ciekdw, istotne wydaje sie spo-

strzezenie, ze farmaceutyki i ich metabolity znajdujace si¢ w trafiajacych do oczysz-
czalni §ciekach wchodzg w réznego rodzaju interakcje, prowadzace m.in. do efektu
synergistycznego dziatania sktadnikéw mieszanin. Skutkuje to wzrostem toksyczno-
$ci §ciekow i silniejszym ich oddzialywaniem na osad czynny, co moze doprowadzi¢
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do zakldcenia jego prawidlowego funkcjonowania i obnizenia wydajnosci biodegra-
dacji zanieczyszczen w $ciekach. Sugeruje to potrzebe podczyszczania $ciekow szcze-
gdlnie obcigzonych fadunkiem farmaceutykoéw, takich jak $cieki szpitalne oraz $cieki
z zakladow produkc;ji lekow.
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7. Plany dalszych badan

Konwencjonalne systemy oczyszczania §ciekow charakteryzuja si¢ ograniczonymi
mozliwo$ciami degradacji zanieczyszczen farmaceutycznych, co wynika gtéwnie
z wlasciwosci chemicznych farmaceutykoéw i ich metabolitéw. Leki i ich metabolity
to czesto zwigzki o zlozonej budowie chemicznej, ktére nawet w niewielkim steze-
niu wykazuja silne dzialanie na organizmy Zywe i mikroorganizmy osadu czynnego,
co moze prowadzi¢ do znacznego spadku efektywnosci oczyszczania $ciekdw. Stad
tez kluczowe sg dalsze badania poswigcone poszukiwaniu efektywniejszych metod
usuwania farmaceutykéw ze srodowiska oraz ograniczenia ich ilosci trafiajacych
do srodowiska wraz ze $ciekami oczyszczonymi. Bardzo wazne w walce z rozprze-
strzenianiem sie lekow i ich metabolitéw w srodowisku jest opracowanie i wprowa-
dzenie regulacji prawnych dotyczacych monitoringu srodowiska pod katem obecnosci
tego rodzaju zanieczyszczen. Wazne jest takze, aby metody pozwalajace na usunigcie
farmaceutykow i ich metabolitow ze sciekow byty uzasadnione kosztowo, pod katem
budowy takiego systemu oraz jego eksploatacji. Przy projektowaniu systemoéw oczysz-
czania $ciekow zawierajacych farmaceutyki obecnie duzym zainteresowaniem ciesza
sie metody oparte na blonie biologicznej i metody AOPs.

W ostatnich latach obserwuje si¢ rowniez wzrost zainteresowania zastosowaniem
tlenowego granulowanego osadu czynnego w usuwaniu farmaceutykéw ze sciekow.
Ten rodzaj osadu czynnego wykazuje znaczng tolerancj¢ na toksyczne dzialanie kseno-
biotykéw w stosunku do mikroorganizméw w nim obecnych. Stad tez dalsze badania
moglyby si¢ skupia¢ wokdt analizy wplywu poszczegélnych farmaceutykow, ich meta-
bolitéw i ich mieszanin na kondycje tlenowych granul osadu czynnego. Tego typu
badania pozwolilyby na okreslenie wptywu lekdw, ich metabolitow i ich mieszanin
na przebieg procesoéw jednostkowych biodegradacji zwigzkéw wegla, przemian azotu
i fosforu. Kolejnym obszarem dalszych planowanych badan jest oznaczenie stezenia
wybranych farmaceutykéw, ktore w znaczacy sposoéb wptywa na aktywnos¢ mikro-
organizmoéw w ukladach do oczyszczania sciekow, w tym zastosowanie techniki Real-
Time PCR do oceny zmian w skiadzie iloSciowym i jakosciowym biocenoz.
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Zatgcznik A

Oddzialywanie badanych substancji czynnych lekéw antydepresyjnych, metabolitow,
lekéw antynowotworowych oraz ich mieszanin na zywotno$¢ hodowli E. coli, fluo-
rescencje biatka GFP w hodowli E. coli MM294-GFP oraz indukcj¢ promotora recA
w hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE w trzech badanych $rodowiskach (MH, SS
oraz SO).

TABELA A 1. Inhibicja zywotnosci [%] E. coli K-12 po ekspozycji na SER i Nor-SER, ich mieszaniny
oraz mieszaniny z CIS i 5-FU

Substancje czynne lekow, metaabolitu i ich mieszaniny MH $s $0

(mg/dm°)

SER 0,01 0,0 0,0 0,0

SER 0,1 2,8 3,2 49

SER1 12,7 | 14,6 | 16,7

Nor-SER 0,01 1,4 2,3 2,8

Nor-SER 0,1 37 4,5 75

Nor-SER 1 14,6 15,8 17,3

SER 0,01 + Nor-SER 0,1 8,4 9,1 10,2

SER 0,1 + Nor-SER 0,1 12,4 | 13,8 [ 16,5

SER 1 + Nor-SER 0,1 16,6 | 178 | 197

CIS0,1 4,4 6,7 9,2

5-FU 0,1 1,7 3,3 5,6

SER 0,01+ CIS 0,1 5,2 8,4 9,3

SER0,1+CIS 0,1 10,8 | 12,4 | 14,6

SER1+CISO0,1 17,6 19,8 22,3

SER 0,01+ 5-FU 0,1 2,3 3,8 5,7

SER 0,1+ 5-FU 0,1 7,7 8,9 11,6

SER 1 +5-FU 0,1 129 | 21,8 | 251

Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 12,8 | 14,3 [ 15,8

Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 9,4 11,9 | 132

SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 146 | 153 [ 16,2
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Substancje czynne lekow, met;bolitu i ich mieszaniny MH és $0
(mg/dm®)
SER 0,1+ Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 19,7 22,3 | 24,3
SER 1+ Nor-SER 0,1+ CIS 0,1 26,2 278 | 289
SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 10,3 12,7 13,4
SER 0,1 + Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 14,5 16,3 18,7
SER 1+ Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 19,8 22,7 24,3

7RODLO: badania wtasne.

TABELA A.2. Réznice w warto$ciach inhibicji zywotno$ci [%] E. coli K-12 pomiedzy $S a MH
(SS/MH), SO a MH (S0/MH) i pomiedzy SO a $S (S0/$S) po ekspozyciji na SER i Nor-SER,
ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU

Substancje czynne lekow, met:bolitu i ich mieszaniny $S/MH | So/mMH | $o/$s

(mg/dm°)

SER 0,01 0,0 0,0 0,0

SERO,1 0,4 2,1 1,7

SER 1 1,9 4,0 2,1

Nor-SER 0,01 0,9 1,4 0,5

Nor-SER 0,1 0,8 3,8 3,0

Nor-SER 1 1,2 2,7 1,5

SER 0,01 + Nor-SER 0,1 0,7 1,8 1,1

SERO0,1 + Nor-SER 0,1 1,4 41 2,7

SER 1+ Nor-SER 0,1 1,2 3,1 1,9

CIS 0,1 2,3 4,8 2,5

5-FU 0,1 1,6 39 2,3

SER0,01 +CIS 0,1 32 4,1 09

SER0,1+CIS0,1 1,6 3,8 2,2

SER1+CIS 0,1 2,2 4,7 2,5

SERO0,1+5-FU 0,1 1,5 3,4 1,9

SER 0,1+ 5-FU 0,1 1,2 39 2,7

SER1+5-FUO0,1 8,9 12,2 33

Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 1,5 3,0 1,5

Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 2,5 3.8 1,3

SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 0,7 1,6 0,9

SER 0,1 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 2,6 4,6 2,0

SER 1+ Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 1,6 2,7 1,1

SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 2,4 3,1 0,7

136



Substancje czynne lekow, metaabolltu i ich mieszaniny $S/MH | So/mH | So/és
(mg/dm®)
SERO0,1 + Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 1,8 4,2 2,4
SER 1+ Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 29 4,5 1,6

7RODt0:badania whasne.

TABELA A 3. Inhibicja zywotnosci [%] E. coli K-12 po ekspozyciji na FLU i Nor-FLU, ich mieszaniny

oraz mieszaniny z CIS i 5-FU

Substancje czynne lekow, metabolitu i ich mieszaniny

(mg/dm?) MH $s $0

FLU 0,01 0,0 0,0 0,0

FLU 0,1 0,0 0,0 0,0

FLU1 6,7 9,3 11,4

Nor-FLU 0,01 0,0 0,0 0,0

Nor-FLU 0,1 2,3 29 3,4

Nor-FLU 1 8,2 9,5 1,7

FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 2,5 3,1 3,7

FLU 0,1 + Nor-FLU 0,1 29 3,8 4,3

FLU 1 + Nor-FLU 0,1 10,2 10,9 11,5
CIS0,1 4,4 6,7 9,2

5-FU 0,1 1,7 3,3 5,6

FLU 0,01+ CIS 0,1 4,8 6,9 9,5

FLU 0,1+ CIS 0,1 49 71 75
FLU1+CIS 0,1 12,3 12,9 13,5

FLU 0,01 + 5-FU 0,1 1,8 3,6 58

FLU 0,1+ 5-FU 0,1 19 37 59
FLU1+5-FUO,1 8,7 9,3 11,8
Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 72 78 8,3
Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 4,2 49 5,2

FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 8,1 8,6 9,2
FLU 0,1 + Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 8,6 9,7 10,2
FLU 1+ Nor-FLU 0,1+ CIS 0,1 14,2 15,6 16,7
FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 4,6 53 59
FLU 0,1 + Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 49 58 6,3
FLU 1 + Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 9,1 10,5 13,6

ZRODLO: badania wtasne.
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TABELA A 4. R6Znice w warto$ciach inhibicji zywotnosci [%] E. coli K-12 pomiedzy $S a MH ($S/
MH), $0 a MH (S0/MH) i pomiedzy SO a SS ($0/$S) po ekspozyciji na FLU i Nor-FLU, ich mie-
szaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU

Substancje czynne lekow, metaabolitu i ich mieszaniny $s/MH | So/MH | $o/ss

(mg/dm°)

FLU 0,01 0,0 0,0 0,0

FLU 0,1 0,0 0,0 0,0

FLU 1 2,6 4,7 2,1

Nor-FLU 0,01 0,0 0,0 0,0

Nor-FLU 0,1 0,6 1.1 0,5

Nor-FLU 1 1,3 3,5 2,2

FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 0,6 1,2 0,6

FLU 0,1 + Nor-FLU 0,1 09 1,4 0,5

FLU 1 + Nor-FLU 0,1 0,7 1,3 0,6

CIS0,1 2,3 4,8 2,5

5-FU 0,1 1,6 39 2,3

FLU 0,01 +CIS 0,1 2,1 47 2,6

FLUO,1+CISO0,1 2,2 2,6 0,4

FLU1+CIS 0,1 0,6 1,2 0,6

FLU 0,01 +5-FU 0,1 1,8 4,0 2,2

FLU 0,1+ 5-FU 0,1 1,8 4,0 2,2

FLU1+5-FU 0,1 0,6 3,1 2,5

Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 0,6 11 0,5

Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 0,7 1,0 0,3

FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 0,5 1,1 0,6

FLU 0,1 + Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 11 1,6 0,5

FLU T+ Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 1,4 2,5 1,1

FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 0,7 1,3 0,6

FLU 0,1 + Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 0,9 1,4 0,5

FLU 1+ Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 1,4 4,5 3.1

7RODLO: badania wtasne.
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TABELA A 5. Inhibicja zywotnosci [%] E. coli K-12 po ekspozycji na CIT i D-CIT, ich mieszaniny

oraz mieszaniny z CIS i 5-FU

Substancje czynne lekow, metabolitu i ich mieszaniny

(mg/dmd) MH $s $0

CIT 0,01 0,0 0,0 0,0

CITO,1 0,0 0,0 0,0

CIT1 1,7 2,6 4,3

D-CIT 0,01 0,0 0,0 0,0
D-CITO,1 0,0 0,0 0,0

D-CIT1 0,8 2,3 3,8

CIT 0,01 +D-CIT 0,1 1,9 2,7 3,3
CIT0,1+D-CITO0,1 2,8 4,6 6,8
CIT1+D-CIT 0,1 4,4 6,6 8,7

CIS 0,1 4,4 6,7 9,2

5-FU 0,1 1,7 3,3 56

CIT 0,01 +CIS 0,1 4,5 6,7 9,3
CIT0,1+CIS0,1 4,5 6,9 9,4
CIT1+CISO,1 71 8,4 10,7

CIT 0,01 +5-FU 0,1 1,7 3,4 57
CIT0,1+5-FU0,1 1,8 3,4 57
CIT1+5-FUO,1 3,5 58 7,6
D-CIT0,1+CIS0,1 4,5 6,8 9,3
D-CITO0,1+5-FUO,1 1,8 3,4 57

CIT 0,01 +D-CIT0,1+CISO0,1 4,7 6,9 9,7
CIT0,1+D-CIT0,1+CIS0,1 51 73 10,2
CIT1+D-CIT0,1+CISO,1 8,3 89 10,2
CIT0,01+D-CITO0,1 +5-FUO,1 1,8 3,6 58
CIT0,1+D-CITO0,1+5-FUO0,1 2,1 4,2 6,3
CIT1+D-CITO,1+5-FUO,1 52 59 6,8

7RODLO: badania wtasne.
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TABELA A.6. Roznice w warto$ciach inhibicji zywotnosci [%] E. coli K-12 pomiedzy $S a MH
(SS/MH), $0 a MH (S0/MH) i pomiedzy $0 a SS ($0/SS) po ekspozycji na CIT i D-CIT, ich mie-
szaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU

Substancje czynne lekow, metaabolitu i ich mieszaniny $s/MH | So/MH | $s/$0

(mg/dm°)

CIT 0,01 0,0 0,0 0,0

CITO,1 0,0 0,0 0,0

CIT1 0,9 2,6 1,7

D-CIT 0,01 0,0 0,0 0,0

D-CIT 0,1 0,0 0,0 0,0

D-CIT 1 1,5 3,0 1,5

CIT0,01+D-CIT 0,1 0,8 1,4 0,6

CIT0,1+D-CITO0,1 1,8 4,0 2,2

CIT1+D-CITO,1 2,2 4,3 2,1

CIS0,1 2,3 4,8 2,5

5-FU 0,1 1,6 39 2,3

CIT0,01+CISO,1 2,2 4,8 2,6

CIT0,1+CIS0,1 2,4 49 2,5

CIT1+CISO,1 1,3 3,6 2,3

CIT 0,01 +5-FU0,1 1,7 4,0 2,3

CITO0,1+5-FUO,1 1,6 39 2,3

CIT1+5-FUO,1 2,3 4,1 1,8

D-CIT0,1+CISO0,1 2,3 4,8 2,5

D-CIT 0,1+ 5-FU 0,1 1,6 39 2,3

CIT 0,01 +D-CITO0,1+CISO,1 2,2 5,0 2,8

CITO0,1+D-CIT0,1+CISO,1 2,2 5,1 29

CIT1+D-CIT0,1+CISO0,1 0,6 19 1,3

CIT0,01+D-CITO0,1+5-FUO,1 1,8 4,0 2,2

CITO0,1+D-CITO,1+5-FU0,1 2,1 4,2 2,1

CIT1+D-CITO,1+5-FUO,1 0,7 1,6 0,9

7RODLO: badania wtasne.
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TABELA A 7. Inhibicja fluorescencii biatka GFP [%] w E. coli MM294-GFP po ekspozycji na SER
i Nor-SER, ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU

Substancje czynne lekow, metgabolitu i ich mieszaniny MH és $0
(mg/dm°)

SER 0,01 0,0 0,0 0,0

SERO,1 2,6 2,8 34

SER 1 72 8,6 1,4

Nor-SER 0,01 0,0 0,0 0,0

Nor-SER 0,1 31 3,5 39

Nor-SER 1 79 89 12,1

SER 0,01 + Nor-SER 0,1 3,6 4,1 4,5

SERO0,1 + Nor-SER 0,1 4,2 48 5,3

SER 1+ Nor-SER 0,1 9,8 10,7 12,8

CIS 0,1 8,4 10,6 12,3

5-FU 0,1 2,3 6,0 6,0

SER 0,01+ CIS 0,1 9,3 10,6 11,2

SER 0,1 +CIS 0,1 10,4 11,2 11,6

SER1+CISO0,1 15,6 17,3 19,8

SER 0,01+ 5-FU 0,1 31 3,7 4,2

SERO0,1+5-FU 0,1 5,3 59 6,5

SER1+5-FUO,1 10,8 1,7 12,6

Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 1,8 12,6 13,5

Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 6,7 6,9 73

SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 12,3 12,9 13,7

SER 0,1 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 15,7 16,3 16,9

SER 1+ Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 19,7 21,6 22,3

SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 1,5 11,9 12,5

SER 0,1+ Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 13,6 14,5 14,9

SER 1+ Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 17,8 18,5 18,9

7RODLO: badania wtasne.
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TABELA A.8.RAznice w warto$ciach inhibicji fluorescenciji biatka GFP [%] w E. coli MM294-GFP
pomiedzy $§S a MH (SS/MH), $0 a MH (S0/MH) i pomiedzy $0 a SS (S0/SS) po ekspozycii
na SER i Nor-SER, ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU

Substancje czynne lekow, metaabolitu i ich mieszaniny $s/MH | So/MH | $o/ss

(mg/dm°)

SER 0,01 0,0 0,0 0,0

SER0,1 0,2 0,8 0,6

SER 1 1,4 4,2 2,8

Nor-SER 0,01 0,0 0,0 0,0

Nor-SER 0,1 0,4 0,8 0,4

Nor-SER 1 1,0 4,2 3,2

SER 0,01 + Nor-SER 0,1 0,5 0,9 0,4

SER 0,1 + Nor-SER 0,1 0,6 11 0,5

SER 1+ Nor-SER 0,1 0,9 3,0 2,1

CIS0,1 2,2 39 1,7

5-FU 0,1 37 37 0,0

SER0,01+CIS 0,1 2,2 39 1,7

SERO0,1+CIS 0,1 37 37 0,0

SER1+CISO,1 1,3 1,9 0,6

SER 0,01 + 5-FU 0,1 0,8 1,2 0,4

SER 0,1 +5-FU 0,1 1,7 4,2 2,5

SER1+5-FU 0,1 0,6 11 0,5

Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 0,6 1,2 0,6

Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 0,9 1,8 09

SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 0,8 1,7 0,9

SER 0,1 + Nor-SER 0,1+ CIS 0,1 0,2 0,6 0,4

SER 1+ Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 0,6 1,4 0,8

SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 0,6 1,2 0,6

SER 0,1 + Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 19 2,6 0,7

SER 1+ Nor-SER 0,1+ 5-FU 0,1 0,4 1,0 0,6

7RODLO: badania wtasne.
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TABELA A 9. Inhibicja fluorescencji biatka GFP [%] w E. coli MM294-GFP po ekspozycji na FLU
i Nor-FLU, ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU

Substancje czynne lekow, metsabolitu i ich mieszaniny MH és $0
(mg/dm°)

FLU 0,01 0,0 0,0 0,0

FLU 0,1 0,0 0,0 0,0

FLU 1 4,2 6,3 72

Nor-FLU 0,01 0,0 0,0 0,0

Nor-FLU 0,1 1,2 1,6 1,8

Nor-FLU 1 5,6 6,6 7,5

FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 0,0 0,0 0,0

FLU 0,1 + Nor-FLU 0,1 1,4 1,9 2]

FLU 1+ Nor-FLU 0,1 10,9 11,3 11,8

CIS0,1 8,4 10,6 12,3

5-FU 0,1 2,3 6,0 6,0

FLU 0,01 + CIS 0,1 8,7 10,8 12,6

FLUO,1+CIS 0,1 8,8 1,1 11,5

FLU1+CISO0,1 13,3 13,7 14,2

FLU 0,01 +5-FU 0,1 2,5 29 34

FLU 0,1 + 5-FU 0,1 2,7 3,2 3,6

FLU 1+ 5-FU 0,1 54 6,4 72

Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 9,7 9,9 10,3

Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 39 4,2 4,4

FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 9,9 10,2 10,5

FLU 0,1 + Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 13,8 14,3 14,7

FLU 1 + Nor-FLU 0,1+ CIS 0,1 17,4 17,9 18,4

FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 54 58 6,2

FLU 0,1 + Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 8,6 8,9 9,4

FLU 1 + Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 11,3 11,9 12,8

7RODLO: badania wtasne.
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TABELA A10. Réznice w wartoSciach inhibicji fluorescencji biatka GFP [%] w E. coli MM294-GFP
pomiedzy $§S a MH (SS/MH), $0 a MH (S0/MH) i pomiedzy $0 a SS (S0/SS) po ekspozycii
na FLU i Nor-FLU, ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU

Substancje czynne lekow, met3abo|itu i ich mieszaniny $s/MH | So/MH | So/ss

(mg/dm°)

FLU 0,01 0,0 0,0 0,0

FLU 0,1 0,0 0,0 0,0

FLU 1 2,1 3,0 0,9

Nor-FLU 0,01 0,0 0,0 0,0

Nor-FLU 0,1 0,4 0,6 0,2

Nor-FLU 1 1,0 1,9 0,9

FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 0,0 0,0 0,0

FLU 0,1 + Nor-FLU 0,1 0,5 0,7 0,2

FLU T+ Nor-FLU 0,1 0,4 0,9 0,5

CIS0,1 2,2 39 1,7

5-FU 0,1 37 37 0,0

FLU 0,01 +CIS 0,1 21 39 1,8

FLUO,1+CIS0,1 2,3 2,7 0,4

FLU1+CISO,1 04 0,9 0,5

FLU 0,01 +5-FU 0,1 0,4 0,9 0,5

FLU 0,1+ 5-FU 0,1 0,5 0,9 0,4

FLU 1 +5-FU 0,1 1,0 1,8 0,8

Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 0,2 0,6 0,4

Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 0,3 0,5 0,2

FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 0,3 0,6 0,3

FLU 0,1 + Nor-FLU 0,1+ CIS 0,1 0,5 0,9 0,4

FLU 1+ Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 0,5 1,0 0,5

FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 0,4 0,8 0,4

FLU 0,1 + Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 0,3 0,8 0,5

FLU 1+ Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 0,6 1,5 0,9

7RODLO: badania wtasne.
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TABELA A11. Inhibicja fluorescencji biatka GFP [%] w E. coli MM294-GFP po ekspozycji na CIT
i D-CIT, ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU

Substancje czynne lekow, metsabolitu i ich mieszaniny MH és $0
(mg/dm°)

CIT 0,01 0,0 0,0 0,0

CIT 0,1 0,0 0,0 0,0

CIT1 0,2 0,5 09

D-CIT 0,01 0,0 0,0 0,0

D-CIT 0,1 0,0 0,0 0,0

D-CIT 1 0,1 0,2 0,4

CIT0,01+D-CITO0,1 0,0 0,0 0,0

CIT 0,1 +D-CIT 0,1 0,1 0,3 0,4

CIT1+D-CITO,1 0,8 1,0 1,3

CIS0,1 8,4 10,6 12,3

5-FU 0,1 2,3 6,0 6,0

CIT0,01+CISO0,1 8,5 10,4 12,5

CITO0,1+CISO,1 8,6 10,7 12,8

CIT1+CISO0,1 8,8 11,3 13,8

CIT 0,01 +5-FU 0,1 2,4 6,2 6,3

CIT0,1+5-FU 0,1 2,5 6,3 6,4

CIT1+5-FUO,1 29 6,8 71

D-CIT 0,1+ CIS 0,1 0,7 0,8 0,9

D-CIT0,1+5-FU0,1 8,8 9,2 9,6

CIT0,01+D-CIT0,1+CISO0,1 9,5 9,9 10,6

CIT0,1+D-CIT0,1+CISO0,1 10,4 10,9 1,7

CIT1+D-CIT0,1+CIS0,1 12,3 17,2 19,4

CIT 0,01 +D-CIT 0,1 +5-FU 0,1 2,7 3,2 39

CIT0,1+D-CIT0,1+5-FU0,1 33 3,8 4,2

CIT1+D-CIT0,1+5-FU 0,1 5,6 6,2 73

7RODLO: badania wtasne.
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TABELA A12. RGznice w warto$ciach inhibicji fluorescencji biatka GFP [%] w E. coli MM294-GFP
pomiedzy $S a MH (SS/MH), $0 a MH (S0/MH) i pomiedzy $0 a SS (S0/SS) po ekspozycii
na CIT i D-CIT, ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU

Substancje czynne lekow, met3abo|itu i ich mieszaniny $s/MH | So/MH | So/ss

(mg/dm°)

CIT 0,01 0,0 0,0 0,0

CITO,1 0,0 0,0 0,0

CIT1 0,3 0,7 0,4

D-CIT 0,01 0,0 0,0 0,0

D-CIT 0,1 0,0 0,0 0,0

D-CIT1 0,1 0,3 0,2

CIT0,01+D-CITO0,1 0,0 0,0 0,0

CIT0,1+D-CIT 0,1 0,2 0,3 0,1

CIT1+D-CITO0,1 0,2 0,5 0,3

CIS0,1 2,2 39 1,7

5-FU 0,1 37 37 0,0

CIT0,01+CIS0,1 1,9 4,0 2,1

CIT0,1+CIS0,1 2,1 4,2 2,1

CIT1+CISO0,1 2,5 5,0 2,5

CIT 0,01 +5-FU 0,1 3,8 39 0,1

CITO,1+5-FUD,1 3,8 39 0,1

CIT1+5-FUO, 39 4,2 0,3

D-CIT0,1+CISO,1 0,1 0,2 0,1

D-CIT 0,1+ 5-FU 0,1 0,4 0,8 0,4

CIT 0,01 +D-CITO,1+CISO,1 0,4 1,1 0,7

CITO0,1+D-CITO,1+CISO0,1 0,5 1,3 0,8

CIT1+D-CIT0,1+CISO,1 49 71 2,2

CIT 0,01 +D-CIT 0,1 +5-FUO,1 0,5 1,2 0,7

CIT0,1+D-CITO,1+5-FU 0,1 0,5 09 0,4

CIT1+D-CITO,1+5-FUO,1 0,6 1,7 1,1

7RODLO: badania wtasne.
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TABELA A13. Indukcja promotora recA [%] w E. coli SM342 recA:luxCDABE po ekspozyciji na SER
i Nor-SER, ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU

Substancje czynne lekow, metsabolitu i ich mieszaniny MH és $0
(mg/dm°)

SER 0,01 1,1 1,2 1,3

SER 0,1 4,2 4,7 51

SER1 8,5 8,9 9,2

Nor-SER 0,01 1,8 2,3 2,4

Nor-SER 0,1 4,8 49 52

Nor-SER 1 10,7 11,4 11,9

SER 0,01 + Nor-SER 0,1 53 5,7 59

SER 0,1 + Nor-SER 0,1 9,2 9,8 10,2

SER 1+ Nor-SER 0,1 12,8 13,5 13,9

CIS0,1 33,1 33,6 339

5-FU 0,1 5,1 53 55

SER 0,01 +CIS 0,1 35,6 35,9 36,2

SER0,1+CIS 0,1 40,2 40,9 41,7

SER1+CIS 0,1 45,6 46,7 47,2

SER 0,01 +5-FU 0,1 58 6,1 6,7

SER 0,1+ 5-FU 0,1 10,2 10,5 10,8

SER1+5-FUO,1 14,4 14,8 15,3

Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 42,6 43,1 43,5

Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 12,1 12,7 12,9

SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 39,6 40,2 40,6

SER 0,1 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 45,2 45,7 459

SER 1+ Nor-SER 0,1+ CIS 0,1 48,5 48,9 50,2

SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 1,7 11,9 12,4

SER 0,1 + Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 14,7 15,2 15,8

SER 1+ Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 19,7 20,1 20,8

7RODLO: badania wtasne.

147



TABELA A14. R6znice w wartosciach indukcji promotora recA [%] w E. coli SM342 recA:luxCDABE
pomiedzy $§S a MH (SS/MH), $0 a MH (S0/MH) i pomiedzy $0 a SS (S0/SS) po ekspozycii
na SER i Nor-SER, ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU

Substancje czynne lekow, met3abo|itu i ich mieszaniny $s/MH | So/MH | So/ss

(mg/dm°)

SER 0,01 0,1 0,2 0,1

SER 0,1 0,5 0,9 0,4

SER 1 0,4 0,7 0,3

Nor-SER 0,01 0,5 0,6 0,1

Nor-SER 0,1 0,1 0,4 0,3

Nor-SER 1 0,7 1,2 0,5

SER 0,01 + Nor-SER 0,1 0,4 0,6 0,2

SER 0,1 + Nor-SER 0,1 0,6 1,0 0,4

SER 1+ Nor-SER 0,1 0,7 1,1 0,4

CIS0,1 0,5 0,8 0,3

5-FU 0,1 0,2 0,4 0,2

SER 0,01+ CIS 0,1 0,5 0,8 0,3

SER0,1+CIS 0,1 0,2 0,4 0,2

SER1+CISO0,1 0,3 0,6 0,3

SER 0,01+ 5-FU 0,1 0,7 1,5 0,8

SER0,1 +5-FU 0,1 11 1,6 0,5

SER1+5-FU0,1 0,3 0,9 0,6

Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 0,3 0,6 0,3

Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 0,4 0,9 0,5

SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 0,5 0,9 0,4

SER 0,1 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 0,6 0,8 0,2

SER 1+ Nor-SER 0,1 + CIS 0,1 0,6 1,0 0,4

SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 0,5 0,7 0,2

SER 0,1 + Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 0,4 1,7 1,3

SER 1+ Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1 0,2 0,7 0,5

7RODLO: badania wtasne.
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TABELA A15. Indukcja promotora recA [%] w E. coli SM342 recA:luxCDABE po ekspozyciji na FLU

i Nor-FLU, ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU

Substancje czynne lekow, metabolitu i ich mieszaniny

(mg/dm®) MH $s $0

FLU 0,01 0,0 0,0 0,0

FLU 0,1 0,0 0,0 0,0

FLU1 4,5 4,7 49

Nor-FLU 0,01 0,0 0,0 0,0

Nor-FLU 0,1 1,1 1,5 1,7

Nor-FLU 1 56 6,4 6,9

FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 1,8 2,4 3,2

FLU 0,1 + Nor-FLU 0,1 1,8 2,6 3,3

FLU 1T+ Nor-FLU 0,1 6,2 72 75
CIS0,1 33,1 33,6 339

5-FUO0,1 51 53 55

FLU 0,01 + CIS 0,1 34,2 34,3 34,5

FLU 0,1+ CIS 0,1 34,3 34,4 35,1
FLU1+CIS 0,1 39,8 41,2 43,7

FLU 0,01 + 5-FU 0,1 51 54 5,7
FLUO,1 +5-FU 0,1 52 55 58
FLU1+5-FU 0,1 10,3 11,6 12,8
Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 34,7 35,6 36,5
Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 6,7 7,3 8,2

FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 36,8 379 39,2
FLU 0,1 + Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 38,3 39,4 41,6
FLU 1 + Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 44,2 46,8 49,2
FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 6,3 6,9 73
FLU 0,1 + Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 6,4 71 7,2
FLU 1+ Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 14,2 14,9 15,3

7RODLO: badania wtasne.
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TABELA A16. Roznice w warto$ciach indukcji promotora recA [%] w E. coli SM342 recA:luxCDABE
pomiedzy $§S a MH (SS/MH), $0 a MH (S0/MH) i pomiedzy $0 a SS (S0/SS) po ekspozycii
na FLU i Nor-FLU, ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU

Substancje czynne lekow, met3abo|itu i ich mieszaniny $s/MH | So/MH | So/ss

(mg/dm°)

FLU 0,01 0,0 0,0 0,0

FLU 0,1 0,0 0,0 0,0

FLU 1 0,2 0,4 0,2

Nor-FLU 0,01 0,0 0,0 0,0

Nor-FLU 0,1 0,4 0,6 0,2

Nor-FLU 1 0,8 1,3 0,5

FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 0,6 1,4 0,8

FLU 0,1 + Nor-FLU 0,1 0,8 1,5 0,7

FLU T+ Nor-FLU 0,1 1,0 1,3 0,3

CIS0,1 0,5 0,8 0,3

5-FU 0,1 0,2 0,4 0,2

FLU 0,01 +CIS 0,1 0,1 0,3 0,2

FLUO,1+CIS0,1 0,1 0,8 0,7

FLU1+CISO,1 1,4 39 2,5

FLU 0,01 +5-FU 0,1 0,3 0,6 0,3

FLU 0,1+ 5-FU 0,1 0,3 0,6 0,3

FLU T +5-FU 0,1 1,3 2,5 1,2

Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 09 1,8 0,9

Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 0,6 1,5 09

FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 1,1 2,4 1,3

FLU 0,1 + Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 11 3,3 2,2

FLU 1+ Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1 2,6 5,0 2,4

FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 0,6 1,0 0,4

FLU 0,1 + Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 0,7 0,8 0,1

FLU 1 + Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 0,7 1,1 0,4

7RODLO: badania wtasne.
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TABELA A.17. Indukcja promotora recA [%] w E. coli SM342 recA:luxCDABE po ekspozycji na CIT
i D-CIT, ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU

Substancje czynne lekow, metsabolitu i ich mieszaniny MH és $0
(mg/dm°)

CIT 0,01 0,0 0,0 0,0

CIT 0,1 0,0 0,0 0,0

CIT1 3,8 4,2 4,7

D-CIT 0,01 0,0 0,0 0,0

D-CIT 0,1 0,0 0,0 0,0

D-CIT 1 1,2 1,4 1,8

CIT0,01+D-CITO0,1 0,0 0,0 0,0

CIT 0,1 +D-CIT 0,1 0,2 0,3 0,5

CIT1+D-CITO,1 8,2 8,7 9,3

CIS0,1 33,1 33,6 339

5-FU 0,1 5,1 53 5,5

CIT0,01+CISO0,1 33,8 34,2 34,9

CITO0,1+CISO,1 34,2 35,1 358

CIT1+CISO0,1 40,1 40,9 41,5

CIT 0,01 +5-FU 0,1 54 5,7 58

CITO0,1+5-FUO,1 59 59 6,2

CIT1+5-FUO,1 11,8 12,5 12,9

D-CIT0,1+CIS0,1 33,8 34,2 35,7

D-CIT0,1+5-FU 0,1 59 6,3 6,9

CIT 0,01 +D-CIT0,1 +CISO0,1 34,7 35,2 35,9

CITO0,1+D-CIT0,1+CISO,1 35,8 36,7 37,6

CIT1+D-CIT0,1+CIS0,1 41,6 419 42,1

CIT 0,01 +D-CIT 0,1 +5-FU 0,1 6,3 6,9 73

CIT0,1+D-CITO0,1 +5-FU 0,1 72 78 8,4

CIT1+D-CITO0,1+5-FUO,1 9,2 10,2 10,9

7RODLO: badania wtasne.
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TABELA A18. Roznice w warto$ciach indukcji promotora recA [%] w E. coli SM342 recA:luxCDABE
pomiedzy $§S a MH (SS/MH), $0 a MH (S0/MH) i pomiedzy $0 a SS (S0/SS) po ekspozycii
na CIT i D-CIT, ich mieszaniny oraz mieszaniny z CIS i 5-FU

Substancje czynne lekow, met3abo|itu i ich mieszaniny $s/MH | So/MH | So/ss

(mg/dm°)

CIT 0,01 0,0 0,0 0,0

CITO,1 0,0 0,0 0,0

CIT1 0,4 0,9 0,5

D-CIT 0,01 0,0 0,0 0,0

D-CIT 0,1 0,0 0,0 0,0

D-CIT1 0,2 0,6 0,4

CIT0,01+D-CITO0,1 0,0 0,0 0,0

CIT0,1+D-CIT 0,1 0,1 0,3 0,2

CIT1+D-CITO0,1 0,5 1,1 0,6

CIS0,1 0,5 0,8 0,3

5-FU 0,1 0,2 0,4 0,2

CIT0,01+CIS0,1 0,4 1,1 0,7

CIT0,1+CIS0,1 09 1,6 0,7

CIT1+4CISO0,1 0,8 1,4 0,6

CIT 0,01 +5-FU 0,1 0,3 0,4 0,1

CITO0,1+5-FUD,1 0,4 0,7 0,3

CIT1+5-FUO, 0,7 11 0,4

D-CIT0,1+CISO0,1 0,4 19 1,5

D-CIT 0,1+ 5-FU 0,1 0,4 1,0 0,6

CIT 0,01 +D-CITO0,1+CISO,1 0,5 1,2 0,7

CITO0,1+D-CITO,1+CIS0,1 09 1,8 0,9

CIT1+D-CIT0,1+CISO,1 0,3 0,5 0,2

CIT 0,01 +D-CIT 0,1 +5-FUO,1 0,6 1,0 0,4

CIT0,1+D-CITO,1+5-FU 0,1 0,6 1,2 0,6

CIT1+D-CITO,1+5-FUO,1 1,0 1,7 0,7

7RODLO: badania wtasne.
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Zatacznik B

Analiza statystyczna wynikéow oddzialywania badanych substancji czynnych lekow
antydepresyjnych, metabolitéw, lekéw antynowotworowych oraz ich mieszanin
na zywotnos$¢ hodowli E. coli, fluorescencje biatka GFP w hodowli E. coli MM294-
GFP oraz indukcje promotora recA w hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE w trzech
badanych $rodowiskach (MH, SS oraz SO).

TABELA B.1. Wyniki testu Shapiro-Wilka

Fywotnosé E. coli Fluorescencja Indukcja promotora
Grupa . y K12 . biatka GFP w E. coli | recAw E. coli SM342
-y Medium MM294-GFP recA:luxCDABE
W p w p W p
medium 0,95 0,00 0,93 0,05 0,92 0,00
hodowlane
SER $cieki surowe | 091 0,02 0,92 0,00 0,93 0,00
Scieki 0,87 0,00 0,91 0,05 0,94 0,05
oczyszczone
medium 0,86 0,00 0,92 0,02 0,87 0,00
hodowlane
FLU $cieki surowe | 0,95 0,04 0,93 0,00 0,87 0,00
Scieki 0,95 0,05 0,93 0,05 0,89 0,00
oczyszczone
medium 0,87 0,00 0,95 0,05 0,88 0,00
hodowlane
CIT $cieki surowe 0,86 0,00 0,88 0,00 0,87 0,00
Scieki 0,91 0,00 0,86 0,05 0,89 0,00
oczyszczone

Objasnienia: W — wartos¢ testu Shapiro—-Wilka; p - poziom prawdopodobienstwa.

7RODLO: badania wtasne.
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TABELA B.2. Wyniki testu Bartletta dla zmiennych przyjetych do testu NIR Tukeya wzgledem
medium hodowlanego (MH)

Grupa Wskaznik Bartlett x2 adf p
zwigzkow

zywotnos¢ E. coli K-12 1,25 2 0,53

SER fluorescencja biatka GFP w E. coli MM294 0,25 2 0,88
indukcja promotora recA w E. coli SM342

recA:luxCDABE 005 2 098

zywotnos¢ E. coli K-12 5,40 2 0,07

fluorescencja biatka GFP w E. coli

FLU MM294-GFP 0,02 2 099
indukcja promotora recA w E. coli SM342

recA:luxCDABE 2,38 2 030

zywotnos¢ E. coli K-12 5,63 2 0,06

oIt fluorescencja biatka GFP w E. coli MM294 0,02 2 0,99
indukcja promotora recA w E. coli SM342

recA:luxCDABE 378 2 015

Objasnienia: Bartlett x> - wartos$¢ testu Bartletta; a df - ilo$¢ stopni swobody; p - poziom
prawdopodobieristwa

ZRODLO: badania wtasne.
W tabelach od 3 do 56 przyjeto nastepujace oznaczenia:

- Brak istotnosci statystycznej
+ Istotno$¢ statystyczna na poziomie a = 0,05
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TABELA B.3. Analiza statystyczna wynikdw inhibicji zywotno$ci E. coli inkubowanej z SER, Nor-SER, CIS i 5-FU i ich mieszaninami w MH

1’0 N4-G + L'0 YIS-ION + L ¥3S

1'0 N4-G + L'0 Y3S-ION + L'0 ¥3S

L'0 N4-G + L'0 YIS-ION + 1L0°0 ¥3S

L'0SI0 + L'0 43S-ION + L ¥3S

L'0 SI0 + L'0 43S-1ON + L'0 43S

LO'0 SID + LO'0 ¥3S-ION + LO'0 ¥3S

1’0 N4-G + L'0 ¥3S-10N

L'0 SIQ + 1’0 ¥3S-10N

L'0Nd-G + L ¥3S

1'0Nn4-G + 1'0¥3S

L'0N4-G + 10'0 ¥3S

L'0SID + L ¥3S

L'0SI0 + L'0 43S

L'0SID + 100 43S

1’0 n4-S

L'0SID

L'0 ¥3S-ION + L ¥3S

1'0 43S-ION + L'0 ¥3S

100 ¥3S-1ON + 1L0°0 ¥3S

L 43S-I0N

1’0 ¥3S-10N

100 ¥3S-10N

L ¥43S

L'0¥3s

L0'0 43S

Substancje czynne lekow,
metabolitu i ich mieszaniny
(mg/dm?)

SER 0,01

SERO,1

SER1
Nor-SER 0,01

Nor-SER 0,1
Nor-SER 1
SER 0,01 + Nor-SER 0,1
SER 0,1 + Nor-SER 0,1

SER 1+ Nor-SER 0,1

CIS 0,1
5-FU 0,1
SER 0,01+ CIS 0,1

SER0,1+CIS 0,1
SER1+CIS0,1
SER 0,01 + 5-FU 0,1
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L'0 N4-G + L'0 YIS-ION + L ¥3S

1'0 N3-S + L'0 ¥3S-ION + L'0 ¥3S

L'0 N4-G + L'0 YIS-ION + 1L0°0 ¥3S

L'0SI0 + L'0 Y3S-ION + L 43S

L'0 SI0 + 1'0 Y3S-1ON + L'0 43S

LO'0 SIQ + LO'0 ¥3S-1ON + LO'0 ¥3S

1’0 N4-G + L'0 ¥3S-I0N

L'0 SIQ + L'0 ¥3S-10N

L'0nd-S + 1 ¥3S

1'0N4-S + 1'0¥3S

L'0N4-G + 100 ¥3S

L'0SIO+ 1L Y3S

L'0SI0 + L'0 43S

L'0SID+10'0 43S

1’0 n4-§

L'0SID

1'0 ¥3S-ION + L ¥3S

L'0 ¥3S-ION + L'0 ¥3S

L0'0 ¥Y3S-ION + L0°0 ¥3S

L 43S-10N

1’0 43S-10N

100 Y3S-10N

L 43S

L'0¥3s

+

L0'0 43S

+

+

+

Substancje czynne lekow,
metabolitu i ich mieszaniny
(mg/dm®)

SER 0,1 +5-FU 0,1

SER1+5-FU 0,1
Nor-SER 0,1 + CIS 0,1

Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1
SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1

SER 0,1 + Nor-SER 0,1+ CIS 0,1

SER 1+ Nor-SER 0,1 + CIS 0,1
SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1

SERO,1 + Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1

SER 1+ Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1
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TABELA B.4. Analiza statystyczna wynikéw inhibicji zywotno$ci E. coli inkubowanej z SER, Nor-SER, CIS i 5-FU i ich mieszaninami w $S

L'0 N4-S + L'0 Y3S-ION + L 43S + |+ [0 [+ |+ ] 1 I L+ |+ | 1
L'0N4-G+ L'0YIS-ION+ L'0Y¥IS | + | 1 T T T I I I I I I
L'0 N4-S + L'0 YIS-ION + L0'0 ¥3S | I I T T I I I I R
L'0 SID + L'0 ¥3S-1ON + L ¥3S B I T I I b+ |+ |+ |+
L'0 SID + L'0 Y3S-1ON + L'0 ¥3S + [+ [0 |+ ]|+ | 1 1 N 1
L'0SIO+ L'0YIS-ION+ L0'0¥3IS | + | 1 I 1 1 1 1 I | | I 1 1
L'0 N4-G + L'0 ¥3S-10N I | I 1 1 1 1 1 1 I I 1 1
L'0SIQ + L'0 Y3S-10N | | I 1 1 1 1 1 | I ] 1 1
L'0 N4-S + L ¥3S + |+ [0 |+ |+ [ I I L+ |+ | 1
L'ond-s +1'043s I I I 1 1 1 1 | I | I 1 1
L'0 N4-S + 100 ¥3S I | I 1 1 1 1 1 | I I 1 1
L'0SIO+ L ¥3S + |+ [0 [+ + ] 1 I I |+ | 1
L'0SID+ L'0¥3s I I I | | | 1 1 I I I 1
L'0SID+ L00 ¥3S | I I 1 1 1 1 I | I ] 1
L'0 N4-S | I ] 1 1 1 1 o+ | 1 1
L'0SID I | I 1 1 1 1 1 I I 1 1
L'0 43S-10N + L ¥3S + [+ [0 |+ | 1 1 I L+ | 1
1'0 43S-ION + L0 ¥3S I I I 1 1 1 1 I | I 1 1
L'0 ¥3S-1ON + L0'0 ¥3S I I I 1 1 1 1 I I I 1 1
L 43S-10N + | I 1 1 | I I I I 1 1
L'0 ¥3S-I0N I I I | | 1 1 | I I 1 1
100 ¥3S-I10N I I I | I 1 L+ | I | 1
L 43S + | 1 1 1 1 1 1 I I I 1 1
L0 43S I I 1 1 1 1 L+ | I 1 1
L0'0 ¥3S T I L+ o+ | I 1 1
o>
2 £
L s S|l=|—
9 N S R=) = | -
EET slzl-(22]2]%]2|% (]38
£5% SHEHAEEHEEHEE
®=2 w|Hlo Pl |s|X|+ olxlels
3 E w | sls|Z2ls|—=I|X w|l S| o
c = == sl | o o |5
8o ©|lz|lx o | w
» 2 o G| » |
= _s wl 7;) w
&2 @
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1’0 N4-G + L'0 YIS-ION + L ¥3S

1’0 N4-G + L'0 YIS-ION + L'0 43S

L'0 N4-G + L'0 YIS-ION + L0'0 ¥3S

L'0 SIO + L'0 43S-1ON + L 43S

L'0 SI0 + 1’0 ¥3S-1ON + L'0 43S

L'0 SID + L'0 43S-ION + 100 43S

1’0 N4-G + L'0 ¥3S-10N

L'0 SIQ + L'0 ¥3S-10N

L'0nd-§ + 1 43S

'0N4-G + 1'0¥3S

1'0 N3-S + 100 ¥3S

L'0SI0 + L y3s

L'0SI0 + L'0 43S

L'0SID+10'0 43S

1’0 N3-S

L'0SID

1'0 ¥3S-ION + L ¥3S

L'0 ¥Y3S-ION + L'0 ¥3S

1'0 43S-ION + LO'0 ¥3S

L 43S-10N

L'0 43S-10N

100 Y3S-I0N

L 43S

L'0¥3s

+

L0'0 43S

+

+

+

+

+

Substancje czynne lekow,
metabolitu i ich mieszaniny
(mg/dm®)

SER 1+ CIS 0,1
SER0,01 +5-FU 0,1

SERO0,1+5-FUO0,1

SER1+5-FU 0,1
Nor-SER 0,1 + CIS 0,1

Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1
SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1

SER 0,1 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1

SER 1+ Nor-SER 0,1+ CIS 0,1
SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1

SERO0,1 + Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1

SER 1+ Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1
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TABELA B.5. Analiza statystyczna wynikéw inhibicji zywotnosci E. coli inkubowanej z SER, Nor-SER, CIS i 5-FU i ich mieszaninami w SO

L0 N4-G + L0 Y3S-ION + L ¥3S S I T o S T (R (T I S A B R (R S
L'ON4-S+ L'0YISHON+1'0U3S [+ [ 0 [0 [+ [0 [ fofofofofofff
L'ON4-G+ L'0YIS-HON+L0'0Y3S | v [ o [ o [ fofo oo fr o f ]
L'0 SIQ + 1'0 43S-1ON + L ¥3S N I T S T R I T S A B B S
L'0 SIO + L0 43S-10N + L0 43S S I T o S T (I (T T S O I I (R S
L'OSIO+ L'OYISION+L0'0UIS [+ | v [ [ o[ o oo fo o fofr ]|
1'0 N4-G + 10 ¥3S-I10N N N N N N N
L'0 SID + 10 ¥3S-10N o I T T T I T T I T I I I A
1'0N4-G + 1 ¥3S S I T o o T S (T T S O N R (R S
1'0N4- +1'0¥3S e e e e e e e

1'0 N4-G + 10°0 43S O YT T O T T T I VO AT Y I (N 'S
L'0SIO+ L Y3S N T T S A T (R (T T T S B +
L'0SID + 1'0 43S e Ll
L'0SID +10°0 43S T T T T T O T I I ]
1'0 n4-§ T U T T I A I I I
L'0 SI9 T I T T I N A I |
L'0 ¥3S-ION + L ¥3S a0 T T A (I T I I O
1’0 ¥43S-10N + L'0 43S R R
1’0 ¥3S-1ON + LO'0 ¥3S | e
L 43S-10N + ] (I (O T T Y I T A
L'0 ¥3S-10N N e
L0°0 ¥3S-I0N o N R
L d3S + |1 TN T T T O O Y
L'0 43S I T T R R T I T (I I A A IR
L0°0 43S T S T Y S A S S T IR A B S

< -

S 5 zlS|s Slel_|S
Egg Sﬁ_ééégggrgggég
35 E MR HEEHEMERREE
3 E 52|72 512|522 [2513|2]2|3
5s dRREHERREEIE
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L'0 N4-G + L'0 YIS-ION + L ¥3S

1’0 N4-G + 1'0 Y3S-1ON + 1’0 ¥3S

1'0 N4-G + L'0 YIS-ION + LO'0 ¥3S

L'0 SIQ + L'0 43S-ION + L 43S

1’0 SI0 + 1'0 ¥3S-1ON + L'0 43S

L'0 SIQ + L'0 43S-1ON + 100 43S

1’0 N4-G + L'0 ¥3S-I0N

L'0SIQ + L'0 ¥3S-10N

L'0N4-G + L ¥3S

L'0N4-G +1'043S

1'0N4-S +10°0 43S

L'0SID + L ¥3S

L'0SI0 + L'0 43S

L'0SI0+10'0 43S

10 n4-S

L'0SID

1’0 ¥3S-ION + L ¥3S

L'0 ¥3S-1ON + L'0 ¥3S

L'0 43S-ION + LO'0 ¥3S

L 43S-10N

1’0 ¥3S-10N

L0°0 ¥3S-10N

L 43S

L'0¥3s

+

+

100 43S

+

+

+

+

+

Substancje czynne lekow,
metabolitu i ich mieszaniny
(mg/dm®)

SER0,1+5-FU 0,1

SER1+5-FU0,1
Nor-SER 0,1 + CIS 0,1
Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1
SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1
SER 0,1 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1

SER 1+ Nor-SER 0,1 + CIS 0,1
SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1

SER 0,1 + Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1

SER 1+ Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1
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TABELA B.6. Analiza statystyczna wynikéw inhibicji fluorescencji biatka GFP w E. coli MM294-GFP inkubowanej z SER, Nor-SER, CIS i 5-FU

i ich mieszaninami w MH

L'0 N4-G + L'0 YIS-ION + L ¥3S

10 N4-G + L'0 Y3S-ION + 1'0 ¥3S

1’0 N4-G + L'0 YIS-ION + L0°0 ¥3S

L'0°SIQ + L'0 ¥3S-ION + L 43S

L'0 SIQ + 1'0 Y3S-1ON + L'0 43S

L'0SIQ + L'0 43S-1ON + 100 43S

1’0 N4-G + L'0 ¥3S-I0N

L'0 SIQ + L'0 ¥3S-10N

L'0N4-G + L ¥3S

L'0Nn4-5+1'043S

1’0 N4-S + 10°0 ¥3S

L'0SID + 1L ¥3S

L'0SI0 + L'0 43S

L'0SI0+10'0 43S

1’0 n4-§

L'0SID

1'0 ¥3S-ION + L ¥3S

L'0 Y3S-ION + L'0 ¥3S

L'0 43S-1ON + LO'0 ¥3S

L 43S-I0N

L'0 ¥3S-10N

L0°0 ¥3S-I0N

L 43S

L'0 43S

L0'0 43S

Substancje czynne lekow,
metabolitu i ich mieszaniny
(mg/dm?)

SER 0,01

SERO,1

SER1
Nor-SER 0,01

Nor-SER 0,1
Nor-SER 1
SER 0,01 + Nor-SER 0,1

SER 0,1 + Nor-SER 0,1
SER 1+ Nor-SER 0,1

CIS 0,1

5-FU 0,1
SER 0,01 + CIS 0,1

SER 0,1 +CIS 0,1
SER1+CIS0,1
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L'0 N4-G + L'0 ¥Y3S-ION + L ¥3S [ T O O A A

L'ON4-G+ L'OYISHON+L'0HAS [ v [+ [ v [ v [ v [ v [0 {1 [ I
L'ON4-G+ L'0Y3S-ION+ LO0OYIAS [ v [+ [ v [ v [ v [ v [ [ 1
L'0 SID + L'0 43S-ION + L 43S o T ) |
L'0 SID + L'0 43S-ION + L'0 ¥3S (I Y O A e |
L'0SIO+ L'0YIS-JON+10°0Yd3AS | v [+ |t |1 [ T I T I I
L'0 N4-S + L'0 Y3S-10N T A T T T I I A
1‘0SID + L0 ¥3S-10N |+ [ oo
1‘'oNnd-S + 1L ¥3s 1|+ e e e e |
L'0N4-S + 1'0 43S + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ ][+]|+

L'0 N4-G + 100 ¥3S O T T T T o T I I
L'0SIO+ L 43S [T T T T T T O B
L'0SID+ 10 43S v+l e e e e e e ]
L'0SID+ L0‘0 ¥3S e e e e e |

1'0 n4-S N

L'0SID [T T T T T T O T O O

1‘0 43S-ION + L ¥3S v+l e e e e e e ]

1'0 Y3S-ION + L0 43S e e e e e |

1'0 43S-ION + 100 ¥3S T I R I T T B e I I '

L Y3S-10N [T T T T T T O T O O '

1‘0 43S-10N T S T T T I N Y B

L0‘0 Y3S-ION (I I T I I A S S B B 'S

1 43S T N T T T T O (O O
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TABELA B.7. Analiza statystyczna wynikow inhibicji fluorescencji biatka GFP w E. coli MM294-GFP inkubowanej z SER, Nor-SER, CIS i 5-FU

i ich mieszaninami w SS

L'0 N4-G + L'0 YIS-ION + L ¥3S

1’0 N4-G + L'0 YIS-ION + L'0 43S

1'0 N4-G + L'0 YIS-ION + 100 ¥3S

L'0 SID + 1'0 43S-ION + L ¥3S

L'0 SI0 + 1'0 Y3S-1ON + L'0 43S

L'0SIQ + L'0 43S-1ON + L0'0 ¥3S

1’0 N4-G + L'0 ¥3S-10N

1’0 SID + L'0 43S-10N

L'0N4-G + L ¥3S

'0N4-G +L'0¥3S

'0n4-S + 10°0 43S

L0'0SIO + L 43S

L'0SI0 + L'0 43S

L'0SIQ+10'0 43S

L'0 n4-§

L'0SID

1'0 ¥3S-ION + L ¥3S

L'0 43S-10N + 1'0 43S

L'0 43S-1ON + L0'0 ¥3S

L 43S-10N

1’0 ¥3S-10N

100 ¥3S-I0N

L 43S

L'0¥3s

L0'0 43S

Substancje czynne lekow,
metabolitu i ich mieszaniny
(mg/dm?)

SER 0,01

SERO,1

SER1
Nor-SER 0,01
Nor-SER 0,1

Nor-SER 1
SER 0,01 + Nor-SER 0,1

SER 0,1 + Nor-SER 0,1
SER 1 + Nor-SER 0,1

CIS 0,01
5-FU 0,01
SER0,01+CIS 0,1

SER 0,1 +CIS 0,1
SER1+CIS 0,1
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L'0 N4-G + L'0 Y3S-ION + L ¥3S

1’0 N4-G + L'0 YIS-ION + 1L'0 ¥3S

1'0 N4-G + L'0 YIS-ION + L0'0 ¥3S

L'0 SID + L'0 43S-ION + L ¥3S

L'0SIQ + L'0 43S-ION + L'0 ¥3S

L'0 SIQ + L'0 ¥43S-1ON + L0'0 43S

1’0 N4-G + L'0 ¥3S-I0N

L'0 SI10 + 1'0 43S-10N

L'0n4-G + L Y¥3S

L'0N4-G + 1'0¥3S

1'0 N3-S+ 10°0 43S

L0'0SID+ L ¥3S

L'0SID + 1'0 43S

L'0SI0 + 100 43S

10 N4-S

L'0SID

1'0 43S-ION + L ¥3S

L'0 ¥3S-1ON + L'0 ¥3S

1’0 43S-1ON + L0'0 ¥3S

L ¥Y3S-I0N

1'0 ¥3S-10N

100 ¥3S-I0N

REN

L'0¥3s

10'0 43S

+

+

+

+

Substancje czynne lekow,
metabolitu i ich mieszaniny
(mg/dmd)

SER 0,01 + 5-FU 0,1

SER0,1+5-FU 0,1

SER1+5-FU 0,1
Nor-SER 0,1 + CIS 0,1

Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1
SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1

SER 0,1 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1

SER 1+ Nor-SER 0,1 + CIS 0,1
SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1

SER 0,1 + Nor-SER 0,01 + 5-FU 0,01

SER 1+ Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1

164




TABELA B.8. Analiza statystyczna wynikow inhibicji fluorescencji biatka GFP w E. coli MM294-GFP inkubowanej z SER, Nor-SER, CIS i 5-FU

i ich mieszaninami w SO

L'0 N4-G + L'0 YIS-ION + L ¥3S

10 N4-G + L'0 Y3S-ION + 1'0 ¥3S

1’0 N4-G + L'0 YIS-ION + L0°0 ¥3S

L'0°SIQ + L'0 ¥3S-ION + L 43S

L'0 SIQ + 1'0 Y3S-1ON + L'0 43S

L'0 SI0 + L'0 Y3S-1ON + L'0 43S

1’0 N4-G + L'0 ¥3S-I0N

L'0 SIQ + L'0 ¥3S-10N

L'0N4-G + L ¥3S

L'0Nn4-5+1'043S

1’0 N4-S + 10°0 ¥3S

L'0SID + 1L ¥3S

L'0SI0 + L'0 43S

L'0SI0+10'0 43S

1’0 n4-§

L'0SID

1'0 ¥3S-ION + L ¥3S

L'0 Y3S-ION + L'0 ¥3S

L'0 43S-1ON + LO'0 ¥3S

L 43S-I0N

L'0 ¥3S-10N

L0°0 ¥3S-I0N

L 43S

L'0 43S

L0'0 43S

Substancje czynne lekow,
metabolitu i ich mieszaniny
(mg/dm?)

SER 0,01

SERO,1

SER1
Nor-SER 0,01

Nor-SER 0,1
Nor-SER 1
SER 0,01 + Nor-SER 0,1
SER0,1 + Nor-SER 0,1

SER 1+ Nor-SER 0,1

CIS 0,1
5-FU 0,1
SER 0,01 + CIS 0,1

SER 0,1 +CIS 0,1
SER1+CIS0,1
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L'0 N4-G + L'0 Y3S-ION + L ¥3S

L'0N4-G + 1'0 Y3S-1ON + L'0 ¥3S

1'0 N4-G + L'0 YIS-ION + 100 ¥3S

L'0 SIQ + L'0 ¥43S-ION + L 43S

L'0SIQ + L'0 43S-ION + L'0 ¥3S

L'0SI0 + L'0 43S-1ON + L'0 ¥3S

1'0 N4-G + L'0 ¥3S-10N

L'0 SIQ + 1'0 43S-10N

L'0Nn4-G + 1 ¥3S

L'0N4-G +1'043S

1'0N4-S + 100 43S

L'0SID+ L ¥3S

L'0SID +1'0 43S

L'0SI0 + 100 43S

10 n4-S

L'0SID

1'0 43S-ION + L ¥3S

L'0 Y3S-1ON + L'0 ¥3S

1’0 43S-1ON + LO'0 ¥3S

L 43S-I0N

1'0 ¥3S-10N

L0'0 ¥3S-10N

L 43S

1'0¥3s

10'0 43S

+

+

Substancje czynne lekow,
metabolitu i ich mieszaniny
(mg/dm?)

SER0,01 +5-FU 0,1

SERO0,1+5-FUO0,1

SER1+5-FU0,1
Nor-SER 0,1 + CIS 0,1

Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1
SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + CIS 0,1

SER 0,1 + Nor-SER 0,01 + CIS 0,01

SER 1+ Nor-SER 0,1 + CIS 0,1
SER 0,01 + Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1

SER 0,1 + Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1

SER 1+ Nor-SER 0,1 + 5-FU 0,1
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TABELA B.9. Analiza statystyczna wynikéw indukcji promotora recA w E. coli SM342 inkubowanej z SER, Nor-SER, CIS i 5-FU oraz ich miesza-

ninami w MH
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TABELA B.10. Analiza statystyczna wynikéw indukcji promotora recA w E. coli SM342 inkubowanej z SER, Nor-SER, CIS i 5-FU oraz ich miesza-

ninami w $S
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TABELA B.11. Analiza statystyczna wynikéw indukcji promotora recA w E. coli SM342 inkubowanej z SER, Nor-SER, CIS i 5-FU oraz ich miesza-

ninami w S0
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TABELA B.12. Analiza statystyczna wynikéw inhibicji zywotno$ci E. coli inkubowanej z FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU i ich mieszaninami w MH
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TABELA B.13. Analiza statystyczna wynikéw inhibicji zywotnos$ci E. coli inkubowanej z FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU i ich mieszaninami w SS

L'0N4-S + L'oN14-1ON + L N4 + |+ |0 |+ |+ |+ +] 0|+ +|+|+]+]+
LoNd-G+1L0NT4-ION+LONTd [+ [+ |+ |+ [+ [+ |+ |0 [+ [0 |+ [ [+]1
LONd-S+L0NTd-ON+LOONTA [+ |+ |+ [+ [+ |+ v [0 [+ v |0 [0 [t ]+]1
L'oSIo+ L'oN14-1oON+ L N4 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ +|+|+|+|+]|+]+]+
LosiIo+Lonid-oN+Lon1d |+ |+ [+ [+ 0 |+ +|1 |+ |[+][+]|+]|+]|+
LOSIO+LONTd4ON+Lo0NTd |+ |+ [0 [+ [+ v |+ |+ [0 [+][1 |1 ]|+]+
1'0N4-S + 10 N14-10N B L e I T I I T o (T T (T O o
1'0SID + L'0 N14-10N o[+ [+ [+ +[+[0 [+ |1 ]|+]+
rond-s+1N14 + |+ |+ |+ |+ +] 0|+ +|+][1]|+]+
Lond-s+1L'onid + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+]+]
L'ond-s +L0‘0 N4 E N I o S T S I I S (S I (R o
L'oSIO+1N14 + |+ |+ |+ |+ +|+[+|0|+]|+]|+]|+ +
L'osio+L'oni4 + |+ |0 |+ |+ |+ ][+ +] 0|+ + | +
L'0SIO+10'0N014 PR (PR S O (PP I I (R I T L+ |+
1'0 N4-S + |+ |+ |+ [+ ]| +]+ + |+ |+ |
L'0SID + |+ |+ [+ +[+]+[+]+ + 0| |+ ]+
L'on14-loN+ L N4 + |+ |0 |+ |+ |+ ]+ + |+ |+ |+ |1 |+
L'0N14-1oN + L'0 N4 + |+ |+ |+ |+ ] + |+ 0 |+ |+ |+
L'0N74-10N + LO‘0O N4 + |+ |+ |+ |+ PR
L NT14-10N + |+ [0 |+ |+ + |+ |+ |+ |+ +|+]|+
L'0 N14-10N + |+ |+ |+ + |+ |+ [+ +]+]0
100 N14-10N |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+]|+|+]|+
L N4 + | + + |+ ||+ |+ ||+ |+ |+ ]+
L'ontd I N T [ R R e I I I IR I IR
Lo‘on14 P+ |+ |+ |+ |+ [+ ][+ |+ |+ +|+]|+
- >
EJ
‘O = | -
= @© o S| — —
o 8 S| S =l=|_|5
08 s|=|-|Z|2|3 25|53
S E% A SR E IR N EEE RS
S5S SEHHHEEHHEREREEE
s< E = e o - e e Ed e RS P B
= o = = o | - — 3 o
2% 3z el il N
S Q@ [
L e

175



L'ond-S+1'0NT14-oN+ L N4 + |+ |+ |+ +]+
L'oNd-S+L'ONTd-4ON+L'ONTd [ v [+ [0 [0 |+ |+ ]|+ |1 +
L'ONd-S+1L'0NT4-JON+ LO'ONTH [ o [+ [+ [0 [+ [+ [+ |+
L'0SIO+L'0NT4-ON + L N4 +l+ |+ |+ +]+ + |+ |+
L'OSIO+L'ONT4-JON+L'ONTd [+ | v [ 1 |+ |1 + |+ |+ |
L'0SID+L'0NTd-ON+ Lo'ONTd [+ | |1 |+ 1|+ |+ |+
L'0 N3-S + L'0 N14-1ON |+ |+ + |+ |+ ||+
L'0SIQ + L'0 N14-10N + |1 + |+ +]0 |+
L'ond-s+1n14d + BN
L'ond-s+1'0n1d + |+ ||+ |+ 1|+
L'on4d-g +10'0N7d O I I T T S S i
L'oSIo+1LN14 + |+ |+ |+ |+ [+ ]|+]+]|+]|+
L'osIo+1'ond N T DT T AT Ao (S I B S
L'0SIO+ 100 N4 R I T T T ™ IR R B S
1'0 N4-G RN R S
1'0SID e T T T S I A A S
L'0NT4-10N + L N4 + |+ [+ [ |+ ]+
L'0N14-1oN + L'0 N4 [0 B S T S (R (R R B
L'0 N74-JON + 100 N4 RN s
L NT14-10N + [+ [+ [+ ]+
L'0 N14-10N I R
L0°0 N74-10N |+ |+ |+ |+ ||+ ]|+ ]|+
L N4 SO T T S T B B S B I
L'ontd +l+ |+ [+ [+ [+ |[+|+]|+]|+
Lo‘onid + |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ ]|+]|+
F 2 S|S|= = S|z
$E A A
- S | S|QO|I0 [g|w|s Y
2N == | + o W[5
q) 3 g o |2 E - : + : + |+
EE~ S|O|s|9 s|=|a|Z| =
SsE AHERHEEINEEE
bl IS |SEEZ|E R
] E o 2 |~ =z = = = o
S o Sl e T+ + =
n [ L o \6 — | — + — + +
- = Cls|—|o|=
S 9 Z|ls|e - s | —
] o o o
E 212 =222
. [N d o [N

176




TABELA B.14. Analiza statystyczna wynikéw inhibicji zywotno$ci E. coli inkubowanej z FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU i ich mieszaninami w $O

L'ond-S+ L'0NT14-1ON + L N4 + |+ |+ +[o ][+ +0[+] ]+
Lond-S+1L0N14-4ON+L0NTd [+ [+ |+ |+ [0 [+ v | v [+ [0 v |1 [ [+]1
LONd-S+L0NTd-ON+LOONTA [+ |+ |+ [+ [0 |+ | v [0 [+ |0 [ [ ]+]1
L'0SIO+ L'0NT4-1ON + L N4 |+ |+ |+ |+ |+ ][+ ]+ |+ +|+]+]1 ]+
LoSIO+LoNTd-oN+LoNTd |+ |+ [0 [+ |+ v |+ |+ [0 [ [+ |0 ]1 |1
LOSIO+L'ONTA-4ON+Lo0ONTd |+ |+ [ o [+ [+ v |+ |+ oo {1 ]1 ]
L'0 N4-S + L'0 NT14-10N o S S S T S T T T T T T T " A
1'0SID + L'0 N14-10N |+ [+ + o+ oo+
rond-s+1N14 + |+ [+ |+ |+ [+ oo+ |+
Lond-s+1L'onid O L e T I I (T S (T T (T R ol
L'ond-s +L0‘0 N4 R I S IS T S I I S (T O (I B
L'oSIO+1N14 +l+ o[+ [+ [+[+[0 [0 |+][1]+ +
L'osio+L'oni4 o T o A R (I (T T IR B + |
L'0SID+ 100 N4 U I R T R L (e R N I R
1'0 N4-S + |+ |+ |+ [+ ] +]0 L+
L'0SID + |+ [+ |+ |+ [+ T T T A T
L'0 NT4-10N + L N4 + |+ |+ |+ |+ |+ L+ |+
l‘on14-1oN + L'0 N4 NI + |+ |+ [+
L'0NT4-10N + L0'0 N4 L+ |+ L+ |+ |+ |+
L NT14-10N + [+ [ |+ |+ + |+ + ]+
1'0 N74-I0N T I S o I T S S R B B B
L0'0 NT4-10N |+ T B T T S S (U5 (R (i) (i
L N4 + | + + [+ |0 [+ ]|+ |1 1|+ | 1 1|+
L'ontd I + |+ [+ |||+
Lo‘ond T I T O S O O o o I o S A ™
- >
EJ
25 S|=| = -
2N ©lc Slelo|o
08 s|=|-|Z|2|3 HRIEE
g E% Si=|-|3|2|5|5|%5 5 =|z|o|8|2]|s
NEs s|Ss|3|2|Z(2|2|5|9|3|]+|9|+
o= D 20| |= Lo+ |F(EIEIE S| =|E=
o3 E o |+ A S M R A A = S Y =
c 2~ = o=~ ==
S35 = SENE =2 (|3
2% 3z ol il A
S Q@ [
L e

177



L'ond-S+1'0NT14-oN+ L N4 + 0|+ [+ |+
L'oNd-S+L'ONTd-4ON+L'ONTd [ v [+ [0 [0 | v |0 |+ |1 +
LONd-S+ L'ONT4-JON+ LOONTS [ v [+ | v [ o |0 |1 [+ |+

L'0SID+ L'0N74-1ON + L N4 + |+ |+ |+ |+ |+ + |+ |1
L'0SID+ L'0NT4-1ON + L'ONTA T BT I I + 0|
L'OSIO+ L'ONT4-1ON+L0'0NTd [ v [ v [t |1 N
L'0 N4-S + L'0 NT14-10N 1+ | B
L'0SIQ + L'0 N14-10N [ e+ |+
L'ond-s+1n4 + e
L'ond-s+1ontd S I BT B I I A T S
1'0N4-S + 100 N4 R NS
L'oSIo+1LN14 + |+ [+ [+ ]+
L'osIo+L'ontd vl e e e e |+
L'oSIo+10'0N14 vl oo e e+ |
1'0 n4-S NN NS
L'0SID T T T I ) Y
L'0NT4-10N + L N4 N I T I T (S S S
L'0NT4-1ON + L'ONT4 [ = T T R A I B O (S
L'0 N74-JON + 100 N4 I DTS SN (S [ (P (Vi B S
L NT14-10N N I T S T R I (S o
L'0 NT74-10N T N I I S I (S (R (R
L0‘0 N14-10N RO O B B B B B N B
LN1d + o[+ [+ [+ ]+
L'ontd + |+ |+ |+ |+ |+ ]+ +]|+]+
Lo‘on1d + |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ ]|+]+
o ; P ; ; —
g £ -l2la|g|2|z2]3
< s “|s|Qlo|E|w| s |Y
DN |- | + (&) n wH
v 9 g slelR|=X|+ I i
= OS5l ==~
S5 AHNEREHEIEIHEEE
23 = R EE
g2 & S EEIEEIEEEE
8o el e o el e + =
0 2 ™ Slsls|—|Xl=X|+
a® = Cls|—|o|=
= = Z|lo|@ ~|lo | D
(7] E 5|2 3| S (=2
z || = (22T

178




TABELA B.15. Analiza statystyczna wynikéw inhibicji fluorescenciji biatka GFP w E. coli MM294-GFP inkubowanej z FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU

i ich mieszaninami w MH
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TABELA B.16. Analiza statystyczna wynikéw inhibicji fluorescencji biatka GFP w E. coli MM294-GFP inkubowanej z FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU

i ich mieszaninami w SS
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TABELA B.17. Analiza statystyczna wynikdéw inhibicji fluorescenciji biatka GFP w E. coli MM294-GFP inkubowanej z FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU
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TABELA B.18. Analiza statystyczna wynikdw indukcji promotora recA w E. coli SM342 inkubowanej z FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU oraz ich miesza-

ninami w MH
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TABELA B.19. Analiza statystyczna wynikéw indukcji promotora recA w E. coli SM342 inkubowanej z FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU oraz ich miesza-

ninami w $S
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TABELA B.20. Analiza statystyczna wynikéw indukcji promotora recA w E. coli SM342 inkubowanej z FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU oraz ich miesza-

ninami w $0
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TABELA B.21. Analiza statystyczna wynikéw inhibicji zywotnosci E. coli inkubowanej z CIT, D-CIT, CIS i 5-FU i ich mieszaninami w MH

1'0N4-S+1'0 LID-Q+ L LID TN S o S P (o o I I IS VI B I [
1'0N4-S+1'0 LI2-a + L'0 LI e T o i T S T T I (S S B S
ONd-S+L0OLID-A+100LID |+ [0 |+ |+ |+ v ||t |[+]|+]|+][+]1
L'0SIO+ L'0LID-a+ 111D PO (PP [P O (R () I () e R R R T
L'0SIO+ 1'0 LID-Q + L'0 11D I S ISR S IS (e o I o IS I BN I [
L'0SIO+1'0 L19- + 100 LID P+ [+ |+ |+ [+ ]|+ [+ ][+ [0 0|0 [+]+
L'0n4-G+ 1'0 LID-@ o T IS IS I S I B R R NS I NS I
L'0SIO + L'0 LID-a [ [RER [FU (Uy Piy [FRGY () P [ (R T R O e
'oNd-G+ 1110 N I o P IR (P A I IRV I I A O I I
L'0N4-G + 10 11D + |+ + ]+
1'0 N4-G + 100 LID o I I S I I T I A I I S I
L'0SIO+ L 11D R I I B S B o T (O S +
L'0SIO+ L'0 LID |+ [+ |+ |+ [+ |+ |+ [+ +[0 ] + | +
L'0SIO+ 100 LID P+ [+ |+ |+ [+ ]|+ |+ ][+]+ [0 NN
L0 LI0-a+ L 110 I I S S O I S o [ T I
L1'0 L10-Q + L'0 LI o T o I I S BV S + [+ [+ ]|+ |
1'0 LI0- + 100 LID o I B S I B B I N
L 110-a [ T T T T T IS N
L'0 L19-a + ||+ |+ |+ R
L0°0 119-a + |+ ||+ + |+ |+ |+ |+|+]+]|+
(] o I T o I T T I S S I o
L'0 LID + |+ |1 [+ [+ |+ ||+ +|+]+
100 119 + | + T I T O o S S S S S
1’0 n4-§ + e T IS T R T IR (PR (S IR PP
L'0SIO R IR I N S
££
= — -
i | EIE2I313]5]3
SE%T s|s|5|3|-|S|2|E]2(2|3|9 8|84
) 2|12|51515|5(5|2| 212|155 |5 2|5
T R EEEEE
23 G|S|<|® S
N

191



L'ond-S+ L'0 LID-a+ L LI + |+ |0+ [+ ]+
L'0N4-S + 1'0 110- + 1L'0 LID YR +
L'0 N4-G + L0 LID-A + 100 11D NN E: |+
L'0SIO+ L0 LID-a+ L 1ID + |+ |+ |+ |+ |+ + |+ |+
L'0SIQ+ L'0LID-Q+ L'0LID + |+ |0 |+ + |+ |+ |
L'0SID+1L'0 LI9-a + 100 LI + (0| + T I I
1'0nN4-G + L0 L10-a 1+ |+ + |+ |+ ||+
L'0SIO+ L0 LI19-a + [ + ||+ |+
L'ond-S+ 1119 + I IR (T (RS (R R R S
1'0Nn4-G + 10 LID [ |+ |+ [+ ]|+
L'0Nd-S +10°0 LID [ IS (RS I RO (R [OFE (I R S
L'0SID+ L LI + |+ |+ |+ |+ [+ |+ ]| +]+
L'0SIO+ L0 LID + o[+ |+ [+ ]+
L'0SID+ 100 11D + oo+ [ |+ +]+]0
L'0 L19-a+ L 11D + oo+ [+ +]+]0
L'0 LID-a + L'0 LID R S
L'0 LID-a + 100 11D B s
1 119-d (I S S T I I T
L'0 119-a (10 NI TSN T [ (R (R VR B
100 LI19-a + |+ |+ [+ |+ [+ |+ |+ ]|+ |+
L 110 T I I T IR IS S I T
L'0 LI +l+ |+ |+ ||+ |+]|+]|+]|+
L0'0 LID |+ |+ |+ [+ |+ +]|+ ]|+
1'0 N3-S T I S B S B S B B
L'0SID + o+ [+ + ]
- > g N B DY Bl
$E NEHEEEEE
2N == |S|S|9|O|5|w|s %
v 9 =aE=) 3 e i Rl B i )
s =~ o} = | + + |+
€ EL I R P = = =Y
§8S Cle x5l ElE|lElS
o= 2 Tl+isi=QoslololE
o3 E sl—|=l22lalflalg|°9
£ = ElslEl* e 2la
&% Elslelo|=|X|+[X]|+|%
0 2 o Al Lol —
o © olgle Cls|—
3T =
£ S| o E S| o

192




T, D-CIT, CIS i 5-FU i ich mieszaninami w SS
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TABELA B.22. Analiza statystyczna wynikdw inhibicji zywotnosci E. coli inkubowanej z Cl
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T, D-CIT, CIS i 5-FU i ich mieszaninami w SO

’

TABELA B.23. Analiza statystyczna wynikéw inhibicji zywotnosci E. coli inkubowanej z Cl
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TABELA B.24. Analiza statystyczna wynikdéw inhibicji fluorescenciji biatka GFP w E. coli MM294-GFP inkubowanej z CIT, D-CIT, CIS i 5-FU i ich mie-

szaninami w MH
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TABELA B.25. Analiza statystyczna wynikdéw inhibicji fluorescencii biatka GFP w E. coli MM294-GFP inkubowanej z CIT, D-CIT, CIS i 5-FU i ich mie-

Substancje czynne lekow,
metabolitu i ich mieszaniny
(mg/dm®)

CIS 0,1
5-FU 0,1
CIT 0,01
CITO,1
CIT1
D-CIT 0,01
D-CIT 0,1
D-CIT 1
CIT 0,01 +D-CIT 0,1
CITO0,1+D-CITO0,1
CIT1+D-CITO,1
CIT0,01+CIS0,1
CIT0,1+CIS0,1
CIT1+CISO0,1
CIT 0,01 +5-FU 0,1
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TABELA B.26. Analiza statystyczna wynikdéw inhibicji fluorescencii biatka GFP w E. coli MM294-GFP inkubowanej z CIT, D-CIT, CIS i 5-FU i ich mie-
szaninami w SO
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TABELA B.27. Analiza statystyczna wynikdw indukcji promotora recA w E. coli SM342 inkubowanej z CIT, D-CIT, CIS i 5-FU oraz ich mieszani-

nami w MH
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TABELA B.28. Analiza statystyczna wynikéw indukcji promotora recA w E. coli SM342 inkubowanej z CIT, D-CIT, CIS i 5-FU oraz ich mieszani-

nami w $S
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TABELA B.29. Analiza statystyczna wynikéw indukcji promotora recA w E. coli SM342 inkubowanej z CIT, D-CIT, CIS i 5-FU oraz ich mieszani-
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TABELA B.30. Analiza statystyczna wynikéw inhibicji zywotno$ci E. coli inkubowanej z SER, Nor-SER, CIS i 5-FU i ich mieszaninami w MH
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TABELA B.31. Analiza statystyczna wynikdw inhibicji zywotnosci E. coli inkubowanej z SER, Nor-SER, CIS i 5-FU i ich mieszaninami w SS
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TABELA B.32. Analiza statystyczna wynikdéw inhibicji zywotnosci E. coli inkubowanej z SER, Nor-SER, CIS i 5-FU i ich mieszaninami w SO
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TABELA B.33. Analiza statystyczna wynikéw inhibicji fluorescencii biatka GFP w E. coli MM294-GFP inkubowanej z SER, Nor-SER, CIS i 5-FU
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TABELA B.34. Analiza statystyczna wynikdw inhibicji fluorescenc;ji biatka GFP w E. coli MM294-GFP inkubowanej z SER, Nor-SER, CIS i 5-FU

i ich mieszaninami w SS
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TABELA B.35. Analiza statystyczna wynikéw inhibicji fluorescenciji biatka GFP w E. coli MM294-GFP inkubowanej z SER, Nor-SER, CIS i 5-FU
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TABELA B.36. Analiza statystyczna wynikéw indukcji promotora recA w E. coli SM342 inkubowanej z SER, Nor-SER, CIS i 5-FU oraz ich miesza-

ninami w MH
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TABELA B.37. Analiza statystyczna wynikdw indukcji promotora recA w E. coli SM342 inkubowanej z SER, Nor-SER, CIS i 5-FU oraz ich miesza-

ninami w $S
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TABELA B.38. Analiza statystyczna wynikéw indukcji promotora recA w E. coli SM342 inkubowanej z SER, Nor-SER, CIS i 5-FU oraz ich miesza-

ninami w $0
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TABELA B.39. Analiza statystyczna wynikéw inhibicji zywotnos$ci E. coli inkubowanej z FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU i ich mieszaninami w MH
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TABELA B.40. Analiza statystyczna wynikéw inhibicji zywotno$ci E. coli inkubowanej z FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU i ich mieszaninami w $S
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TABELA B.41. Analiza statystyczna wynikdéw inhibicji zywotnosci E. coli inkubowanej z FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU i ich mieszaninami w SO
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TABELA B.42. Analiza statystyczna wynikéw inhibicji fluorescenciji biatka GFP w E. coli MM294-GFP inkubowanej z FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU

i ich mieszaninami w MH
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TABELA B.43. Analiza statystyczna wynikow inhibicji fluorescencii biatka GFP w E. coli MM294-GFP inkubowanej z FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU

i ich mieszaninami w SS
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TABELA B.44. Analiza statystyczna wynikéw inhibicji fluorescencii biatka GFP w E. coli MM294-GFP inkubowanej z FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU

i ich mieszaninami w SO
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TABELA B.45. Analiza statystyczna wynikdw indukcji promotora recA w E. coli SM342 inkubowanej z FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU oraz ich miesza-

ninami w MH
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TABELA B.46. Analiza statystyczna wynikdw indukcji promotora recA w E. coli SM342 inkubowanej z FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU oraz ich miesza-

ninami w $S
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TABELA B.47. Analiza statystyczna wynikdw indukcji promotora recA w E. coli SM342 inkubowanej z FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU oraz ich miesza-

ninami w $0
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TABELA B.48. Analiza statystyczna wynikdéw inhibicji zywotnosci E. coli inkubowanej z CIT, D-CIT, CIS i 5-FU i ich mieszaninami w MH
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TABELA B.49. Analiza statystyczna wynikéw inhibicji zywotnosci E. coli inkubowanej z Cl
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TABELA B.50. Analiza statystyczna wynikow inhibicji zywotnos$ci E. coli inkubowanej z Cl
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TABELA B.51. Analiza statystyczna wynikdw inhibicji fluorescenciji biatka GFP w E. coli MM294-GFP inkubowanej z CIT, D-CIT, CIS i 5-FU i ich mie-

szaninami w MH
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szaninami w SS

TABELA B.52. Analiza statystyczna wynikdéw inhibicji fluorescencii biatka GFP w E. coli MM294-GFP inkubowanej z CIT, D-CIT, CIS i 5-FU i ich mie-
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TABELA B.53. Analiza statystyczna wynikow inhibicji fluorescenciji biatka GFP w E. coli MM294-GFP inkubowanej z CIT, D-CIT, CIS i 5-FU

i ich mieszaninami w SO
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TABELA B.54. Analiza statystyczna wynikéw indukcji promotora recA w E. coli SM342 inkubowanej z CIT, D-CIT, CIS i 5-FU oraz ich mieszani-

nami w MH
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TABELA B.55. Analiza statystyczna wynikéw indukcji promotora recA w E. coli SM342 inkubowanej z CIT, D-CIT, CIS i 5-FU oraz ich mieszani-

nami w $S
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TABELA B.56. Analiza statystyczna wynikéw indukcji promotora recA w E. coli SM342 inkubowanej z CIT, D-CIT, CIS i 5-FU oraz ich mieszani-

nami w $0
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Zatgcznik C

Analiza podobienstwa dziatania badanych substancji czynnych lekéw antydepre-
syjnych, metabolitow, lekow antynowotworowych oraz ich mieszanin na zywotno$¢
hodowli E. coli, fluorescencje biatka GFP w hodowli E. coli MM294-GFP oraz induk-
cje promotora recA w hodowli E. coli SM342 recA:luxCDABE w trzech badanych $ro-
dowiskach (MH, SS oraz SO).

SER 0,01

Nor-SER 0,01

5-FU 0,01

SER 0,1

SER 0,01 + 5-FU 0,01
Nor-SER 0,1

CIS 0,01

SER 0,01 + CIS 0,01

SER 1

SER 0,1 + Nor-SER 0,01

Nor-SER 1

SER 0,01 + Nor-SER 0,01 + CIS 0,01
SER 0,1+ Nor-SER 0,01 + 5-FU 0,01
SER 1 + Nor-SER 0,01

SER 0,01 + Nor-SER 0,01

SER 0,1+ 5-FU 0,01

SER 0,01 + Nor-SER 0,01 + 5-FU 0,01
SER 0,1 +CIS 0,01

Nor-SER 0,01 + 5-FU 0,01

SER 1+ 5-FU 0,01

Nor-SER 0,01 + CIS 0,01

SER1+CIS 0,01

SER 1 + Nor-SER 0,01 + 5-FU 0,01
SER 0,1 + Nor-SER 0,01 + CIS 0,01
SER 1+ Nor-SER 0,01 + CIS 0,01

20 40 60 80 100 120 140 160
odlegto$¢ wigzania

o

RYC. C.1. Podobienstwo inhibicji zywotnosci E. coli K-12 w MH wywotanej dziataniem SER, Nor-
-SER, CIS, 5-FU oraz ich mieszanin
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SER 0,01

SERO,1

Nor-SER 0,01

Nor-SER 0,1

SER 0,01 +5-FU 0,01
5-FU 0,01

SER 0,01 + Nor-SER 0,01
SER 0,01 + CIS 0,01

CIS 0,01

SER 0,1 +5-FU 0,01

SER 1

SER 0,01 + Nor-SER 0,01 + CIS 0,01
SER 0,1 + Nor-SER 0,01 + 5-FU 0,01
Nor-SER 1

SER 1 + Nor-SER 0,01

SER 0,1 + Nor-SER 0,01

SER 0,01 + Nor-SER 0,01 + 5-FU 0,01
Nor-SER 0,01 + 5-FU 0,01

Nor-SER 0,01 + CIS 0,01

SER 0,1+ CIS 0,01

SER 1+ CIS 0,01

SER 1+ 5-FU 0,01

SER 0,1 + Nor-SER 0,01+ CIS 0,01
SER 1 + Nor-SER 0,01 + 5-FU 0,01
SER 1 + Nor-SER 0,01 + CIS 0,01

o

20 40 60 80 100 120 140 160 180
odlegtos¢ wiazania

RYC. C.2. Podobieristwo inhibicji zywotno$ci E. coli K-12 w SS wywotanej dziataniem SER, Nor-
-SER, CIS, 5-FU oraz ich mieszanin

SER 0,01
Nor-SER 0,01
SERO,1
SER 0,01 + 5-FU 0,01
5-FU 0,01

:l_

Nor-SER 0,1

CIS 0,01

SER 0,01 + CIS 0,01

SER 0,01 + Nor-SER 0,01

SER 0,1+ 5-FU 0,01

SER 1

SER 0,1 + Nor-SER 0,01

SER 0,01 + Nor-SER 0,01 + CIS 0,01
Nor-SER 0,01 + CIS 0,01

SER 0,1+ CIS 0,01

Nor-SER 0,01 + 5-FU 0,01

SER 0,01 + Nor-SER 0,01 + 5-FU 0,01
Nor-SER 1

SER 1 + Nor-SER 0,01

SER 0,1 + Nor-SER 0,01+ 5-FU 0,01

SER1+CIS 0,01
SER 1 + Nor-SER 0,01 + 5-FU 0,01
SER 0,1 + Nor-SER 0,01 + CIS 0,01
+ Nor- +
SER 1 + Nor-SER 0,01 + CIS 0,01
0 20

SER 1+ 5-FU 0,01

40 60 80 100 120 140 160
odlegto$¢ wigzania

RYC. C.3. Podobieristwo inhibicji zywotnosci E. coli K-12 w SO wywotanej dziataniem SER, Nor-
-SER, CIS, 5-FU oraz ich mieszanin
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FLU 0,01

FLU 0,1

Nor-FLU 0,01

Nor-FLU 0,1

FLU 0,1+ Nor-FLU 0,1

FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1

5-FU 0,1

FLU 0,01 + 5-FU 0,1

FLU 0,1 +5-FU 0,1

CIS0,1

Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1

FLU 0,01+ CIS 0,1

FLU 0,1+ Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1
FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1
FLU 0,1 +CIS 0,1

FLU1

Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1

Nor-FLU 1
—

FLU 1 +5-FU 0,1

FLU 0,1 + Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1
FLU 1 + Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1
FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1
FLU 1 + Nor-FLU 0,1

FLU 1+ CIS 0,1

FLU 1 + Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1

o

20 40 60 80 100
odlegto$¢ wigzania

RYC. C.4. Podobienistwo inhibicji zywotnosci E. coli K-12 w MH wywotanej dziataniem FLU, Nor-
-FLU, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin

FLU 0,01
FLUO,1
Nor-FLU 0,01

Nor-FLU 0,1

FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1

5-FUO,1

FLU 0,01 + 5-FU 0,1

FLU 0,1 + Nor-FLU 0,1

FLU 0,1+ 5-FU 0,1
1

FLU1

FLU 1 +5-FU 0,1

Nor-FLU 1

FLU 0,1+ Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1

FLU 1+ Nor-FLU 0,1

FLU 1+ Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1

FLU1+CIS 0,1

FLU 1+ Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1

CIS 0,1

FLU 0,01+ CIS 0,1

FLU 0,1 +CIS 0,1

Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1

FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 + CIS 0,1
Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1

FLU 0,01 + Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1 1"_

FLU 0,1+ Nor-FLU 0,1 + 5-FU 0,1

o

10 20 30 40 50 60 70 80 90
odlegto$¢ wigzania

RYC. C.5. Podobieristwo inhibicji zywotnosci E. coli K-12 w $S wywotanej dziataniem FLU, Nor-
-FLU, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin
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RYC. C.6. Podobieristwo inhibicji zywotnosci E. coli K-12 w SO wywotanej dziataniem FLU, Nor-
-FLU, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin
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RYC. C.7. Podobienstwo inhibicji zywotnosci E. coli K-12 w MH wywotanej dziataniem CIT, D-CIT,
CIS i 5-FU oraz ich mieszanin
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RYC. C.8. Podobieristwo inhibicji zywotnosci E. coli K-12 w $S wywotanej dziataniem CIT, D-CIT,
CIS i 5-FU oraz ich mieszanin

CIT 0,01

CITO,1

D-CIT 0,01

D-CITO,1

CIT1

D-CIT1
CIT0,01+D-CITO,1

CIT0,1+D-CITO,1
CIT1+D-CIT0,1+5-FU 0,1
CIT1+5-FUO,1

5-FU 0,1

CIT 0,01 +5-FU 0,1
CITO,1+5-FUO,1

CIT 0,01 +D-CITO0,1 +5-FU 0,1
D-CIT 0,1 +5-FU 0,1
CITO0,1+D-CITO,1+5-FUO,1

CIT1+D-CITO,1

CIS0,1

CIT0,01+CISO0,1
CITO,1+CISO0,1
D-CIT0,1+CISO0,1
CIT0,01+D-CIT0,1+CIS0,1
CIT1+CIS0,1
CIT1+D-CIT0,1+CISO,1
CITO0,1+D-CITO,1+CISO,1

o

10 20 30 40 50 60 70 80
odlegto$¢ wiazania

RYC. C.9. Podobieristwo inhibicji zywotnosci E. coli K-12 w SO wywotanej dziataniem CIT, D-CIT,
CIS i 5-FU oraz ich mieszanin
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RYC. C.10. Podobieristwo inhibicji fluorescencji biatka GFP w E. coli MM294 w MH wywotanej
dziataniem SER, Nor-SER, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin
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RYC. C.11. Podobierstwo inhibicji fluorescencii biatka GFP w E. coli MM294 w $S wywotanej dzia-
taniem SER, Nor-SER, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin
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RYC. C.12. Podobieristwo inhibicji fluorescencii biatka GFP w E. coli MM294 w SO wywotanej
dziataniem SER, Nor-SER, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin
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RYC. C.13. Podobienistwo inhibicji fluorescencii biatka GFP w E. coli MM294 w MH wywotanej
dziataniem FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin
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RYC. C.14. Podobierstwo inhibicji fluorescencji biatka GFP w E. coli MM294 w $S wywotanej
dziataniem FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin
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RYC. C.15. Podobieristwo inhibicji fluorescencii biatka GFP w E. coli MM294 w SO wywotanej
dziataniem FLU, Nor-FLU, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin
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RYC. C.16. Podobieristwo inhibicji fluorescencii biatka GFP w E. coli MM294 w MH wywotanej
dziataniem CIT, D-CIT, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin
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RYC. C.17. Podobieristwo inhibicji fluorescencii biatka GFP w E. coli MM294 w $S wywotanej dzia-
taniem CIT, D-CIT, CIS i 5-FU oraz ich mieszanin

271



CIT 0,01

CITO,1

D-CIT 0,01

D-CITO,1

CIT 0,01 +D-CIT0,1
CIT0,1+D-CITO,1

5-FU 0,1
CIT0,01+D-CITO,1+5-FUO,1
CIT 0,01 +5-FU 0,1

D-CIT 0,1 +5-FU 0,1
CITO,1+5-FUO,1

CIT1
CITO0,1+D-CITO,1+5-FUO,1
CIT1+D-CITO,1

D-CIT1

CIS0,1
D-CIT0,1+CISO,1
CIT0,01+CISO,1
L
0

CITO,1+CISO,1
CIT1+5-FUO,1
CIT0,01+D-CITO0,1+CISO,1
CIT0,1+D-CITO,1+CISO,1
CIT1+CIS0,1
CIT1+D-CIT0,1+CISO,1
CIT1+D-CITO,1+5-FUO,1

10 20 30 40 50 60 70
odlegto$¢ wigzania

RYC. C.18. Podobieristwo inhibicji fluorescencii biatka GFP w E. coli MM294 w SO wywotanej
dziataniem CIT, D-CIT, CIS i 5-FU i ich mieszanin
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RYC. C.19. Podobieristwo indukcji promotora recA w MH wywotanej dziataniem SER, Nor-SER,
CIS i 5-FU oraz ich mieszanin
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RYC. C.20. Podobieristwo indukcji promotora recA w SS wywotanej dziataniem SER, Nor-SER, CIS
i 5-FU oraz ich mieszanin
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RYC. C.21. Podobieristwo indukcji promotora recA w SO wywotanej dziataniem SER, Nor-SER, CIS
i 5-FU oraz ich mieszanin
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RYC. C.22. Podobienstwo indukcji promotora recA w MH wywotanej dziataniem FLU, Nor-FLU,
CIS, 5-FU oraz ich mieszanin
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RYC. C.23. Podobieristwo indukcji promotora recA w $S wywotanej dziataniem FLU, Nor-FLU, CIS,
5-FU oraz ich mieszanin
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RYC. C.24. Podobieristwo indukcji promotora recA w SO wywotanej dziataniem FLU, Nor-FLU, CIS,
5-FU oraz ich mieszanin
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RYC. C.25. Podobienstwo indukcji promotora recA w MH wywotanej dziataniem CIT, D-CIT, CIS
i 5-FU oraz ich mieszanin
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RYC. C.26. Podobienistwo indukcji promotora recA w $S wywotanej dziataniem CIT, D-CIT, CIS
i 5-FU oraz ich mieszanin
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RYC. C.27. Podobiefistwo indukcji promotora recA w SS wywotanej dziataniem CIT, D-CIT, CIS
i 5-FU oraz ich mieszanin
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Streszczenie

Toksycznos¢ wybranych farmaceutykow i ich mieszanin w §ciekach w stosunku
do Escherichia coli

Przeprowadzone badania dotyczyly okreslenia toksycznosci, cytotoksycznosci i geno-
toksycznos$ci wybranych lekéw antydepresyjnych SER, FLU i CIT, ich metabolitow
Nor-SER, Nor-FLU i D-CIT, ich mieszanin oraz mieszanin z lekami antynowotwo-
rowymi CIS i 5-FU w trzech réznych $rodowiskach - medium hodowlanym (MH),
$ciekach surowych (SS) oraz $ciekach oczyszczonych (SO).

Uzyskane rezultaty dowiodly, ze $cieki surowe i oczyszczone w poréwnaniu z pod-
fozami mikrobiologicznymi nie wptywaly w istotnym stopniu na toksycznos¢, cyto-
toksycznos¢ i genotoksycznos$¢ badanych substancji czynnych lekéw, metabolitow
oraz ich mieszanin. Na podstawie otrzymanych w monografii wynikéw stwierdzono,
ze posrod badanych lekéw antydepresyjnych, ich metabolitéw i mieszanin z lekami
antynowotworowymi najwyzszg toksycznos¢, cytotoksycznos¢ i genotoksyczno$é
w trzech badanych $rodowiskach - w poréwnaniu z kontrolg - wykazuja SER, Nor-

-SER oraz ich mieszaniny z CIS. Ponadto wykryto, ze metabolity lekéw antydepre-
syjnych charakteryzowaly si¢ podobna toksycznoscia, cytotoksycznoscia i genotok-
sycznoscig jak leki macierzyste SER, FLU i CIT, niezaleznie od badanego srodowiska
(podloze mikrobiologiczne, $cieki surowe i oczyszczone). Najwyzsza toksycznos¢,
cytotoksyczno$¢ i genotoksycznosé wzgledem szczepow E. coli wykryto po ekspo-
zycji hodowli bakterii na mieszaniny wielosktadnikowe zawierajace w swoim skta-
dzie CIS, jak: SER w stezeniu 1 mg/dm? z Nor-SER (0,1 mg/dm?) z CIS (0,1 mg/dm?),
FLU (1 mg/dm?) z Nor-FLU (0,1 mg/dm?) z CIS (0,1 mg/dm?), SER (1 mg/dm?) z CIS
(0,1 mg/dm?) oraz FLU (1 mg/dm?) z CIS (0,1 mg/dm?) w trzech badanych srodowi-
skach. Przeprowadzone badania toksycznosci, cytotoksycznosci i genotoksycznosci
wykazaly, ze posrdd wszystkich badanych w pracy mieszanin najwyzsze warto$ci
badanych parametréw wzgledem szczepéw E. coli w trzech $rodowiskach osiggata
SER (1 mg/dm?®) z Nor-SER (0,1 mg/dm?)i z CIS (0,1 mg/dm?). W poréwnaniu z kon-
trolg dla mieszaniny tej warto$ci wzrostu toksycznosci, cytotoksycznosci i genotok-
sycznosci byly wyzsze odpowiednio o ponad 20% i okoto 50% w MH, SS i SO.

Odnoszac ten fakt do warunkéw oczyszczalni $ciekow, istotne wydaje sie spo-
strzezenie, ze farmaceutyki i ich metabolity znajdujace si¢ w trafiajacych do oczysz-
czalni $ciekach mogg wchodzi¢ w réznego rodzaju interakcje prowadzace do efektu
synergistycznego dziatania skladnikéw mieszanin. Skutkuje to wzrostem toksycznosci
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sciekow i silniejszym ich oddzialywaniem na osad czynny, prowadzac do zakiocenia
jego prawidlowego funkcjonowania i obnizenia wydajnosci biodegradacji zanieczysz-
czen w $ciekach. Sugeruje to potrzebe podczyszczania $ciekdw szczegdlnie obcigzo-
nych tadunkiem farmaceutykow, takich jak $cieki szpitalne oraz $cieki z zakltadow
produkc;ji lekéw.
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Abstract

Toxicity of selected pharmaceuticals and their mixtures in wastewaters against
Escherichia coli

The conducted studies concerned the determination of the toxicity, cytotoxicity
and genotoxicity of selected antidepressants SER, FLU and CIT, their metabolites
Nor-SER, Nor-FLU and D-CIT, their mixtures and mixtures with anti-cancer drugs
CIS and 5-FU in three different environments, microbiological media (MM), raw
wastewaters (RW) and treated wastewaters (TW).

The obtained results proved that the raw and treated wastewaters, compared
to microbiological media, did not significantly affect the toxicity, cytotoxicity
and genotoxicity of the tested active substances of drugs, metabolites and their mix-
tures. On the basis of the results obtained in the monograph, it was found that among
the tested antidepressants, their metabolites and mixtures with anticancer drugs,
the highest toxicity, cytotoxicity and genotoxicity, compared to the control, was dem-
onstrated by SER, Nor-SER and their mixtures with CIS in the three examined envi-
ronments MM, RW and TW. Moreover, it was found that the metabolites of antide-
pressants showed similar toxicity, cytotoxicity and genotoxicity compared to the parent
drugs SER, FLU and CIT, regardless of the environment studied (microbiological
media, raw and treated wastewaters). The highest toxicity, cytotoxicity and geno-
toxicity to E. coli strains was detected after exposing the bacterial culture to mul-
ticomponent mixtures containing CIS in their composition, such as: SER at a con-
centration of 1 mg/dm? with Nor-SER (0,1 mg/dm?) with CIS (0,1 mg/dm?), FLU
(1 mg/dm?) with Nor-FLU (0,1 mg/dm?) with CIS (0,1 mg/dm?), SER (1 mg/dm?)
with CIS (0, 1 mg/dm?) and FLU (1 mg/dm?’) with CIS (0,1 mg/dm?) in the three
tested environments: MM, RW and TW. The studies of toxicity, cytotoxicity and gen-
otoxicity showed that among all the mixtures tested in the work, the highest values
of the parameters tested in relation to E. coli strains in three environments were
achieved by SER (1 mg/dm?) with Nor-SER (0,1 mg/dm?) and with CIS (0,1 mg/dm?).
Compared to the control, for this mixture the increase in toxicity, cytotoxicity
and genotoxicity values were higher by more than 20% and about 50%, respectively,
in the three tested environments MM, RW and TW.

Relating this fact to the conditions of wastewaters treatment plants (WW'TPs),
it seems important to note that pharmaceuticals and their metabolites in the waste-
waters reaching the WWTPs may interact in various ways, leading to the synergistic
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effect of mixture components. This results in an increase in the toxicity of wastewaters
and its stronger impact on the activated sludge, leading to the disturbance of its proper
functioning and lowering the efficiency of biodegradation of pollutants in wastewa-
ters. This suggests, the need to treat wastewaters particularly loaded with pharma-
ceuticals, such as hospital wastewaters and wastewaters from drug production plants.
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