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ZANIECZYSZCZENIE SRODOWISKA NIESTEROIDOWYMI LEKAMI
PRZECIWZAPALNYMI NA PRZYKLADZIE DIKLOFENAKU - PRZYCZYNY,
SKUTKI, BIOINDYKACJA*

NLPZ W SRODOWISKU

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (nieste-
rydowe leki przeciwzapalne, NLPZ, NSLPZ)
to liczna, niejednorodna grupa lekow prze-
ciwzapalnych, przeciwbélowych i przeciwgo-
ragczkowych. Nazywane sa niesteroidowymi
ze wzgledu na swoja strukture chemiczna,
odmienng od kortykosteroidéw, innych lekéw
majacych wlasciwosci przeciwzapalne (BUER
2014). NLPZ naleza do najczeSciej stosowa-
nych obecnie lekow, ze wzgledu na swoje
dzialanie przeciwbolowe, przeciwgoraczkowe
i przeciwzapalne (BACSI i wspétaut. 2016).
Podstawowym mechanizmem dziatania NLPZ
w organizmach zwierzecych jest hamowanie
aktywnosci cyklooksygenaz (COX), a tym sa-
mym zablokowanie konwersji kwasu arachi-
donowego lub kwasu eikozapentaenowego do
prostaglandyn, hormonéw tkankowych zali-
czanych do mediatorow odczynu zapalnego
(GILRON i wspoélaut. 2003, BAcsI i wspoétaut.
2016) (Ryc. 1).

Najbardziej popularne NLPZ to: diklofe-
nak, ibuprofen, kwas acetylosalicylowy, pi-
roksykam, ketoprofen lub naproksen, cho-
ciaz statystyki ich stosowania w poszczegdl-
nych krajach znacznie si¢ réznia (HUDEC i
wspolaut. 2008, 2012; MIJATOVIC i wspotaut.
2010). Obecnie leki te sa tak powszechnie
stosowane w medycynie i weterynarii, ze
stanowia coraz wieksze zagrozenie dla Sro-
dowiska naturalnego. NLPZ wykrywane sa w
Srodowisku najczesSciej w niskich stezeniach

(od 1 ng x dm™ do 1 mg x dm?) (BRAIN i
wsp. 2008) (Tabela 1), ktére jednak moga
mie¢ istotny wplyw na ekosystemy wodne i
ladowe. Substancje te zawieraja pierScienie
aromatyczne, ktore sa trudno degradowa-
ne, co znaczaco wplywa na okres poltrwania
NLPZ w srodowisku (HE i wspoétaut. 2017).
NLPZ moga dostawac¢ sie do Srodowiska
z réznych zrodel, a najczesciej sa to Scieki
z fabryk produkujacych farmaceutyki, Scieki
komunalne ze szpitali, przychodni i lecznic
weterynaryjnych oraz gospodarstw domo-
wych (BRAIN i wspotaut. 2008). Oczyszczanie
Sciekéw z reguly obejmuje kombinacje me-
tod fizycznych, chemicznych i biologicznych,
a wydajnos¢ usuwania zanieczyszczen roz-
ni sie w zaleznosci od zastosowanego pro-
cesu, charakteru =zanieczyszczen i wplywu
czynnikow zewnetrznych (FENG i wspoétaut.
2013). Niestety, nawet oczyszczalnie Sciekoéw
wykorzystujace  procesy  mikrobiologiczne
do usuwania zwiazkow azotu, fosforu i in-
nych zanieczyszczen organicznych, z reguly
nie radza sobie z farmaceutykami, dlatego
duzy odsetek tych substancji przedostaje sie
do zbiornikéw wodnych (PAIGA i wspétaut.
2013). Na losy NLPZ w Srodowisku wplywa-
ja rozne parametry charakteryzujace dany
ekosystem, takie jak: temperatura, pH, na-
slonecznienie, wlasciwosci jonowymienne gle-
by, iloS¢ materii organicznej, ilos¢ i sktad
gatunkowy biomasy i jej potencjal biode-
gradacyjny (SCHULZE i wspoétaut. 2010). Po
przedostaniu sie do Srodowiska, NLPZ moga
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Ryc. 1. Mechanizm dzialania NLPZ (na podstawie GILRON i wspoétaut. 2003).

COX-1 - cyklooksygenaza 1 (konstytutywna); COX-2 — cyklooksygenaza 2 (indukowalna); PGG2, PGH2, PGE2, PGI2,
PGD2, PGF2-alpha — grupy prostaglandyn; TXA2 — tromboksan A2.

by¢ adsorbowane na powierzchni czastek
statych gleby lub osadéw dennych zbiorni-
kow wodnych. Z jednej strony zmniejsza
to ich biodostepnosé¢, co jest korzystne dla
organizméw zamieszkujacych dany ekosys-
tem, z drugiej jednak prowadzi do akumu-
lacji NLPZ i ich stopniowego uwalniania do
otoczenia (ZENKER i wspétaut. 2014). NLPZ
moga by¢ takze przeksztalcane w réznora-
kie pochodne w wyniku dzialania czynni-
kow abiotycznych (gléwnie promieniowania
stonecznego) i biotycznych (dziatalnos¢ bak-
terii i grzybow), prowadzacych do izome-
ryzacji/epimeryzacji, hydrolizy i utleniania
czasteczek NLPZ (RADJENOVIC i wspétaut.
2008, CARR i wspotaut. 2011, DOMARADZKA i
wspoétaut. 2015). W szlakach mikrobiologicz-
nej biotransformacji farmaceutykéw najcze-
Sciej uczestnicza monooksygenazy typu cyto-
chromu P450 i dioksygenazy, lakaza, perok-
sydaza ligninowa i peroksydaza manganowa
(Guzik i wspotaut. 2013, TRAN i i wspélaut.
2013) (Ryc. 2), jednak dotychczasowe infor-
macje o biodegradacji NLPZ sg wciaz bardzo

ograniczone. ZauwazyC nalezy, ze zaroéwno
same leki, jak i produkty ich przemian sa
znaczacym elementem zanieczyszczen srodo-
wiska wodnego (ZIYLAN i INCE 2011). Wyka-
zano niejednokrotnie, ze produkty posrednie
rozkladu NLPZ charakteryzuja sie wicksza
toksycznoscia, niz zwigzki macierzyste (GU-
ZIK i wspotaut. 2013, CARACCIOLO i wspol-
aut. 2015).

SKUTKI ZANIECZYSZCZENIA
SRODOWISKA NLPZ

Obecne w wodach NLPZ, dzieki swo-
jej tendencji do bioakumulacji, sa powaz-
nym zagrozeniem dla wszystkich poziomoéow
troficznych tancuchéw pokarmowych. Jako
substancje biologicznie aktywne zaprojek-
towane do dzialania w niskich stezeniach,
srodki farmaceutyczne w Srodowisku natu-
ralnym moga mie¢ niekorzystny wplyw na
organizmy ,niedocelowe” z powodu ich diu-
gotrwalego narazenia na dana substancje.
Przykladem skutkow toksycznosci chronicz-
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Tabela 1. Przyktady NLPZ wykrywanych w Srodowisku wodnym.

Miejsce poboru prob analitycz-

Substancja (CAS) h
nyc

Zakres notowanych .
L Literatura
stezen (ng x dm™)

Kwas acetylosalicylowy
(50-78-2)
Diklofenak (15307-79-6)

rzeka Samosz (Rumunia)

rzeka Hoje (Szwecja)

rzeka Mersey (Wielka Brytania)
rzeka Tamiza (Wielka Brytania)
rzeki Rhone i Sadone (Francja)
zatoka Guanabara Bay (Brazilia)

jezioro Greifensee (Szwajcaria)

rzeka Aabach (Szwajcaria)
rzeka Laba (Czechy)
rzeka Fyris (Szwecja)
rzeka Jen-Wen (Tajwan)
rzeka Lao-Jie (Tajwan)
rzeka Tour-Chyan (Tajwan)
Ibuprofen (15687-27-1) rzeka Laba (Niemcy)
rzeka Fyris (Szwecja)
rzeka Lao-Jie (Tajwan)
rzeka Jen-Wen (Tajwan)
rzeka Tour-Chyan (Tajwan)

Ketoprofen (22071-15-4) rzeka Laba (Czechy)

rzeka Tour-Chyan (Tajwan)
rzeka Lao-Jie (Tajwan)
rzeka Jen-Wen (Tajwan)
rzeka Fyris (Szwecja)

Naproksen (22204-53-1) 18 slodkowodnych zrodet

(Brazylia)
rzeka Laba (Czechy)
rzeka Fyris (Szwecja)

rzeka Ebro (Hiszpania)

30-37,2 SANTOS i wspotaut. 2010
10-120 SANTOS i wspoétaut. 2010
195 THOMAS i HILTON 2004
57-125 THOMAS i HILTON 2004
290-410 FERRARI i wspoétaut. 2004
Okoto 100 STUMPF i wspotaut. 1999
1-9 BUSER i wspotaut. 1998
11-310 BUSER i wspoétaut. 1998
1080 MARSIK i wspoétaut. 2017
25-170 DANESHVAR i wspotaut. 2010
50 CHEN i CHENG 2009

24 CHEN i CHENG 2009

62 CHEN i CHENG 2009

70-87 WINKLER i wspotaut. 2001
13-87 DANESHVAR i wspotaut. 2010
12 CHEN i CHENG 2009

30 CHEN i CHENG 2009

28 CHEN i CHENG 2009

929,8 MARSIK i wspétaut. 2017
400 CHEN i CHENG 2009

110 CHEN i CHENG 2009

620 CHEN i CHENG 2009

10-163 DANESHVAR i wspotaut. 2010
20-40 STUMPF i wspoétaut. 1999
1423,8 MARSIK i wspotaut. 2017
6-130 DANESHVAR i wspotaut. 2010
20 LOPEZ-SERNA i wspotaut. 2013

nej moga by¢: anomalie rozwojowe, zaburze-
nia metaboliczne (w tym endokrynologiczne)
czy zaburzenia funkcji rozrodczych organi-
zméw ladowych i wodnych (SANTOS i wspot-
aut. 2010). Wysoka bioakumulacje NLPZ
wykazano na przykladzie wielu gatunkow
waznych gospodarczo skorupiakow i ryb,
co ma bezposrednie odniesienie do zdrowia
i zycia ludzkiego. W badaniach tych duza
uwaga skupiona jest na diklofenaku (CRANE
i wspoétaut. 2006, SANTOS i wspétaut. 2010,
ZENKER i wspotaut. 2014), uwazanym za je-
den z najbardziej toksycznych NLPZ (SANTOS

i wspotaut. 2010). Ostra toksycznosc¢ diklo-
fenaku byla badana m.in. metoda szacowa-
nia stopnia hamowania mobilnosci dwoch
skorupiakéw: Daphnia magna i Cerodaph-
nia dubia. Wyznaczone w tym teScie war-
tosci EC,;,.s (ang. 50% effective concentra-
tion estimated after 48h exposure) wynosi-
ly odpowiednio 224,30 i 22,704 pg x dm?
(FERRARI i wspotaut. 2003). Z kolei badanie
Smiertelnosci zarodkéw stodkowodnego danio
pregowanego (Danio rerio, Cyprinidae) trak-
towanego przez 10 dni diklofenakiem pozwo-
lito wykazaé, ze chroniczna toksycznos¢ tego
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Ryc. 2 Mikrobiologiczna transformacja NLPZ na przykladzie diklofenaku (na podstawie DOMARADZKA i

wspoétaut. 2015).

leku nie jest tak wysoka; LOEC (ang. lowest
observed effect concentration) dla tych ryb
wynosit 8000 ug x dm= (FERRARI i wspo6i-
aut. 2003). Pamieta¢ jednak nalezy, ze di-
klofenak, tak jak inne NLPZ, ma zdolnosé
do bioakumulacji, co wykazano m.in. w
przypadku pstraga teczowego (Oncorhynchus
mykiss) (ZENKER i wspoélaut. 2014). Obec-
nos¢ diklofenaku wykryto u tego organizmu
w nerkach, watrobie, miesniach i skrzelach,
przy czym BCF (ang. bioconcentration factor)
roznit sie znacznie w zaleznosci od badanego
organu, dawki leku i czasu ekspozycji. Co
ciekawe, cho¢ najwieksze ilosci diklofenaku
akumulowaly sie w watrobie, zmiany histo-
patologiczne obserwowano przede wszystkim
w nerkach i skrzelach (SCHWAIGER i wspo6t-
aut. 2004). U zwierzat majacych dilugotrwatly
kontakt ze sSrodowiskiem wodnym, jak np.
wydra rzeczna (Lutra sp.), diklofenak w for-
mie niezmienionej wykrywany jest czesto w
siersci (RICHARDS i wspoétaut. 2011), jednak
u wiekszosci zwierzat, ktore pobieraja diklo-
fenak glownie droga pokarmowa, wykrywane
sg przede wszystkim jego pochodne (LONAP-
PAN i wspoétaut. 2016).

Spektakularnym przyktadem toksycznego
dziatania diklofenaku pobieranego wraz z po-
zywieniem sa badania dotyczace drastyczne-
go spadku liczebnosci populacji kilku gatun-
kow sepow (Gyps) wystepujacych w Indiach,
Pakistanie i Nepalu (PAIN i wspoétaut. 2008).
Stopniowe zmniejszanie sie liczebnosci po-
pulacji tych ptakow, ktore rozpoczelo sie
w latach 90. XX w., okazalo sie by¢ skut-
kiem powszechnego stosowania diklofenaku
w medycynie weterynaryjnej. Szczegolowe

badania wykazaly, ze stezenie tego leku w
tkankach padlego bydla, stanowiacego pod-
stawe pozywienia sepow, jest wystarczajace,
aby wywota¢ efekty nefrotoksyczne prowa-
dzace do S$mierci ptakéw (PAIN i wspotaut.
2008). Efektem tych badan bylo wprowadze-
nie przez rzady Indii, Nepalu i Pakistanu (w
latach 2005-2008), a nastepnie Bangladeszu
(2010 r.) regulacji prawnych dotyczacych
ograniczenia produkcji i uzycia diklofenaku
w celach weterynaryjnych (PAIN i wspoétaut.
2008, LONNAPAN i wspoétaut. 2016). Wyniki
tych badan przyczynily sie rowniez do na-
rastania obaw dotyczacych zagrozenia zdro-
wia czlowieka przez niekontrolowane przedo-
stawanie sie diklofenaku i innych NLPZ do
organizmu wraz ze spozywanym pokarmem
(rybami i miesem zwierzat hodowlanych)
oraz woda pitng. W latach 90. ubieglego
wieku przeprowadzono serie badan, obejmu-
jacych wskazniki toksykologiczne i farmako-
logiczne, a dotyczacych ryzyka zachorowa-
nia na nowotwory i choroby nienowotworo-
we wskutek ekspozycji na NLPZ (SCHULMAN
i wspolaut. 2002). Analiza danych wskazy-
wala, ze nie wystepuje ryzyko zagrozenia
dla ludzi, gdyz wykryte stezenia lekéw byly
znacznie nizsze od wartosci niebezpiecznych.
Biorac jednakze pod uwage rosnaca produk-
cje i konsumpcje NLPZ, ich ciagly doptyw do
ekosystemow, istniejace dane o zanieczysz-
czeniu wod gruntowych i powierzchniowych
tymi zwiazkami oraz ich potencjat bioaku-
mulacyjny, nie sposéb dziwi¢ sie powraca-
jacym obawom dotyczacym zdrowia publicz-
nego i zaleceniom monitorowania Srodowiska
pod katem obecnosci NLPZ i skutkow ich
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dzialania (HE i wspétaut. 2017). Szczegblng
wage przyklada sie do substancji, ktére ze
wzgledu na niska podatnos¢ na degradacje
nie sa wydajnie usuwane przez oczyszczal-
nie Sciekéw. Do substancji takich nalezy di-
klofenak, ktorego obecnosc¢ stwierdzana jest
w wodzie oraz osadach dennych zbiornikow
Srodladowych (LONAPPAN i wspétaut. 2016).
Wykrycie tego leku w wielu ujeciach wody
pitnej (GRos i wspétaut. 2010) spowodowalo,
ze w 2013 r. zostal on umieszczony przez
Komisje Europejska na liScie substancji ob-
jetych koniecznoscia monitorowania (ang.
EU Water Framework Directive) (LONAPPAN
i wspolaut. 2016). Zgodnie 2z zaloZzeniami
EQS (ang. Environmental Quality Standards
of Europe), dopuszczalne stezenie tej sub-
stancji w wodach slodkich wynosi obecnie
0,1 pg x dm=3, natomiast w wodach stonych
0,01 pg x dm™® (LONAPPAN i wspétaut. 2016).
Niezaleznie od ustalen Komisji Europejskiej,
niektére kraje Europy wprowadzily lokalne
regulacje uwzgledniajace niebezpieczenstwo
zanieczyszczenia Srodowiska NLPZ; np. w
Wielkiej Brytanii diklofenak znajduje sie na
yliscie substancji priorytetowych”, zobowia-
zujacej przemys! do opracowania technologii
usuwania tego typu zanieczyszczen ze Scie-
koéw. Jednak poza lokalnymi ustaleniami, w
skali globalnej nie ma jednoznacznych prze-
pisow regulujacych produkcje, konsumpcje
i kontrole uwalniania NLPZ do Srodowiska
(LONAPPAN i wspotaut. 2016).

BIOINDYKACJA W OCENIE RYZYKA
ZWIAZANEGO Z TOKSYCZNOSCIA NLPZ

Koniecznos¢ monitorowania ilosci i skut-
kow dziatania NLPZ dostajacych sie do eko-
systemow zwiazana jest z dwoma aspektami
badan srodowiskowych. Oznaczanie stezen
farmaceutykéw w glebie, wodzie, osadach
i tkankach organizméw zywych bazuje na
zaawansowanych metodach analitycznych,
takich jak wysokosprawna chromatogra-
fia cieczowa (HPLC), chromatografia gazowa
(GC) i spektrometria mas (MS) (CALDERON-
-PRECIADO i wspoétaut. 2009). Nieodzownym
uzupelnieniem takich badan jest bioindy-
kacja, metoda badan ekotoksykologicznych,
pozwalajaca okresli¢ jakosciowo podstawowe
wlasnosci Srodowiska na podstawie reak-
cji bioindykatoréw (KOMAROV 1983). Mianem
bioindykatorow okresla sie zazwyczaj Scisle
zdefiniowane gatunki roslin, zwierzat czy
mikroorganizmow, jednak bioindykatorami
moga byc¢ takze cate populacje lub ekosyste-
my. Aby ujednolici¢ badania bioindykacyjne
i umozliwi¢ poréwnanie wynikow uzyskiwa-
nych przez rézne grupy badawcze, miedzy-
narodowe organizacje zwiazane z ochrong
sSrodowiska (ang. Organisation for Economic

Co-operation and Development, OECD; In-
ternational Organization for Standardization,
ISO; European Food Safety Authority, EFSA)
opracowaly szereg standardow toksykologicz-
nych, wsréd ktoérych wazna role odgrywaja
testy oparte na organizmach wskaznikowych
nalezacych do jednokomoérkowych glonéw
planktonowych lub makrofitow, takich jak
Lemna minor (OECD 2002, Iso 2004, EFsA
2005). Testy te rekomendowane sa miedzy
innymi do monitorowania dostajacych sie
do Srodowiska substancji okreslanych jako
scontaminants of emerging concern” (CECs)
(EPA 2008a, b). CECs to substancje poten-
cjalnie niebezpieczne, wykrywane w Srodowi-
sku od stosunkowo niedawna, a w zwiazku
z tym nie posiadajace jeszcze norm dopusz-
czalnych stezen ani dokladnie opisanego
mechanizmu dziatania toksycznego. Do sub-
stancji takich zaliczono rowniez farmaceuty-
ki i ich metabolity (EpA 2008a, b).

Dzieki wspomnianym standardowym te-
stom toksykologicznym wykazano, ze NLPZ
stanowia rzeczywiste zagrozenie dla orga-
nizméw wodnych (BRAIN i wspoélaut. 2008,
SANTOS i wspoélaut. 2010). Zauwazono jed-
nak, ze poszczegdlne organizmy wskazniko-
we roznia sie istotnie wrazliwoscia na dzia-
lanie badanych substancji (Tabela 2).

Poréwnanie wrazliwosci réznych grup
systematycznych pozwolitlo wykazaé, ze zie-
lenice planktonowe i cyjanobakterie sa bar-
dziej wrazliwe na dzialanie NLPZ niz bak-
terie (BAcsi i wspoétaut. 2016). I tak np.
znaczna toksycznos¢ diklofenaku i ibuprofe-
nu wykazano stwierdzajac hamowanie tem-
pa wzrostu populacji zielenic Desmodesmus
communis, Haematococcus pluvialis i Cryp-
tomonas ovata, natomiast cyjanobakterie
Synechococcus elongatus i Cylindrospermop-
sis raciborskii byly na te substancje mniej
wrazliwe (BACSI i wspoétaut. 2016). Wykaza-
no takze, ze diklofenak i ibuprofen hamu-
ja silnie wzrost populacji innego organizmu
wskaznikowego, rzesy drobnej Lemna mi-
nor (SANTOS i wspoélaut. 2010). Standardo-
we testy toksykologiczne z wykorzystaniem
bakterii (Vibrio fisheri), glonow (Pseudo-
kirchneriella subcapitata, Selenastrum capri-
cornutum), bezkregowcow (Daphnia magna,
Ceriodaphnia dubia) i ryb (Danio rerio) wy-
kazaly, ze diklofenak nalezy do najbardziej
niebezpiecznych zwigzkéw farmaceutycz-
nych dostajacych sie do srodowiska wodne-
go (FERRARI i wspoétaut. 2003). Co ciekawe,
mimo iz w testach glonowych pobieranie
farmaceutykow przez komorki wydaje sie
by¢ ograniczone ze wzgledu na krotki czas
ekspozycji i adsorpcje czeSci substancji na
powierzchni Scian komorkowych, wyniki
wskazuja na najwieksza toksycznosS¢ ostra
diklofenaku wlasnie w odniesieniu do glo-
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Tabela 2. Przyktady wartosci parametréow toksykologicznych uzyskanych podczas badan wpltywu diklo-
fenaku na organizmy wodne.

Grupa organizmow  Gatunek Parametr Wartosc¢ Literatura

Bakterie Vibrio fischeri EC,, s0mn (inhibicja od- 13,5 mg x dm= BAcsI i wspotaut. 2016
dychania)

Glony Chlamydomonas rein- EC, /10 1776 mg x dm™ PINO i wspoétaut. 2016

Rosliny wyzsze

Bezkregowce

Ryby

hardtii

Scenedesmus vacu-
olatus

Desmodesmus sub-
spicatus

Dunaliella tertiolecta

Pseudokirchneriella
subcapitata

Lemna minor

Lactuca sativa

Daphnia magna
Brachionus calyci-
florus

Ceriodaphnia dubia

Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus mykiss

Oryzias latipes

Danio rerio

(inhibicja fotosyntezy)
EC,,/5s, (reprodukcja)
EC,,

(inhibicja wzrostu)
EC

50/96h
(inhibicja wzrostu)
LOEC,,,
wzrostu)

EC

50/7d

(inhibicja

(inhibicja wzrostu)
EC

50
(inhibicja kietkowania)
EC

50
(inhibicja wzrostu
pedu)
EC

50
(inhibicja wzrostu ko-
rzenia)
EC,),,s, (immobilizacja)
NOEC,,, (reprodukcja)

EC,,,s, (immobilizacja)

LOEC,,, (histopatolo-
giczna analiza watro-
by)
LOEC,,
giczna analiza nerek)
LOEC,,, (histopatolo-
giczna analiza przewo-

(histopatolo-

du pokarmowego)
LOEC,,, (histopatolo-
giczna analiza budowy
skrzeli)

LOEC,, (zachowania
zZywieniowe)

NOEC,, (reprodukcja)

0,48 mg x dm™

71,9 mg x dm™

185 mg x dm™

0,02 mg x cm™

7,5 mg x dm™

>1000 mg x dm™

562 mg x dm™

877 mg x dm™

68 mg x dm™
12,5 mg x dm™

22 mg x dm=

5 mg x dm™

5 mg x dm™

5 mg x dm™

5 mg x dm>

1 mg x dm™

4 mg x dm™

SCHMITT-JANSEN i
wspotaut. 2007

CLEUVERS 2004

DELORENZO i FLEMING
2008

FERRARI i wspotaut.
2003
SANTOS i wspoétaut.
2010

PINO i wspétaut. 2016

PINO i wspotaut. 2016

PINO i wspotaut. 2016

CLEUVERS 2004
FERRARI i wspotaut.
2003

FERRARI i wspoétaut.
2003

TRIEBSKORN i wspétaut.
2004

TRIEBSKORN i wspoétaut.
2004
SCHWAIGER i wspoétaut.
2004

SCHWAIGER i wspotaut.
2004

NASSEF i wspoétaut.
2010
FERRARI i wspotaut.
2003

EC,, - stezenie substancji wywolujace 50%-owe obnizenie wartosci badanego parametru. LOEC — najniZsze stezenie
substancji wywolujace widoczne obnizenie wartosci badanego parametru. NOEC — najwyzsze stezenie substancji nie
wywotujace widocznego obnizenia wartosci badanego parametru.
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now (FERRARI i wspoétaut. 2003, BRAUSCH i
wspoétaut. 2012).

Opisane rozbieznosci we wrazliwosci bio-
indykatoréw na dziatanie farmaceutykow
sklaniaja badaczy do poszukiwania przyczyn
toksycznosci tych substancji na poziomie
subkomorkowym. Niestety, wiekszos¢ ro-
Slinnych organizmoéw bioindykatorowych jest
stabo opisana na poziomie biochemicznym i
molekularnym. Obiecujacym organizmem jest
tutaj Chlamydomonas reinhardtii, ktéry moze
by¢ organizmem modelowym w analizie tok-
sykologicznej na poziomie populacyjnym, ko-
morkowym, biochemicznym i molekularnym.
C. reinhardtii to organizm jednokomorkowy,
ksztaltem zblizony do kuli (Ryc. 3). Posiada
jeden duzy, centralnie potozony chloroplast,
plamke oczna oraz dwie wici stuzace do po-
ruszania si¢ i rozpoznawania gamet. Jest to
organizm czesto spotykany w powierzchnio-
wych wodach stodkich i glebie. C. reinhard-
tii od dawna jest wykorzystywany jako mo-
delowy organizm do badania podstawowych
zagadnien biologii komoérkowej i biologii mo-
lekularnej, takich jak poruszanie sie orga-
nizmow wiciowych, reakcja na sSwiatlo, roz-
poznawanie sie gamet, reakcja komorki na
zmiany stezenia podstawowych pierwiastkow
biogennych (wegiel, azot, siarka), szlaki me-
taboliczne komorek roslinnych, rytmy oko-
lodobowe czy przebieg cyklu komorkowego i
chloroplastowego (HARRIS 2009, MATUSIAK-MI-
KULIN i wspolaut. 2006). Zsekwencjonowanie
genomu C. reinhardtii pozwolilo wykazaé, ze
struktura genomu jadrowego i chloroplasto-
wego wykazuje wiecej cech wspélnych z ge-
nomami roslin wyzszych niz prostych euka-
riontow (MERCHANT i wspoétaut. 2007, MATU-
SIAK-MIKULIN i wspoélaut. 2006) i umozliwilo
przeniesienie badan na poziom molekularny.
C. reinhardtii jest obecnie wykorzystywany
réwniez w badaniach toksykologicznych (AK-
SMANN i wspoétaut. 2014), gdyz oprocz zalet
klasyfikujacych go jako organizm modelo-
wy w badaniach podstawowych, organizm
ten ma cechy organizmu wskaznikowego, do
ktorych naleza: powszechno$¢ wystepowania
w Srodowisku, latwoS¢ hodowli w laborato-
rium, mozliwos¢ synchronizacji wzrostu po-
pulacji poprzez zastosowanie prostych zabie-
gow hodowlanych (np. odpowiednio dobrany
cykl swiatlo/ciemnosé), wrazliwos¢ na czyn-
niki stresowe. Wykazano wielokrotnie, ze C.
reinhardtii spelnia powyzsze wymagania i
jest dobrym obiektem badan nad skutkami
stresu (HEMA i wspélaut. 2006).

Badania odpowiedzi komoérek C. rein-
hardtii na abiotyczne czynniki stresowe obej-
muja klasyczne reakcje wzrostowe (redukcja
gestosci populacji), reakcje na poziomie fi-
zjologiczno-biochemicznym (przebieg procesu
fotosyntezy i oddychania, zawartoS¢ barw-

Ryc. 3. Komorka Chlamydomonas reinhardtii,
szczep dziki cc-1690 (Chlamydomonas Resource
Center, USA), pochodzaca z hodowli prowadzonej
w Katedrze Fizjologii i Biotechnologii Roslin Uni-
wersytetu Gdanskiego (mikroskop $wietlny, po-
wiekszenie 10 x 100). Zdjecie wykonala Pani dr
Malgorzata Kapusta (Katedra Cytologii i Embriolo-
gii Roslin UG).

nikow fotosyntetycznych, stezenie malon-
dialdehydu (MDA), aktywnos§¢ wybranych
enzymow) oraz zmiany na poziomie trans-
krypcji i translacji genow (HEMA i wspélaut.
2007, AKSMANN i wspotaut. 2014). Nie jest
zatem zaskakujace, ze Chlamydomonas zy-
skuje coraz wigkszg popularnos¢ w bada-
niach ekotoksykologicznych (BEAUVAIS-FLUCK
i wspétaut. 2017). Prace opisujace mozli-
wosci wykorzystania Chlamydomonas w ba-
daniach toksycznosci substancji takich jak
diklofenak, cyprofloksacyna, triklosan czy
karmazepina (BRAIN i wspotaut. 2008, PINO i
wspotaut. 2016, XIONG i wspoétaut. 2016) sa
na razie nieliczne, wskazuja jednak wyraznie
na rosnace zainteresowanie wykorzystaniem
tego organizmu jako bioindykatora zanie-
czyszczen Srodowiska farmaceutykami.

PODSUMOWANIE

Farmaceutyki i ich metabolity staja sie
coraz wieckszym zagrozeniem dla sSrodowi-
ska, gdyz sa w sposob ciagly odprowadzane
ze Sciekami przemystowymi i komunalnymi.
Jako substancje biologicznie aktywne za-
projektowane do dzialania w niskich steze-
niach, srodki farmaceutyczne, w tym NLPZ,
w Srodowisku naturalnym moga wywierac
niekorzystny wplyw na organizmy ,niedo-
celowe”, a dzieki swojej tendencji do bio-
akumulacji sa powaznym zagrozeniem dla
wszystkich poziomoéw troficznych lancuchow
pokarmowych, w tym potencjalnie dla zdro-
wia czlowieka. Jednym z najniebezpieczniej-
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szych NLPZ wykrywanych obecnie w $rodo-
wisku jest diklofenak. W skali globalnej nie
ma w tej chwili jednoznacznych przepisow
regulujacych produkcje, konsumpcje i kon-
trole uwalniania diklofenaku do srodowiska,
jednak powstaje coraz wiecej lokalnych ak-
tow prawnych dotyczacych potrzeby monito-
rowania jego ilosci w Srodowisku i szacowa-
nia skutkow dzialania. Nieodzowne sa zatem
precyzyjne metody bioindykacyjne, obejmu-
jace organizmy roznych taksonéw oraz roz-
ne poziomy organizacji zycia, od ekosystemu
do poziomu molekularnego. Oprocz standar-
dowych organizmow wskaznikowych, coraz
wiece] uwagi poswieca sie jednokomorkowe;j
zielenicy planktonowej Chlamydomonas rein-
hardtii. Wydaje sie, ze badania z wykorzy-
staniem tego organizmu moga dostarczyc
wartosciowych informacji na temat toksycz-
nego dzialania diklofenaku i innych NLPZ
na komorki glonow i roslin wyzszych, a C.
reinhardtii moze sta¢ sie powszechnie wy-
korzystywanym organizmem wskaznikowym,
o nie do konca jeszcze odkrytym potencjale
bioindykacyjnym.

PODZIEKOWANIA

Autorki skladaja podziekowania Pani dr
Malgorzacie Kapuscie z Katedry Cytologii i
Embriologii Roslin Uniwersytetu Gdanskiego,
za wykonanie i udostepnienie zdje¢ komorek
C. reinhardtii.

Streszczenie

Obecne w wodach niesteroidowe leki przeciwza-
palne (NLPZ) sa zagrozeniem dla wszystkich pozioméw
troficznych tancuchéw pokarmowych, réwniez dla zdro-
wia czlowieka. Ze wzgledu na ciagly dopltyw NLPZ do
ekosystemow, istniejace dane o zanieczyszczeniu wod
gruntowych i powierzchniowych tymi zwiazkami oraz
ich potencjal bioakumulacyjny, istnieje potrzeba mo-
nitorowania §rodowiska pod katem obecnosci NLPZ i
skutkéw ich dzialania. Nieodzownym elementem badan
Srodowiskowych jest bioindykacja, pozwalajaca okreslic
podstawowe wlasnosci Srodowiska na podstawie reakcji
organizmoéw wskaznikowych (bioindykatorow). Jednym z
najniebezpieczniejszych NLPZ wykrywanych obecnie w
sSrodowisku jest diklofenak. Wykazano toksycznosc¢ tego
zwiazku w stosunku do zwierzat kregowych (ptaki, ryby)
i bezkregowych, a takze roslin i glonéw. Rozbieznosci
we wrazliwosci bioindykatorow na dziatanie diklofenaku
wymuszaja poszukiwanie przyczyn jego toksycznosci na
poziomie subkomoérkowym. Niestety, wiekszos¢é roslin-
nych organizmoéw bioindykatorowych jest stabo opisana
na poziomie biochemicznym i molekularnym. Obiecuja-
cym organizmem jest tutaj Chlamydomonas reinhardltii,
ktory moze byc¢ organizmem modelowym w analizie tok-
sykologicznej na poziomie populacyjnym, komoérkowym,
biochemicznym i molekularnym.
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ENVIRONMENTAL POLLUTION BY NON-STEROIDAL ANTI-INFAMMATORY DRUGS - DICLOFENAC AS AN
EXAMPLE

Summary

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) present in water environment can be dangerous to all levels of
trophic food chains, including human health. Due to the continuous inflow of NSAIDs to ecosystems, existing data
on contamination of environment with these compounds and their bioaccumulation potential, there is a need to
monitor the environment for the presence of NSAIDs and their toxicity. An indispensable element of environmental
research is bioindication, which allows to determine basic properties of an environment on the basis of responses
of model bioindicators. One of the most toxic NSAIDs in the environment is diclofenac. Discrepancies in the sensi-
tivity of bioindicators to diclofenac enforce a search for the causes of its toxicity at the subcellular level. The prom-
ising model indicator organism is Chlamydomonas reinhardtii, which can be used for toxicological analysis at the
population, cellular, biochemical and molecular level. Studies of this organism can provide valuable information on

the diclofenac toxicity towards algae and plants.

Key words: bioindication, Chlamydomonas reinhardtii, diclofenac, non-steroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs



