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farmaceutski aktivni spojevi
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lipoprotein velike gustoce, eng. High density lipoprotein
3-hidroksi-3-metilglutarilkoenzim A

sati nakon oplodnje, eng. Hours post fertilization

lipoprotein srednje gustoce, eng. Intermediate density lipoprotein
Tehnoloski institut Karlsruhe, eng. Karlsruhe Institute of Technology
srednja letalna koncentracija

lipoprotein male gustoce, eng. Low density lipoprotein

najvisa doza/koncentracija koja ne uzrokuje stetne efekte, eng. No observed
adverse effect level

sinus-atrijski ¢vor

simvastatin

svjetlosni elektronski mikroskop
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Okvirna direktiva o vodama, eng. Water Framework Directive
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1. UvOoD

Covjek ponekada nije svjestan koliko je vazno aktivno sudjelovati u zatiti i oGuvanju
okolisa. S razvojem CovjeCanstva proces oneciS¢enja okoliSa dozivljava eksponencijalan i
nezaustavljiv rast te je postao jedan od najvecih problema s kojima se danas ¢ovjek susrece
(Walker i sur. 2012). Napredak znanosti uzrokovao je i novu vrstu onecisc¢enja, farmaceuticima
(lijekovima), odnosno farmaceutski aktivnim spojevima (FAS) koji su jedna od glavnih
komponenti one¢i$éenja slatkovodnih ekosustava, utvrdeni u ekstraktima sedimenta rijeke Save
i plazmi riba koje nastanjuju njen vodotok (Babi¢ i sur. 2018; Malev i sur. 2020). Postavlja se
pitanje koji su to FAS koji potencijalno imaju negativan u¢inak na vodene ekosustave te kojim
procesima oni dospijevaju u prirodu, a na kraju i do ¢ovjeka. Za vecinu novih onecis¢ivala
(onecis¢ivala od rastuceg znacaja, eng. Contaminants of emerging concern) u koje spadaju FAS
nema dovoljno ekotoksikoloskih istrazivanja i podataka pa je tesko predvidjeti njihov moguéi
utjecaj na zdravlje ljudi i vodeni svijet (Kastelan-Macan i sur. 2013). Nadalje, vrlo je vazno
saznati izvore i mjesta ispuStanja FAS, kao i naCin akumulacije takvih spojeva u vodenim
ekosustavima. Potrebno je stoga istraZiti i postaviti norme kako bi se utvrdilo koja koncentracija

predstavlja Stetu za okoliSne organizme.

U ovom radu pracen je utjecaj prioritetnih kardiovaskularnih lijekova amiodarona
(AMID), ramiprila (RAMI), simvastatina (SIM), verapamila (VER) te smjese sva Cetiri spoja
koji se koriste za lijeCenje hipertenzije i regulacije krvnog tlaka, srCanih aritmija te
dislipidemija. U okoliSu, jedinke ¢e rijetko biti izlozene jednom spoju, ve¢ smjesi lijekova i
drugih onecis¢ivaca, koji mogu imati interaktivne ucinke. Oni dolaze putem otpadnih voda u
okolis gdje se akumuliraju u organizmima koji su u kontaktu s vodom. Bioakumulacija opéenito
predstavlja proces gomilanja odredenih toksi¢nih tvari poput pesticida ili drugih kemikalija u
Zivim organizmima (Rzymski 1 sur. 2014). Do bioakumulacije dolazi kada organizam gomila
viSe tvari nego $to ih gubi te se tvari zadrzavaju u organizmu. Shodno tome, najvise
koncentracije pronadene su u akvatickim vrstama, §to ukazuje na to da su organizmi u vodenim

zajednicama vazni ,,primatelji“ FAS odnosno lijekova.

Modelni organizam riba zebrica Danio rerio (Hamilton, 1822) odabrana je zbog
viSestrukih prednosti, od kojih su najvaznije visoka osjetljivost na oneciS¢enja u vodenom
okolisu, brza izmjena generacija te postojanje standardiziranih protokola, Sto osigurava
pouzdanost i ponovljivost dobivenih rezultata (Lawrence, 2007). Takoder, jedan od najéesce
korisStenih testova u toksikoloSkim istrazivanjima je test toksi¢nosti na embrijima zebrica [eng.

Zebrafish Embryotoxicity Test; ZET; OECD 236 (2013.)], koji se uspjesno provodi za procjenu



toksi¢nosti pojedinaénih spojeva i okoliSnih uzoraka. Dodatna prednost ovog testa je u tome §to
zebrice do 120 hpf, prema Direktivi o zastiti Zivotinja koje se koriste u laboratorijske svrhe
(2010/63/EU) ne podilaze pod okvire zakonske regulative. Nadalje, slijedom brojnih
istrazivanja, stvorene su mnogobrojne baze podataka detaljno opisanih razvojnih stadija ribe
zebrice te je sekvencioniranjem genoma utvrdeno kako zebrice 1 ljudi dijele 70% zajednickog
genoma, od Cega je ¢ak 84% gena ukljucenih u genske bolesti prisutno i u zebricama (Howe i
sur. 2013). To saznanje postalo je temeljem mnogih biomedicinskih istrazivanja, kao i brojnih

eksponencijalno rastu¢ih znanstvenih publikacija.

Opéeniti cilj znanstvene zajednice je podizanje razine svijesti 0 FAS-ovima ¢ime se
utvrduje niz mjera s kratkoro¢nim (istrazivanje i medunarodna suradnja), srednjorocnim
(metode testiranja) i dugoro¢nim (regulatornim) koracima koji se trebaju poduzeti. Sve veéi
broj kemikalija se identificira kao tvari koje izazivaju veliku zabrinutost zbog svojstava
neuroloskih poremecaja. Pristupanjem u Europsku uniju Republika Hrvatska prihvatila je
uredbu zakonodavstva poznatiju pod nazivom REACH (EC 2006). Glavni ciljevi te uredbe su
poboljsanje zastite ljudskog zdravlja i okolisa s obzirom na opasnosti koje mogu predstavljati
kemikalije te istodobno povecanje konkurentnosti kemijske industrije unutar Europske unije.
REACH znaci registracija, evaluacija, autorizacija 1 ograni¢avanje kemikalija, a uredba je
stupila na snagu 1. lipnja 2007. godine. Ako se rizicima ne moze upravljati, vlasti mogu
ograniCiti uporabu tvari na razli¢ite nacine. Dugorocno gledano, najopasnije tvari treba

zamijeniti manje opasnim.

Zivotinje u kopnenim vodama mogu biti izloZene niskim koncentracijama lijekova tijekom
cijelog zivota 1 na svakom stupnju razvoja. Stadij Zivota takoder moze odrediti osjetljivost na
farmaceutsku izloZenost 1 ucinke, budu¢i da se ekoloska niSa i strategija hranjenja Cesto
razlikuju medu juvenilnim i odraslim stadijima, kao i metabolicki kapacitet za suocavanje s
kemijskom ili farmaceutskom izlozenos¢u (Hutchinson 1 sur. 2014). lako su jo§ nepoznati
izravni 1 neizravni u¢inci navedenih spojeva na embrije, sve veci broj istrazivanja pokazuje da
mnogi FAS ometaju ekoloske interakcije i funkcije zajednice (Richmond i sur. 2018). Unatoc
brojnim eksperimentima koja ukazuju na to da farmaceutski spojevi mogu biti univerzalni
zagadivaci, malo je poznato do koje mjere se uzimaju 1 redistribuiraju medu razliitim vrstama
organizama u prirodnim hranidbenim mrezama. Upravo iz tog razloga ovaj diplomski rad
usmjeren je prema interdisciplinarnom pristupu procjene utjecaja kardiovaskularnih

farmaceutika sveprisutnih u vodenim ekosustavima.



2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Glavni cilj ovog istrazivanja je utvrdivanje $tetnog ucinka kardiovaskularnih lijekova
(AMID, RAMI, SIM i VER) triju razli¢itih, okolisno relevantnih koncentracija (0.1, 1.0 1 10.0
ug/L) te njihove smjese (0.4, 4.0 140.0 ug/L) na embrije ribe zebrice Danio rerio tijekom prvih

96 h razvoja. Toksi¢nost je procijenjena pra¢enjem sljedecih krajnjih u¢inaka:
a) morfoloskih promjena (mortalitet, stopa abnormalnosti, rast li¢inaka);

b) fizioloskih promjena (stopa izvaljivanja);

¢) kardiotoksi¢nosti (brzina otkucaja srca);

d) neurotoksicnosti (spontani pokreti prsnim perajama i promjena ponaSanja);
e) odredivanje razine oksidativnog stresa.

U skladu s glavnim ciljem, dodatan cilj bit ¢e utvrdivanje potrebe za sustavnim monitoringom

testiranih kardiovaskularnih farmaceutika u vodenim ekosustavima.



3. LITERATURNI PREGLED
3.1. lzvori farmaceutika u vodenim ekosustavima

Farmaceutski aktivni spojevi (FAS), odnosno farmaceutici su grupa kemijskih spojeva koji
obuhvacaju sve terapijske lijekove namijenjene ljudima, veterinarske lijekove te dodatke
prehrani (Paterson i sur. 2008). Dijele se na prirodne, polusintetske i sintetske. U odredenim
koli¢inama i pod odredenim uvjetima sluze za dijagnosticiranje, lijeCenje, ublazavanje ili
sprjecavanje bolesti (Kastelan-Macan i sur. 2013). Budu¢i da je broj i gustoc¢a ljudi i stoke koji
zahtijevaju zdravstvenu skrb u porastu, tako je 1 globalna uporaba FAS u sustavnom porastu §to
dovodi do kontaminacije povrSinskih voda sa ksenobiotickim spojevima Sirokog raspona
bioaktivnosti (Caban i sur. 2015). Taj se problem dodatno pogorsava, osobito u razvijenijim
zemljama, povecanjem broja pretilih 1 starijih osoba s kroni¢nim zdravstvenim problemima.
Time dolazi do poveéanja koli¢ine i raznolikosti lijekova koji se konzumiraju i zatim izlucuju.
Znacajne koli¢ine lijekova mogu se emitirati u okolis iz proizvodnih mjesta, ali isto tako i putem
neadekvatno tretiranih otpadnih voda (Slika 1; Ebele i sur. 2017). Razlicite vrste lijekova
takoder se uobiCajeno koriste za povecanje stocarske proizvodnje u zemljama s visokim i
niskim prihodima, ponekad bez jakih regulatornih kontrola za uporabu ili ispustanje (Ellis i sur.
2006). lako je uporaba lijekova veé dugi niz godina na visokoj razini, tek su se u posljednjih
10-15 godina potencijalni rizici po okolis ovih tvari poceli detaljno razmatrati. Trenutno postoje
neke nesigurnosti u vezi s procjenom rizika za okoli§ lijekova zbog nedostatka informacija o
njihovoj sudbini u okolisu, njihovoj akumulaciji, metabolizmu i izlu¢ivanju (farmakokinetika)
te njihovim ciljnim afinitetima i1 funkcionalnim ucincima (farmakodinamika) u neciljnim

vrstama (Brodin i sur. 2014).

Glavni izvori FAS u okolisu ukljucuju farmaceutsku proizvodnju, stocarstvo, akvakulturu,
kucéne ljubimce te zdravstvo (Slika 1; Ebele i sur. 2017). FAS se mogu S§iriti izravno u okolis ili
putem postrojenja za obradu otpadnih voda i odlagaliSta. Nadalje, potrebno je naglasiti kako
postrojenja za proc¢iS¢avanje otpadnih voda ne uklanjaju lijekove u potpunosti pa se razliCiti
FAS mogu naéi u malim koli¢inama u povrsinskim vodama (Chen i sur. 2013). Kontaminacija
slatkovodnog okoli$a lijekovima moZe se pojaviti na razli¢ite nacine, a neizbjezZan put od strane
covjeka je izlucivanje lijekova nakon terapijske primjene, nakon cega slijedi ispuStanje u
kanalizacijski sustav ili septi¢ku jamu. Nakon obrade otpadnih voda, otpadne se vode mogu
koristiti za navodnjavanje s biokrutinama (tretiranim muljem) koje se potencijalno mogu
koristiti kao gnojivo za poljoprivredno zemljiste (Yang, 2015). Drugi izvor farmaceutskih

spojeva za okoli$ je njihova proizvodnja jer otpadne vode iz proizvodnog pogona izravno ulaze



u postrojenja za prociS¢avanje otpadnih voda (Fick, 2009). Nakon obrade, mulj se moze u
strogo kontroliranim i specifi¢nim uvjetima koristiti kao gnojivo u poljoprivredi, a tekuci otpad
se ispusta izravno u rijeke. Osim toga, FAS mogu do¢i do podzemnih voda putem ispiranja iz
tla, Sto takoder moZze predstavljati prijetnju pitkoj vodi. Veterinarski lijekovi se ispustaju u
okolis$ kada se zivotinjski otpad u ¢vrstom ili teku¢em stanju dodaje na poljoprivredno tlo kao
gnojivo. Posljedicno, otjecanje iz poljoprivrednih povrSina moze u¢i u slatkovodne sustave i
ispirati se u podzemne vode. Ucestalost pojave relativno niskih koncentracija FAS u mnogim
ekosustavima navele su istraziva¢e da se pocnu baviti procjenom njihovog rizika za ljude i
zivotinje u tako oneciS¢enom okolisu (Boxall i sur. 2012). Treba naglasiti da postoji veliki broj
FAS s malo ili bez podataka o njihovom negativhom utjecaju na okoli$, a zbog njihovog
bioloskog ucinka Cak i relativno niske koncentracije nekih lijekova mogu uzrokovati odredene
Stetne ucinke. Predlozeni su brojni programi odredivanja prioriteta koji se temelje na
intrinzi¢énim svojstvima lijekova (opasnost) i njihovom opsegu uporabe (izloZenost) s ciljem
unaprjedenja objektivnih znanstvenih kriterija za procjenu sigurnosti lijekova (Schreiber i sur.
2011). Predvidanje izlaganja organizma lijekovima ovisi o brojnim ekoloskim i fizioloskim

¢imbenicima, ukljucujuci put izlaganja (vodeni ili kopneni) i put unosa (izravni ili neizravni).

Nadalje, vazno je procijeniti i definirati toksikoloske rizike koje predstavlja kontaminirani
vodeni sediment ¢ija kompleksna priroda predstavlja izazov za razvoj standarda kakvoce
okolida (Srut i sur. 2011). Prema istrazivanju iz 2018. godine, izradena je ekotoksikoloska
analiza s ciljem procjene toksic¢nosti sedimenta rijeke Save na ¢etiri lokacije (Jesenice, Rugvica,
Galdovo i Lukavec) (Babic i sur. 2018). Od kardiovaskularnih lijekova, na 3 postaje rijeke Save
(Jesenice, Rugvica i Lukavec) pronaden je amiodaron, dok je na 2 lokacije (Galdovo i Lukavec)
pronaden verapamil. Prema PBT (postojanost, bioakumulacija i toksi¢nost, eng. persistent,
bioaccumulative and toxic substances) ljestvici, amiodaron se nalazi medu prvih 20 organskih
onecisc¢ivaca $to izaziva zabrinutost i potrebu za daljnjim istrazivanjima (Babi¢ i sur. 2018).
Prema istrazivanju iz 2020. godine, istrazena je prisutnost 90 farmaceutika u plazmi riba iz
rijeke Save koja je od velike vaznosti za Europu (Malev i sur. 2020). Sto se tite
kardiovaskularnih lijekova, otkriveni su ramipril, simvastatin i verapamil pri ¢emu simvastatin
izaziva najvecu zabrinutost zbog visoke vrijednosti omjera ucinka pri srednjoj vrijednosti od
23.22 (Malev i sur. 2020). Omjer ucinka za verapamil pri srednjoj vrijednosti iznosio je 10.00,
dok je za ramipril iznosio 5.33 za §to je potreban daljnji monitoring ispustanja ovih lijekova u
okolis (Malev i sur. 2020). Upravo iz razloga §to navedena cetiri lijeka izazivaju veliku
zabrinutost, ovaj diplomski rad detaljnije objasnjava utjecaj kardiovaskularnih farmaceutika na

embrije ribe zebrice.
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Slika 1. Lijekovi se mogu $iriti u okoli§ putem vise potencijalno slozenih putova od kojih su

neki ovdje prikazani (Prilagodeno na temelju Ebele i sur. 2017.).



3.2. Kardiovaskularni lijekovi

Kardiovaskularni lijekovi su vrsta farmaceutika koji se koriste u lijeCenju patologije srca
i krvozilnog sustava (Katzung i Trevor 2017). Postoje razlicite klasifikacije kardiovaskularnih
lijekova koje obuhvacaju i lijekove koji primarno ne spadaju u ovu grupu, ali se koriste u
prevenciji nastanka bolesti kardiovaskularnog sustava. Lijekovi koji se koriste u ovome radu,

dolaze iz tri razli¢ite skupine lijekova (Katzung i Trevor 2017):
1) Lijekovi za lijeCenje hipertenzije - ramipril.

2) Lijekovi za lijeCenje dislipidemija - simvastatin.

3) Lijekovi za lijeCenje sréanih aritmija - amiodaron i verapamil.

Prema HALMED-u, ukupna potrosnja lijekova u 2019. godini u Republici Hrvatskoj po
definiranoj dnevnoj dozi/1000 stanovnika/dan (DDD/1000/dan) svrstava skupinu
kardiovaskularnih farmaceutika na prvo mjesto (URL 1). Nadalje, stalni porast potrosnje
farmaceutika u Hrvatskoj po definiranoj dnevnoj dozi/1000 stanovnika/dan (DDD/1000/dan) u
posljednjih 15 godina iznosi gotovo 100% Sto je vidljivo iz godis$njih izvjestaja HALMED-a
(Slika 2; URL 2). Prema tome, potreban je stalni monitoring ispustanja navedenih lijekova u

okolis.
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Slika 2. Godisnja potrosnja kardiovaskularnih farmaceutika od 2005. do 2019. godine u
Republici Hrvatskoj po definiranoj dnevnoj dozi/1000 stanovnika/dan (DDD/1000/dan)
(Prilagodeno prema URL 2.).



3.2.1. Lijekovi za lije¢enje sréanih aritmija

Aritmija je poremecaj sréanog ritma koji nastaje prilikom poremecaja elektri¢nih impulsa
koji su odgovorni za rad sréanog misic¢a (Grant, 2003). Najjednostavnija dijagnosti¢ka metoda
je snimanje elektri¢ne aktivnosti srca elektrokardiografijom. Bolesti srca, pluca, Stitnjace, jetre,
razli¢ite infekcije (npr. bruceloza, borelioza), promjena tjelesne temperature (poviSenje ili
snizenje), upale ili trovanja te anemija mogu uzrokovati pojavu aritmije, no uzrok u vecini
sluc¢ajeva ostaje nepoznat (Keating i Sanguinetti 2001). Ponekad su aritmije nezeljena pojava
tijekom uzimanja nekog lijeka ili su rezultat emocionalnih stanja od ¢ega je stres najcesci.
Postoji viSe razli¢itih podjela aritmija (Katzung i Trevor 2017). Prema mjestu nastanka aritmije
mogu biti atrijske (nastale u pretklijetkama) i ventrikulske (nastale u klijetkama). Zatim se
mogu podijeliti na smetnje stvaranja i provodenja podrazaja te ektopi¢ne aritmije koje nastaju
izvan sinusnog ¢vora. S obzirom na brzinu sréanog ritma, govori se o tahiaritmijama (ubrzani
ritam) i bradiaritmijama (usporeni sr¢ani ritam). LijeCenje aritmije ovisi 0 njenoj vrsti i uzroku
te postoji niz lijekova koji lijece nastalu ili sprje¢avaju pojavu nove aritmije. Glavni mehanizmi
farmakoloskih antiaritmika podrazumijevaju blokadu natrijskih kanala, blokadu simpatickih
autonomnih ucinaka na srce, produljenje efektivnog refrakternog razdoblja te blokadu
kalcijskih kanala. Najrasirenija klasifikacija antiaritmika temelji se na mehanizmu djelovanja i

razlikuje Cetiri skupine (Katzung i Trevor 2017):

1) Blokatori natrijskih kanala - podskupine se temelje na u¢inku duzine trajanja akcijskog
potencijala i kinetici blokade natrijskih kanala (npr. prokainamid, Kinidin, dizopiramid,
lidokain, mekisletin, flekainid, propafenon, moricizin). Oni su najstarija skupina antiaritmika i

jos$ uvijek su u Sirokoj upotrebi.

2) Blokatori B-adrenergi¢nih receptora - skupinu ¢ine simpatolici koji smanjuju B-adrenergi¢nu

aktivnost u srcu (npr. bisoprolol, nebivolol, atenolol, esmolol, sotalol).

3) Lijekovi koji produzuju efektivno refrakterno razdoblje produzujuci akcijski potencijal -
vecina lijekova s tim djelovanjem blokira brzu komponentu kasne ispravljacke struje kalija

(npr. amiodaron, dronedaron, vernakalant, dofetilid, ibutilid).

4) Blokatori kalcijskih kanala - skupinu c¢ine lijekovi koji blokiraju struju kalcija u srcu. To
usporava provodenje impulsa u podru¢jima gdje je nastanak akcijskog potencijala ovisan o

kalciju, primjerice u SA i AV ¢voru (npr. verapamil, diltiazem, amlodipin).



Ne postoji univerzalna sudbina FAS koji se ispustaju u vodeni okolis$. Prilikom dolaska u
otpadne vode FAS se mogu razgraditi ili preoblikovati u postrojenjima za procis¢avanje
otpadnih voda. U ovoj fazi, transformacija nekih farmaceutskih proizvoda moze rezultirati
spojevima koji pokazuju vecu toksi¢nost i visoku postojanost (Celiz i sur. 2009). Scenarij pod
kojim su koncentracije mati¢nog spoja ispod granica detekcije, ali su njegovi proizvodi
transformacije Cesto prisutni, takoder se mora uzeti u obzir (Jakimska i sur. 2014). Uklanjanje
FAS i njihova dinamika u vodenom okoliSu ovise o nizu klju¢nih ¢imbenika, kao §to su:
inherentne fizikalno-kemijske osobine lijeka, dostupnost sunceve svjetlosti, temperatura, pH,
dostupnost kisika i mikrobne zajednice (Mendoza i sur. 2015). Prema zabiljeZenim statisti¢kim
podatcima potroSnje antiaritmika u Republici Hrvatskoj 2019. godine najc¢esce je koristen lijek
po definiranoj dnevnoj dozi/1000 stanovnika/dan (DDD/TSD) amlodipin (40.1), zatim
bisoprolol (19.0), nebivolol (16.2), lerkanidipin (10.9) te lacidipin (9.4), dok se amiodaron
nalazi na 9. mjestu (3.27), a verapamil na 12. mjestu (1.43) (Slika 3; URL 3). Iz prilozenoga,
najvise dominiraju lijekovi iz skupine blokatora kalcijskih kanala te B-adrenergi¢nih receptora.
U SAD-u 2018. godine najéesce je koristen lijek amiodaron (35%), zatim lidokain (24%),
sotalol (20%), flekainid (19%) te ostali lijekovi koji ¢ine 2% sveukupne populacije (Slika 4;
URL 4).
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bisoprolol
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Slika 3. Godisnja potro$nja antiaritmika 2019. godine u Republici Hrvatskoj po definiranoj
dnevnoj dozi/1000 stanovnika/dan (DDD/TSD) (Prilagodeno prema URL 3.).
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Slika 4. Godisnja potrosnja antiaritmika 2018. godine u SAD-u
(Prilagodeno prema URL 4.).

3.2.1.1. Amiodaron

Amiodaron je kardiovaskularni lijek koji pripada trecoj skupini antiaritmika (Slika 5;
Quaglino i sur. 2004). Odobren je za oralnu i intravensku primjenu u lijeenju teskih
ventrikularnih aritmija, a nalazi se na listi 200 najkoristenijih lijekova u SAD-u. Preporuka za
njegovo koriStenje temelji se i na ¢injenici da unutar 2 godine prevenira ventrikularnu
tahikardiju ili fibrilaciju ventrikula i smrt s uéinkovitos¢u od 60% (Goldschlager i sur. 2007).
Amiodaron produljuje trajanje akcijskog potencijala blokiranjem kalijske struje, Sto se na
elektrokardiogramu vidi kao produljenje QT intervala (Keating i Sanguinetti 2001). Unato¢
znacajnom produljenju QT intervala uz amiodaron je zabiljeZena niska pojavnost torsades de
pointes (specifican oblik polimorfne ventrikulske tahikardije), $to mu daje prednost u odnosu
iz tre¢e skupine, amiodaron takoder zna¢ajno blokira inaktivirane natrijske kanale (Katzung i
Trevor 2017). Amiodaron ima i blagi adrenergi¢ni ucinak te blago blokira kalcijske kanale.
Posljedice ovih uc¢inaka su usporavanje frekvencije i provodenja elektri¢nih impulsa kroz AV

¢vor (Katzung i Trevor 2017).
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Slika 5. Struktura amiodarona (Quaglino i sur. 2004.).

Prema istrazivanju iz 2016. godine, pracen je utjecaj amiodarona u jetri licinki D. rerio
kako bi se utvrdila razina neucinkovitosti tvari (NOAEL) i potvrdila metoda za procjenu
hepatotoksi¢nosti (Pandya i sur. 2016). Na 96 hpf, utvrdena je srednja letalna koncentracija
(LC50) od 10.0 uM pri kojoj amiodaron inducira smrtnost licinki pri ¢emu je NOAEL 3.0 uM
Sto se ocitovalo kao smanjenje pigmentacije i nekroza jetre (Pandya i sur. 2016). Obzirom na
rezultate istrazivanja, amiodaron pokazuje hepatotoksi¢ni potencijal na li¢inke riba zebrica Sto
je dalo osnovu za daljnja istrazivanja pri ¢emu su dobiveni rezultati u skladu s dokazanim

hepatotoksi¢nim uc¢incima lijeka na ljude.

Takoder, radena je toksikoloska procjena utjecaja amiodarona na li¢inke vodozemca
Xenopus tropicalis prilikom ¢ega je utvrdeno smanjenje biomase i rasta zivotinja, a razvojne
faze su bile znacajno odgodene (Shi i sur. 2012). Daljnja istrazivanja su upucivala na znacajan
pad stope prezivljavanja, nepotpunu metamorfozu, izostanak razvoja repa te inhibiciju
produZenja straznjih udova punoglavaca vrste X. tropicalis i X. laevis koji su pod kontrolom
hormona $§titnjace, $to ukazuje da je amiodaron antagonist tiroidne Zlijezde (Sanoh i sur. 2020).
Pri izlaganju koncentracijama amiodarona od 64.5 i 6.5 pg/L na punoglavcima X. laevis, uocene
su smetnje u razvoju, dok su punoglavci X. tropicalis uz to pokazali i gubitak apetita u usporedbi
s kontrolnim grupama (Sanoh i sur. 2020). Ovi rezultati sugeriraju da amiodaron predstavlja
potencijalni rizik za vodene zivotinje naruSavaju¢i hormonsku homeostazu, uz daljnju
moguénost bioakumulacije u organizmima smjeStenim na viSim trofickim razinama

hranidbenog lanca.
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3.2.1.2. Verapamil

Verapamil je kardiovaskularni lijek koji pripada skupini blokatora kalcijskih kanala
(Slika 6; Meier i sur. 2006). Primjenjuje se oralno i intravenski pri ¢emu blokira aktivirani i
inaktivirani L-tip kalcijskih kanala, a prema HALMED-u, uvrsten je na listu 50 najkoristenijih
kardiovaskularnih lijekova u Republici Hrvatskoj 2009. godine (URL 5). Njegovi ucinci
izrazeni su U oStecenim tkivima miokarda koja su ektopic¢ni predvodnici ucestalog okidanja
elektri¢nih impulsa, zatim u onima nepotpuno repolariziranim u mirovanju te u onima u kojima
aktivacija ovisi isklju¢ivo o kalcijskoj struji, kao $to su SA i AV ¢&vorovi (Katzung i Trevor
2017). Pri terapijskim se koncentracijama vrijeme provodenja kroz AV ¢vor i efektivno
refrakterno razdoblje produzuju. Verapamil obi¢no izravnim djelovanjem usporava SA ¢vor,
ali njegov hipotenzijski ucinak moze katkad rezultirati malim refleksnim povecanjem
frekvencije SA ¢vora. Verapamil moze prekinuti rane i kasne naknadne depolarizacije i moze
antagonizirati spore odgovore nastale u ozbiljno depolariziranom tkivu (Katzung i Trevor
2017).
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Slika 6. Struktura verapamila (Meier i sur. 2006.).

Prema istrazivanju iz 2010. godine izlozenost juvenilnih kalifornijskih pastrva
Oncorhynchus mykiss razli¢itim koncentracijama verapamila (1.0, 2.0, 5.0, 10.0 mg/L)
rezultiralo je promjenama u ponasanju (Li 1 sur. 2010). Obzirom na kontrolnu skupinu, uoceni
su bihevioralni poremecaji poput skupljanja riba na povrsini, poremecaji vertikalnog i silaznog
obrasca ponaSanja, poteSkoce s disanjem 1 hiperaktivno$cu, prevrtanja u vodi te gubitka
ravnoteze. Oksidativni stres primijecen u ribljim tkivima znafajno je rastao s povecanjem
koncentracije verapamila te je u usporedbi s kontrolom, najvisa razina oksidativnog stresa
zabiljezena u podruc¢jima mozga, Skrga 1 miSica (Li 1 sur. 2010). Slabija cirkulacija krvi,
perikardijalni edemi i bradikardija uoceni su i na embrijima riba zebrica nakon
mikroinjektiranja 300.0 uM verapamila (Zhu i sur. 2018). Visestruki odgovori riba ukazali su

da verapamil izaziva fizioloski stres koji se moze koristiti kao potencijalni biomarker za
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pracenje zaostalog verapamila u vodenom okoliSu (Li 1 sur. 2011). Iako bihevioralno-
ekotoksikoloski podaci nisu bili Cesto koriSteni prilikom procjene rizika od okolisnih
zagadivaca, procjene ponasanja riba vrlo su korisne informacije u pra¢enju fizioloSkog statusa

populacije i sluze kao pokazatelji zdravstvenog stanja vodenog ekosustava (Robinson, 2009).

Sto se ti¢e izdavanja recepata za amiodaron u razdoblju od 2015. do 2019. godine,
Republika Hrvatska biljezi blage skokove 2016. i 2017. godine nakon ¢ega slijedi pad potrosnje
u posljednjih nekoliko godina (Slika 7; URL 6.) Potros$nja verapamila je u konstantnom padu u
navedenom petogodi$njem razdoblju. Nadalje, vidljiva je dvostruko veca potro$nja amiodarona
u odnosu na verapamil. Potrebna su daljnja istrazivanja i statisticki podatci za koristenje
lijekova kako bi se mogla utvrditi koli¢ina ispustanja kemikalija u okoli$ te sveukupni utjecaj

na organizme.
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Slika 7. Definirana dnevna doza/1000 stanovnika/dan (DDD/TSD) za amiodaron i verapamil
u Republici Hrvatskoj u razdoblju od 2015. do 2019. godine (Prilagodeno prema URL 6.).
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3.2.2. Lijekovi za lijeCenje dislipidemija

Lipidi se u plazmi prenose u lipoproteinima, odnosno biokemijskim spojevima koji se
sastoje od proteina i lipida. Prema razli¢itim udjelima pojedinih kemijskih spojeva koje se

nalaze u odredenom lipoproteinu, razlikujemo pet klasa (Tablica 1; Katzung i Trevor 2017).

Tablica 1. Prikaz razli¢itih vrsta lipoproteina. (Izvor: Katzung i Trevor 2017.)

NAZIV FUNKCIA

Prenose trigliceride (masti) od crijeva do jetre, misi¢nog tkiva i
masnog tkiva.
Lipoproteini vrlo niske  Prenose novosintetizirani triacilglicerol od jetre prema masnom

Hilomikroni

gusto¢e (VLDL) tkivu.
Lipoprotein niske Prenosi kolesterol od jetre prema stanicama u tijelu
gustoc¢e (LDL) tzv. "lo§ kolesterol".
LIZ?lr)sigfieelrEI%(aL(j)nje Endocitozom ulaze u jetru.
Lipoprotein visoke Prikuplja kolesterol iz tkiva u tijelu i odnosi ga u jetru
gusto¢e (HDL) tzv. "dobar kolesterol".

Metaboli¢ki poremecaji u kojima postoji porast bilo koje vrste lipoproteina zovu se
hiperlipoproteinemije ili hiperlipidemije (Katzung i Trevor 2017). Hiperlipemija oznacava
poviSenu razinu triglicerida. Dvije najvaznije klini¢ke posljedice hiperlipidemija jesu akutna
upala gusterace i1 ateroskleroza. Najrasirenija klasifikacija lijekova za lijecenje dislipidemija

temelji se na mehanizmu djelovanja i razlikuje pet glavnih skupina (Katzung i Trevor 2017):

1) Statini - inhibiraju HMG-CoA reduktaze, $to rezultira Smanjenjem sinteze kolesterola i
prilagodbom receptora za LDL na hepatocitima te blagim sniZzenjem triglicerida
(npr. simvastatin, artrovastatin, rosuvastatin).

2) Fibrati - agonisti receptora za aktivator proliferacije peroksisoma alfa, $to rezultira
smanjenjem lu¢enja VLDL-a, porastom aktivnosti lipoproteina lipaze te porastom HDL
(npr. fenofibrat, gemfibrozil, bezafibrat).

3) Vezivaci zuénih kiselina - vezu Zu€ne kiseline u crijevima, povecavaju katabolizam
kolesterola te prilagoduju receptore za LDL $to rezultira smanjenjem LDL-a (npr. kolestipol).
4) Inhibitori apsorpcije sterola - blokiraju prijenosnike za sterole u cetkastim membranama
crijevnog epitela, Sto rezultira inhibiranjem reapsorpcije kolesterola izlucenog u zuci te
smanjenjem LDL-a i fitosterola (npr. ezetimib).

5) Niacin - smanjuje lu¢enje VLDL-a iz jetre, Sto rezultira povecanjem HDL-a te smanjenjem

lipoproteina i triglicerida.

14



Prema zabiljeZenim statistickim podatcima potros$nje hipolipemika u Republici Hrvatskoj
2019. godine najceS¢e koristen lijek po definiranoj dnevnoj dozi/1000 stanovnika/dan
(DDD/TSD) je atorvastatin (47.10), zatim rosuvastatin (37.42), na 3. mjestu je simvastatin
(6.43) te fenofibrat (3.15). 1z prilozenoga, najvise dominiraju lijekovi iz skupine statina (Slika
8; URL 7).

ostalo
16.66 DDD/TSD
fenofibrat
3.15DDD/TSD atorvastatin
simvastatin 47.10 DDD/TSD
6.43 DDD/TSD
M atorvastatin
B rosuvastatin
® simvastatin
u fenofibrat
rosuvastatin W ostalo
26.66 DDD/TSD

Slika 8. Godisnja potrosnja hipolipemika 2019. godine u Republici Hrvatskoj po definiranoj
dnevnoj dozi/1000 stanovnika/dan (DDD/TSD) (Prilagodeno prema URL 7.).

3.2.2.1. Simvastatin

Simvastatin pripada skupini statina, odnosno kompetitivnim inhibitorima HMG-CoA
reduktaze, a jedan je od najkoristenijih lijekova za prevenciju kardiovaskularnih bolesti u
svijetu (Slika 9; Simoes i sur. 2013). Prema HALMED-u, uvrsten je na listu 50 najkoristenijih
kardiovaskularnih lijekova u Republici Hrvatskoj 2019. godine (URL 8). Glavno djelovanje
simvastatina ukljucuje sniZavanje LDL-a te sniZenje razine oksidacijskog stresa i upale krvnih
zila, $to povecava stabilnost aterosklerotske lezije (Katzung i Trevor 2017). Simvastatin
znacajno smanjuje ucestalost novih koronarnih dogadaja i aterotrombotskih (proces pojave
ugruSaka u promijenjenim krvnim Zilama) moZdanih udara. Nakon peroralne primjene,
simvastatin, koji je inaktivni lakton (ciklicki karboksilni ester), se u jetri hidrolizira u
odgovarajuci aktivni oblik B-hidroksi kiselinu, koja je potentni inhibitor HMG-CoA reduktaze
neophodne za de novo sintezu kolesterola u stanicama sisavaca kroz mevalonatni put (Katzung
i Trevor 2017). Statini su najkoristeniji lijekovi farmaceutske proizvodnje u zapadnim

zemljama (Kaufman i sur. 2002). Zbog nedostatka mehanizama koji osiguravaju potpuno
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uklanjanje statina u uredajima za proc¢i$¢avanje otpadnih voda, znac¢ajne koli¢ine ovih lijekova
se ispustaju u vodene ekosustave i stvaraju prijetnju organizmima koji tamo obitavaju (Fent i
sur. 2006).

Slika 9. Lijevo - struktura simvastatina, desno - SEM mikrofotografija uzorka simvastatina
(Simges i sur. 2013.).

Na embrijima zebrica ¢iji su roditelji izlagani 90 dana simvastatinu opazena je povecana
ucestalost abnormalnosti (anomalije repa i o€iju, edem Zumanjéane vrece te perikardijalni
edem). Uvijanje ili skra¢ivanje repa embrija zabiljezeno je kao najceS¢a anomalija prisutna
nakon izlaganja roditeljskih organizama svim pokusnim koncentracijama (8.0, 40.0 i 200.0
ng/L) (Slika 10; Barros i sur. 2018). Simvastatin je znacajn0 Smanjio razinu kolesterola i

triglicerida u jetri odraslih Zenki nakon 90 dana izlaganja (Barros i sur. 2018).

Slika 10. A —normalan rep; B, C — savijanje repa pri konc. 8.0 ng/L i 40.0 ng/L simvastatina
(strelice) (Barros i sur. 2018.).
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Prateé¢i ukupne koli¢ine statina koje su se u periodu od 2015. do 2019. izdale na recept,
moze se primijetiti kako Republika Hrvatska biljezi konstantni pad potro$nje (Slika 11; URL
8). lako se nekoliko studija odnosi na u¢inke simvastatina na vodene Zivotinje, gotovo da nema

dostupnih podataka za rane zZivotne faze.

10,00
9,50
9,00
8,50
8.00 — simvastatin
7,50
7,00
6,50

6,00
2015. 2016. 2017. 2018. 2019.

Slika 11. Definirana dnevna doza/1000 stanovnika/dan (DDD/TSD) za simvastatin u
Republici Hrvatskoj u razdoblju od 2015. do 2019. godine (Prilagodeno prema URL 8.).

3.2.3. Lijekovi za lijecenje hipertenzije

Hipertenzija je najcesca bolest kardiovaskularnog sustava, a definira se kao stanje trajno
povisenog sistolickog i/ili dijastolickog krvnog tlaka. Aktualne smjernice propisane od
Europskog kardioloskog drustva i Europskog drustva za hipertenziju definiraju tlak veéi od
140/90 mmHg kao hipertenziju (August, 2003). U istrazivanju provedenom 2000. godine 28%
odraslih stanovnika SAD-a bolovalo je od hipertenzije, dok je u Republici Hrvatskoj prema
posljednje dostupnim podacima za 2017. godinu umrlo 44% ljudi od komplikacija

kardiovaskularnih bolesti Ciji se trend 1 dalje nastavlja. U skladu s time, svaki tre¢i odrasli
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stanovnik ima povisene vrijednosti krvnog tlaka koje zahtijevaju poduzimanje terapijskih mjera
(Wang i Ramachandran 2005). Kod oko 95% oboljelih ne moze se utvrditi uzrok povisenom
krvnom tlaku (primarna ili esencijalna hipertenzija), dok je kod samo manjeg broja oboljelih
moguce utvrditi uzrok (sekundarna hipertenzija) te se ona najceS¢e povezuje s bolestima
bubrega i1 nadbubrezne zlijezde, Stitnjace, prirodenim malformacijama krvnih zila ili kao
nuspojava pojedinih lijekova. Prevalencija ovisi 0 dobi, rasi, obrazovanju i mnogim drugim
¢imbenicima (Katzung i Trevor 2017). Dugotrajna arterijska hipertenzija oStecuje krvne Zile u
bubrezima, srcu i mozgu i povecava incidenciju bubreznog zatajenja, koronarne bolesti,
zatajivanja srca i mozdanog udara (Calhoun i sur. 2008). U¢inkovito snizavanje krvnog tlaka
lijekovima sprjeCava oSteCenje krvnih zila i zna¢ajno smanjuje smrtnost (Katzung i Trevor
2017). Posljedi¢no, racionalna primjena tih lijekova, pojedinac¢no ili u kombinacijama,
omogucuje snizenje krvnog tlaka s tek minimalnim rizikom od ozbiljnih nezeljenih ucinaka.
Dijagnoza hipertenzije temelji se na ponovljenim, konzistentnim nalazima povisenog krvnog
tlaka (Katzung i Trevor 2017). Ostali poznati rizi¢ni ¢imbenici uklju¢uju pusenje, metabolicki
sindrom, pretilost, dislipidemiju i dijabetes, no dijagnoza hipertenzije temelji se isklju¢ivo na
mjerenjima krvnog tlaka, a ne na simptomima koje ima bolesnik (Garg i sur. 2002). Najcesce,
hipertenzija je tipi¢no asimptomatska sve do pojave ili neposredno pred pojavu ostecenja ciljnih
organa. NajraSirenija klasifikacija antihipertenziva temelji se na mehanizmu djelovanja i

razlikuje Cetiri skupine (Katzung i Trevor 2017):

1) Diuretici - snizavaju krvni tlak smanjujuci razinu natrija i volumen krvi (npr. furosemid,

hidroklorotiazid, spironolakton, eplerenon).

2) Simpatolitici - snizavaju krvni tlak smanjujuci periferni otpor, inhibirajuci sréanu akciju i

povecavajuci volumen kapacitantnih zila (npr. moksonidin, klonidin, metildopa).

3) Inhibitori renin-angiotenzin-aldosteronskog sustava - smanjuju periferni otpor i volumen

krvi (npr. ramipril, kaptopril, enalapril, lizinopril, valsartan).

4) lzravni vazodilatatori - snizavaju krvni tlak relaksirajué¢i glatke misice stijenki krvnih zila
tako Sire¢i otporni€ke krvne Zile 1 u razli¢itom opsegu povecavajuci volumen kapacitantnih zila

(npr. diltiazem, nifedipin, amlodipin, hidralazin, minoksidil).

Prema zabiljezenim statistickim podatcima potroSnje antihipertenziva u Republici
Hrvatskoj 2019. godine najceS¢e je koriSten lijek po definiranoj dnevnoj dozi/1000

stanovnika/dan (DDD/TSD) ramipril (55.14), zatim furosemid (37.42), moksonidin (17.26),
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lizinopril (10.97) te valsartan (8.55). Iz prilozenoga, najvise dominiraju lijekovi iz skupine

inhibitora renin-angiotenzin-aldosteronskog sustava. (Slika 12; URL 9).

ostalo
0,66 DDD/TSD
valsartan

lizinopril 8.55 DDD/TSD
10.97 DDD/TSD

ramipril

» 55.14 DDD/TSD
moksonidin

17.26 DDD/TSD

W ramipril
u furosemid
B moksonidin

u Jizinopril
W valsartan
H ostalo
furosemid
37.42 DDD/TSD

Slika 12. Godi$nja potro$nja antihipertenziva 2019. godine u Republici Hrvatskoj po
definiranoj dnevnoj dozi/1000 stanovnika/dan (DDD/TSD) (Prilagodeno prema URL 9.).

3.2.2.1. Ramipril

Ramipril pripada skupini antihipertenziva, tj. inhibitorima renin-angiotenzin-aldosteronskog
sustava, a uvrsten je na listu 200 najkoristenijih lijekova u SAD-u (Slika 13; Shi i sur. 2016).
Prema HALMED-u, ramipril zauzima 1. mjesto na listi 50 najkoriStenijih kardiovaskularnih
lijekova u Republici Hrvatskoj 2019. godine (URL 10). Ramiprilat, aktivni metabolit ramiprila,
inhibira enzim dipeptidil karboksipeptidazu I, takoder poznat kao angiotenzin konvertiraju¢i
enzim ili kininaza Il (Katzung i Trevor 2017). Ovaj enzim u plazmi i tkivima katalizira
konverziju angiotenzina | u vazokonstriktornu tvar angiotenzin Il te razgradnju vazodilatatora
bradikinina. Smanjeno stvaranje angiotenzina Il i inhibicija razgradnje bradikinina rezultiraju
vazodilatacijom (Heran i sur. 2008). S obzirom na to da angiotenzin II stimulira oslobadanje
aldosterona, ramiprilat takoder indirektno uzrokuje smanjenje izlucivanja aldosterona
(Verdecchia i sur. 2005). Pored uobicajenog lijeCenja diureticima i mogucnosti lijecenja
sr¢anim glikozidima, ramipril ima dokazani u¢inak u bolesnika sa zatajenjem srca (Katzung i
Trevor 2017). Djelatna tvar ima pozitivni uc¢inak na hemodinamiku srca (smanjenje tlaka
punjenja lijevog i desnog ventrikula, smanjenje ukupnog otpora perifernih Zila, povecanje
istisnog minutnog volumena srca i poboljsanje sr¢anog indeksa). Ramipril takoder smanjuje

neuroendokrinolosku aktivaciju (Katzung i Trevor 2017).
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Slika 13. Struktura ramiprila (Shi i sur. 2016.).

Prema provedenim istrazivanjima utjecaja ramiprila na li¢inke ribe zebrice D. rerio (72
hpf), utvrdena je efektivna koncentracija od 0.3 nM pri kojoj je uocen vazodilatacijski u¢inak,
(promjer Zile znacajno se povecao zajedno s promjenom parametara protoka krvi) pogodan za
zivot svih tretiranih li¢inki (Vishnolia i sur. 2020). Sto se ti¢e izdavanja recepata za ramipril u
razdoblju od 2015. do 2019. Republika Hrvatska biljezi nagli skok 2016. godine s tendencijom
pada u posljednjih nekoliko godina (Slika 14; URL 10). Samo nekoliko studija odnosi se na
uc¢inke ramiprila na vodene Zivotinje, gotovo da nema podataka dostupno za rane Zivotne faze

te su potrebna daljnja istrazivanja.
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Slika 14. Definirana dnevna doza/1000 stanovnika/dan (DDD/TSD) za ramipril u
Republici Hrvatskoj u razdoblju od 2015. do 2019. godine (Prilagodeno prema URL 10.).
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3.3. Zebrica kao modelni organizam u znanstvenim istraZivanjima

3.3.1. Filogenija vrste

e Odrasli muzjak
Znanstvena Klasifikacija: rasl ML

Carstvo: Animalia

Koljeno: Chordata

Potkoljeno: Vertebrata
Razred: Actinopterygii
Red: Cypriniformes

Porodica: Cyprinidae ——
Rod: Danio 0.50 cm
Vrsta: Danio rerio Slika 15. Danio rerio (Hamilton, 1822) (URL 11.)

3.3.2. Biologija vrste i upotreba u znanstvenim istraZivanjima

Riba zebrica Danio rerio (Hamilton, 1822) je slatkovodna, bentopelagicka tropska riba iz
porodice Saranki (Slika 15; URL 11). Buduéi da ju se cesto moze vidjeti uz rubove riZinih polja
Indije, ime je dobila po indijskoj rije¢i dhani (u prijevodu ,,0d rizinih polja). Osim u Indiji,
rasprostranjena je jo§ u podru¢ju Himalaje i porjedju Gangesa te Sri Lanci i slivu Arapskog
mora (Mayden i sur. 2007). Paul Matte, njemacki tropski ihtiolog, unosi zebricu u Europu 1905.
godine kao akvarijsku ribu (Creaser, 1934). Specifi¢na obiljezja ove vrste su nepotpuna bo¢na
pruga koja seze do baze trbusne peraje, dva para mirisnih vrecica te svijetlo sivo obojenje tijela
prosje¢ne duzine 5 cm S Cetiri horizontalne tamne pruge koje se protezu od repa pa sve do
Skrznih poklopaca (Kinth i sur. 2013). Tijekom odrasle faze spolni dimorfizam se odlikuje kroz
razli¢itu veli¢inu 1 oblik tijela te pigmentaciju. MuZjaci su Cesto manji od Zenki te imaju
izduZenije i Zuckasto tijelo, dok se zenke odlikuju ve¢im tijelom sa zaobljenim bjelkastim
trbuhom. Prosjecni Zivotni vijek zebrice u zato¢enistvu je 5 godina, a spolnu zrelost dosezu,
ovisno o tipu ishrane, oko petog mjeseca zivota. Par zebrica moze po mrijestu dati izmedu 100
do 200 embrija (Lawrence 2007). Zebrice imaju brzu izmjenu generacija s velikim brojem
potomaka i kratkim ex utero embrionalnim razvojem od svega 72 sata (Ribas i Piferrer 2014).
Tijekom cijelog embrionalnog razvoja tijela su im prozirna, organi su dobro razvijeni i time
pogodni za neinvazivno promatranje ucinaka razli¢itih spojeva prisutnih u vodi (Slika 16;
Lilicrap 2010). Zbog navedenih povoljnih karakteristika, nezahtjevnog uzgoja i hranjenja te
relativno jeftinog odrzavanja, zebrica je ubrzo prepoznata kao iznimno pogodan model u

toksikoloskim i biomedicinskim istrazivanjima (Lawrence, 2007).
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Slika 16. Embrij zebrice star 48 h s razvijenim organima i krvoZzilnim sustavom

(Prilagodeno prema Lillicrap, 2010.).

Prvi istrazivacki rad u kojem su zebrice upotrijebljene kao modelni organizam proveo je
1981. godine George Streisinger na SveucilisStu u Oregonu (Li i sur. 2013). U narednim
desetljec¢ima stvorene su baze podataka s detaljno opisanim razvojnim stadijima, nakon Cega je
uslijedilo sekvenciranje genoma na Institutu Sanger (Kimmel i sur. 1995). Takoder, razvijeni
su brojni mutantni sojevi s ve¢ predodredenim poremecajima u svrhu boljeg razumijevanja i
lijeCenja bolesti u ljudi (Kari i sur. 2007). Izmedu zebrica i ostalih kraljeZnjaka postoji izuzetna
slicnost u stani¢noj strukturi, signalnim putovima, anatomiji i fiziologiji, posebno tijekom ranog
razvoja (Aparicio i sur. 2002). Takva sli¢nost olak$ava razotkrivanje interakcija za koje se
smatra da su konzervirane medu vrstama. Unato¢ 450 milijuna godina filogenetske udaljenosti
(kad se dogodila divergencija zajednickog pretka) sekvenciranjem se utvrdilo da ljudi i zebrice
dijele 70% genoma, unutar kojeg je 84% gena povezano s istim genetskim bolestima u ¢ovjeka
i zebrica (Ribas i Piferrer 2014). Zbog velike sposobnosti regeneracije tkiva poput srca,
bubrega, mozga i ledne mozdine, kao i fizioloSkih sli¢nosti zebrica i Covjeka, zebrica je postala
standardnim modelnim organizmom u mnogim suvremenim biomedicinskim istrazivanjima
(Haffter i sur. 1996). Najve¢i dio istrazivanja bavi se proucavanjem neuroloskih,

hematopoetskih, kardiovaskularnih i etoloskih poremecaja te karcinogeneze (McGrath, 2012).
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3.3.3. Test embriotoksi¢nosti na zebricama

Test embriotoksi¢nosti (eng. Zebrafish Embryotoxicity Test, ZET) proveden je na 4
kardiovaskularna lijeka (amiodaron, verapamil, simvastatin i ramipril) te njihove smjese
upotrebom embrija ribe zebrice D. rerio u skladu sa standardiziranim OECD protokolom (236,
2013). Premda su ribe vazan modelni organizam u biomonitoringu onecis¢enja vodenih
ekosustava, u zadnjih nekoliko godina ZariSte znanstvenih istrazivanja pomaknulo se s odraslih
jedinki na najranije razvojne stadije. Laboratorijskim istrazivanjima utvrdena je izvrsna
korelacija akutnog izlaganja embrija s kroni¢nim izlaganjem odraslih jedinki, $to je, uzevsi u
obzir i prethodno navedene povoljne karakteristike zebrice, rezultiralo standardizacijom testa
embriotoksi¢nosti na zebricama (McKim 1997). ZET je trenutno jedan od najkoristenijih
testova u toksikoloSkim istrazivanjima, kako pojedinacnih kemijskih spojeva, tako i okolis§nih
uzoraka. Princip ZET-a je pracenje letalnih i subletalnih u¢inaka testiranog spoja u najranijim
razvojnim stadijima do 96 sati nakon oplodnje (eng. Hours Post Fertilization, hpf). Letalnim
uc¢inkom smatra se prestanak rada srca, odsustvo formiranja somita, koagulacija embrija i
neodvajanje repa od zZumanjcane vrece, dok se subletalni uc¢inci mogu manifestirati kroz niz
promjena poput skolioze, nastanka perikardijalnog edema ili edema u podru¢ju zumanjcane
vrecice, usporenost razvoja, nedostatka otolita i dr. Uz to, moguée je pratiti i fizioloSke
promjene (stopu izvaljivanja), kardiotoksi¢nost (brzina otkucaja srca) i neurotoksi¢nost
(promjena ponaSanja), §to u konac¢niCi moze imati utjecaj na prezivljavanje u vodenim
ekosustavima zbog povecanog rizika od predacije (Zhu i sur. 2018). Unato¢ mnogim
prednostima, ZET ima nekoliko ograni¢enja (Braunbeck i sur. 2014):

1) Spojevi s vrlo velikom molekulskom masom (ve¢om od 3 kDa), poput polimera, ne mogu
pro¢i korion, zbog ¢ega je prethodno izlaganju potrebno mehanicki ukloniti korion.
2) Dokazano je da su odredene neurotoksi¢ne tvari manje toksi¢ne za zebrice tijekom
njihovog embrionalnog razvoja, nego adultnog stadija.
3) Postoje ograni¢enja kada je u pitanju sposobnost biotransformacije spojeva u ranim
embrionalnim fazama.
Usprkos tome, ZET se do sada pokazao kao izvrstan i pouzdan alat za odredivanje toksi¢nosti,
kako novosintetiziranih farmaceutskih spojeva tako i okoli$nih uzoraka, $to u kona¢nici moze
pridonijeti smanjenju koriStenja Zivotinja u toksikoloskim 1 biomedicinskim istraZivanjima

(Braunbeck i sur. 2014).
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3.3.4. Zakonodavni okviri i nacela 3R-a

Ribe su koristene kao modelni organizmi u biomonitoringu otpadnih voda u svrhu
poboljsavanja procjene kvalitete Europskih voda unutar programa Okvirna direktiva o vodama
[eng. Water Framework Directive, WFD (Directive 2000/60/EC)]. Navedenom Direktivom
Europska unija nastoji zastititi povrSinske, podzemne, kopnene i prijelazne vode, obnoviti
ekosustave te smanjiti oneciS¢enje od otpadnih voda iz kucéanstava i industrijskih postrojenja
koje se ispustaju u vodeni okoli$ te tako sprijeciti daljnju degradaciju vodenih tijela (Braunbeck,
2014). Europska unija nastavila je poja¢ano implementirati direktive poput Registration,
Evaluation, Authorization and Restriction of Chemicals, REACH (Regulation 1907/2006) i
Europske direktive za kozmetiku (Regulation 1223/2009) kako bi potaknula razvoj
alternativnih metoda u istrazivanjima koje su bazirane na 3R principu: Replacement (zamjena
Zivotinja), Reduction (smanjenje broja jedinki) i Refinement (poboljSanje metoda u svrhu
dobrobiti Zivotinja) (Russell i Burch 1959).

Embriji zebrica u potpunosti zadovoljavaju 3R nacela, gdje se stavlja naglasak na eticke
principe pri testiranju zivotinja. Tako se provodi racionalizacija i smanjenje broja koriStenih
jedinki, $to dovodi do smanjenog koristenja odraslih sisavaca kao modelnih organizama. Prema
Direktivi o zastiti zivotinja koje se koriste u laboratorijske svrhe (Directive, 2010/63/EU)
zebrice do 120 hpf ne podlijezu zakonskoj regulativi. Time se smanjuje patnja velikog broja
sisavaca. Nadalje, s obzirom na transparentnost embrija tijekom cijelog embrionalnog razvoja,
na gotovo neinvazivan na¢in omoguéena je primjena sli¢nih procedura kao na sisavcima. ZET
test je osmisljen kao alternativa akutnom testu toksi¢nosti na ribama jer omogucava konkretniju
primjenu 3R nacela. 1z navedenih razloga, ZET je postao jednim od najc¢esce koristenih testova
u (eko)toksikoloskim istrazivanjima, dok je zebrica postala drugim najéesce koristenim

modelnim organizmom u znanstvenim istraZivanjima (Lawrence, 2007).
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Materijali

4.1.1. Kemikalije i instrumenti

Popis koristenih kemikalija s navedenim kemijskim formulama, proizvodacem i CAS

registarskim brojem te popis instrumenata za vrijeme izvodenja pokusa navedeni su u

Tablicama 2 3.

Tablica 2. Popis koriStenih kemikalija.

NAZIV SPOJA

Magnezijev sulfat
heptahidrat

Natrijev hidrogenkarbonat
Kalcijev klorid dihidrat
Kalijev klorid
Amiodaron
Verapamil
Simvastatin
Ramipril

Dimetilsulfoksid (DMSO)

Diklorodihidrofluorescein
diacetat (DCF)

Etil 3-aminobenzoat
metansulfonat (MS - 222)

KEMIJSKA FORMULA

MgSO4-7H20

NaHCO3

CaCly-2H.0

KCI

C2s5H2912NO3-HCI

Co7H3sN20O4HCI

Co2sH3305

C23H39N203

C2oHs0OS

C24H16CIL07

H2NCsH4CO2C2Hs5-CH3SO3H

PROIZVODPAC
Sigma Aldrich, Deisenhofen,
Njemacka (CAS N0.10034-99-8)

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
Njemacka (CAS No. 144-55-8)

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
Njemacka (CAS No. 10035-04-8)

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
Njemacka (CAS No. 7447-40-7)

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
Njemacka (CAS No. 19774-82-4)

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
Njemacka (CAS No. 152-11-4)

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
Njemacka (CAS No. 79902-63-9)

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
Njemacka (CAS No. 87333-19-5)

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
Njemacka (CAS No. 67-68-5)

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
Njemacka (CAS No. 4091-99-0)

Sigma Aldrich, Deisenhofen,
Njemacka (CAS No. 886-86-2)
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Tablica 3. Popis koriStenih instrumenata.

NAZIV INSTRUMENTA NAMIENA UREDAJA

Invertni mikroskop EC3 s
pripadaju¢om kamerom i
LAS EZ 3.2.0. softverom za
analizu slike

Daje uvecane slike bliskih predmeta s
objektivima od 4, 10, 20, 40 i 100 x.

Inkubator Haerus BK 160

Analiticka vaga

ABS-N/ABJ-NM Precizno vaganje.

Cita¢ mikrotitar ploda s moguénoséu
mjerenja apsorbancije, fluorescencije i
luminiscencije.

Spektrofotofluorimetar
Infinite 200 PRO

Povecanje slike predmeta 6.3 - 40 puta,

Stereomikroskop S6E radne udaljenosti minimalno 110 mm.

Tretiranje uzoraka ultrazvukom, §to
neposredno omogucuje otapanje 1
rasprsivanje uzorka.

Ultrazvuéna kupelj

Uredaj za sterilizaciju laboratorijskog
pribora.

Autoklav AL02-06

ZebTEC samoregulirajuci
sustav s Active Blue
tehnologijom
Mrijestilica iSpawn-S
Benchtop Size Breeding
System

Uredaj za odrzavanje riba, sustav akvarija.

Jedinica za mrijest riba.

Ocuvanje uzoraka na stalnoj temperaturi.

PROIZVODAC

Leica,
Njemacka

Kendro Lab.
Products, SAD

Kern,
Njemacka

Tecan,
Austrija

Leica,
Njemacka

Sonorex Super,
Njemacka

Adventage Lab,
Njemacka

Tecniplast S.p.A.,
Italija

Tecniplast S.p.A.,
Italija
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4.2. Metode
4.2.1. Uzgoj zebrica i mrijest

Uzgoj, odrzavanje i mrijest riba zebrica D. rerio odvijao se unutar akvarijskog prostora
odobrenog od strane Ministarstva Poljoprivrede Republike Hrvatske (HR-POK-023), sukladno
Direktivi 2010/63/EU. Adulti zebrice (divlji WIK tip nabavljen je iz European Zebrafish
Resource Center u Karlsruhe Institute of Technology (KIT), Njemacka) uzgajani su i odrzavani
unutar ZebTEC samostoje¢eg samoregulirajuceg sustava s Active Blue tehnologijom (Slika
17.), u kontroliranim uvjetima svjetla i tame (14:10 h), temperature (27.00 + 0.09°C),
konduktiviteta (494.80 = 2.61 uS cm™), pH (7.60 = 0.08), zasi¢enosti vode kisikom (> 95%).
Adulti su hranjeni tri puta dnevno smrznutom Athemia sp. (PETRA-AQUA veleprodaja
tropskih riba, Republika Ceska).

Dan prije mrijesta muzjaci (N=10) i zenke (N=8) prebaceni su u iSpawn-S mrijestilicu
(Slika 17.) te su odvojeni separatorom. Sljede¢i dan ujutro, unutar 15 min od paljenja svjetla
unutar akvarijske jedinice, separator je uklonjen te je platforma podignuta kako bi imitirala
prirodne uvjete u okoliSu i time omogucila optimalne uvjete prilikom mrijesta. Na dnu
platforme nalazi se mrezica koja je omogucila padanje oplodenih jajaSaca odnosno embrija na
dno posude tijekom mrijesta i time sprijecila konzumaciju embrija od strane roditeljskih

zebrica.

Embriji su u periodu 30 minuta od mrijesta prikupljeni sitom (promjer oka 800 um) te
isprani umjetnom vodom kako bi se odstranile necisto¢e. Umjetna voda je pripremljena
otapanjem 294.0 mg/L CaCl,-2H>0, 123.3 mg/L MgSO4-7H>0, 63.0 mg/L NaHCO3 i 5.5 mg/L
KCI u deioniziranoj vodi (OECD 236, 2013).

Slika 17. Lijevo - ZebTEC samoregulirajuci sustav (Tecniplast S.p.A.),

desno - mrijestilica iSpawn-S (Tecniplast S.p.A.).
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4.2.2. Test embriotoksi¢nosti na zebricama

Svi eksperimenti navedeni u ovom istrazivanju provedeni su na nezaSticenom
embrionalnom stadiju zebrice (do 96 hpf), koji ne podlijeze okvirima zakonske regulative

(Directive, 2010/63/EU; Lammer i sur. 2009).

Kako bi se utvrdio konkretan utjecaj pojedinih kardiovaskularnih lijekova na organizme
vodenih ekosustava, embriji ribe zebrice Danio rerio su bili izlozeni seriji decimalnih
razrjedenja (0.1, 1.0 1 10.0 pg/L) amiodarona, verapamila, simvastatina, ramiprila 1 njihove
smjese (0.4, 4.0 i 40.0 ug/L). Primarna otopina standarda (0.1 mg/mL) pripremljena je
otapanjem amiodarona, verapamila i ramiprila u destiliranoj vodi, dok je kao otapalo za
simvastatin koristen DMSO (p.a.). Nadalje, koncentracije od interesa (0.1, 1.0 i 10.0 pg/L)
pripremljene su razrjedivanjem s umjetnom vodom (OECD 236, 2013), pritom paze¢i da u

slu¢aju simvastatina koncentracija DMSO-a ne prelazi 1%.

Izlaganje embrija je provedeno prema standardiziranom testu embriotoksi¢nosti na
zebricama (OECD 236, 2013). Oplodena jajaSca zebrice (4 - 64 blastomere) odvojeni su od
neoplodenih 1/ili oStecenih jajaSaca koriste¢i stereomikroskop (Leica). S ciljem Sto ranijeg
izlaganja embrija testiranim uzorcima, ali i smanjivanja mogucénosti razrjedivanja uzorka,
embriji su prebaceni u plasticne Petrijeve zdjelice s prethodno pripremljenim razrjedenjima
kardiovaskularnih farmaceutika. Nakon toga, embriji su rasporedeni u prozirne polietilenske
plo€ice s 24 jazice (NEST Scientific, SAD). Svaka jaZica sadrZavala je po 2 embrija u 2 mL
uzorka. Prethodno izlaganju embrija, uzorci su aerirani i temperirani na 26 = 1°C (OECD 236,
2013). Unutar eksperimenta upotrijebljeno je 10 embrija u 4 replike, $to iznosi 40 embrija po
testnom uzorku i kontrolama. Umjetna voda koriStena je kao negativna kontrola, dok je 1%
DMSO koristen kao kontrola otapala. Plocice su prekrivene parafilmom kako bi se sprijecilo
isparavanje te inkubirane na 26 + 1°C (Kendro Lab. Products) s reguliranim fotoperiodom
svijetlo/tama: 14/10 h u periodu od 96 h (Slika 18). Svakog dana tijekom trajanja pokusa u
svakoj jazici 50% volumena zamijenjeno je s iznova pripremljenim, aeriranim i temperiranim

uzorkom.
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Slika 18. Inkubirani uzorci.

Letalni (koagulacija embrija/li¢inaka, neodvajanje repa od Zumanjéane vrece,
ne-formacija somita, odsustvo otkucaja srca) i subletalni u¢inci (perikardijalni edem, edem u
podru¢ju Zumanjcane vrece, skolioza, akumulacija krvi, itd.) promatrani su nakon 24, 48, 72 i
96 h od izlaganja koriste¢i Leica DMIL LED invertni mikroskop. Test se smatrao valjanim
ukoliko mortalitet unutar kontrolnih grupa nije prelazio 10%. Uzorci koji su pokazali mortalitet
ve¢i od 10% su smatrani embriotoksicnima (ISO, 2007). Uz stopu mortaliteta i razvojne

abnormalnosti praceni su i subletalni krajnji u¢inci detaljno opisani u nastavku teksta.

4.2.3. Pracenje uspjesnosti izvaljivanja li¢inki

Promatrana fizioloska karakteristika ukljucivala je pracenje izvaljivanja liinki ribe
zebrice Danio rerio u periodu od 48 do 96 h nakon oplodnje. Stopa izvaljivanja zabiljezena je
na svim promatranim uzorcima upotrebom Olympus® BX51 svjetlosnog mikroskopa. Rezultati

su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD).
4.2.4. Praéenje stope otkucaja srca

Uz morfoloske i fizioloske promjene, praceni su i kardiotoksi¢ni ucinci testiranih uzoraka
na embrije ribe zebrice. U periodu od 48 do 96 h nakon oplodnje kod 20 nasumi¢no odabranih
jedinki pratila se broj otkucaja srca unutar 15 sekundi. Jedinke s razvojnim abnormalnostima
bile su izuzete od prebrojavanja. Rezultati su izrazeni kao broj zabiljeZenih otkucaja unutar 15

sekundi.
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4.2.5. Praéenje pokreta prsnih peraja

S ciljem odredivanja neurotoksi¢nog ucinka kardiovaskularnih lijekova na ribe zebrice
nakon 96 hpf nasumi¢no je odabrano 20 jedinki, kojima je unutar 20 sekundi izbrojan broj
pokreta prsnim perajama. Jedinke s razvojnim abnormalnostima bile su izuzete od
prebrojavanja. Rezultati su izraZzeni kao broj zabiljezenih pokreta prsnom perajom unutar 20

sekundi.
4.2.6. Mjerenje duzine lic¢inki

Promatrana morfoloska karakteristika ukljucivala je mjerenje duzine li¢inki ribe zebrice
nakon 96 h izlaganja ispitivanim spojevima upotrebom Olympus® BXS51 svjetlosnog
mikroskopa opremljenog Olympus DP70 kamerom. 20 li¢inki po koncentraciji anestezirano je
upotrebom 0.015% MS-222. Li¢inke su pojedina¢no slikane te im je izmjerena duZina koristeci
Microsoft® AnalySIS Soft Imaging System program za analizu slika. Rezultati su prikazani u

jedinici duzine (um).
4.2.7. Odredivanje razine oksidativnog stresa

U svrhu odredivanja razine oksidativnog stresa uslijed povecane proizvodnje ROS-ova, na
kraju eksperimenta (96 hpf) 20 nasumicno izabranih jedinki izlozeno je 10.0 pM koncentraciji
fluorescentne boje DCF. Nakon 1h inkubacije u mraku, li¢inke su 3 puta isprane umjetnom
vodom s ciljem uklanjanja fluorescentne boje s povrSine tijela jedinki, nakon Cega su
anestezirane s 0.03% MS-222 i pojedinaéno rasporedene u crne mikroploce
(NUN95fb_LumiNunc FluoroNunc - Nunclon96FlatBlack) s 96 jaZzica. Razina oksidativnog
stresa  odredena je mjerenjem razine fluorescencije koriste¢i Infinite M200
spektrofotofluorimetar pri sljede¢im uvjetima: ekscitacija 498 nm, emisija 522 nm, multiple
reads per well - circle filled, 4x4, border 750 nm, gain - 101 (optimal). Rezultati su izraZeni na
nac¢in da su fluorescentne jedinice dobivene mjerenjem tretiranih jedinki normirane na

kontrolnu vrijednost od 100%.
4.2.8. Statisticka obrada podataka

StatisticCka obrada i graficki prikaz dobivenih rezultata napravljen je koriStenjem
statistiCkog programa GraphPad Prism 6.01. Rezultati su izraZeni u obliku srednje vrijednosti
svih testnih replika uz pridruzenu vrijednost standardne devijacije + SD, a p-vrijednost manja
ili jednaka od 0.05 (p < 0.05) koristena je kao grani¢na vrijednost statisticke znacajnosti.
Razlike izmedu eksperimentalnih grupa i kontrolne skupine testirane su jednosmjernom

analizom varijance one way ANOVA i post hoc testom viSestrukih usporedbi (Dunnett test ili
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Tukey test). Normalnost raspodjele podataka provjerena je D'Agostino-Pearson testom
normalnosti. Ukoliko je raspodjela podataka odstupala od normalne (neparametrijske metode),
za usporedbu vise skupina koristen je Kruskal-Wallis test (uz Dunn's post hoc test). Statisticki
znacajnim smatrani su rezultati koji su se razlikovali na razini p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) te
p <0.001 (***).
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5. REZULTATI
5.1. Mortalitet, stopa abnormalnosti i izvaljivanja

Nakon 96 h izlaganja embrija zebrice Danio rerio okoli$no relevantnim koncentracijama
kardiovaskularnih lijekova: amiodaronu, ramiprilu i verapamilu nisu zamijecene statisticki
znacajne razlike u mortalitetu u odnosu na kontrolnu skupinu i koristeno otapalo (Tablica 4).
Suprotno tome, tijekom izlaganja simvastatinu pri koncentraciji od 1.0 ug/L zabiljezen je 80%-
tni mortalitet, dok niti jedna jedinka nije prezivjela izlaganje koncentraciji od 10.0 pg/L. Sli¢an
trend zabiljeZen je prilikom izlaganja smjesi sva Cetiri kardiovaskularna farmaceutika gdje je,
pri koncentracijama od 4.0 i 40.0 ug/L zabiljezena smrtnost od 100%. Pri izlaganju
simvastatinu i smjesi navedenih kardiovaskularnih lijekova najucestaliji razlozi smrtnosti bili
su koagulacija embrija i neodvajanje repa od Zumanjcane vreée. Smrtnost jedinki u negativnoj

kontrolnoj skupini nije zabiljezena.

Tablica 4. Mortalitet, stopa abnormalnosti i izvaljivanja (%) zebrice D. rerio nakon 96 h
izlaganja kardiovaskularnim farmaceuticima i njihovoj smjesi. Rezultati su predstavljeni kao

srednja vrijednost + SD. Statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu oznacena je

zvjezdicom (*p < 0.05) i dodatno naglaSena sivom bojom.

96 hpf
. Stopa Stopa
Tretman pg/mL Mo(rot/zl ;'tEt abnormalnosti  izvaljivanja
(%) (%)
UT/{)eJQa 00  0.00+0.00 0.00£0.00  100.000.00
DMSO 0.0 0.0040.00 2.50+5.00 100.00+0.00
0.1 0.00+0.00 0.00+0.00 100.00+0.00
Amiodaron 1.0 0.00+0.00 2.50+5.00 100.00+0.00
10.0 2.50+5.00 5.00+£10.00 100.00+0.00
0.1 0.00+0.00 0.0040.00 100.00+0.00
Ramipril 1.0 0.00+0.00 0.00+0.00 100.00+0.00
10.0 2.50+5.00 0.00+0.00 100.00+0.00
0.1 0.00+0.00 10.00+0.00 100.00+0.00
Simvastatin 1.0 80.00+8.16*  100.00+0.00*  100.00+0.00
10.0  100.00+0.00* n.o. n.o.
0.1 0.00+0.00 2.50+5.00 95.00+5.77
Verapamil 1.0 0.00+0.00 0.00+0.00 100.00+0.00
10.0 0.00+0.00 0.0040.00 100.00+0.00
Smjesa 0.4 2.50+5.00 5.00+5.77 97.50+£5.00
spojeva 4.0 100.00+0.00* n.o. n.o.
Canver, 400 100.00+0.00* n.o. n.o.

n.o. = nije odredeno
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Izlaganje embrija zebrice uzorcima amiodarona, verapamila i smjesi testiranih spojeva nije
rezultiralo statisticki znaCajnim porastom stope razvojnih abnormalnosti iako je zabiljezeno
manje poveéanje (p=0.5) prilikom izlaganja najvi$oj koncentraciji amiodarona (Tablica 4).
100%-tna stopa abnormalnosti zabiljezena je prilikom izlaganja zebrica simvastatinu
koncentraciji od 1.0 ug/L, dok je u 10x manjoj koncentraciji (0.1 pug/L) zabiljeZeno i 10x manje
abnormalnosti (10%) (p=0.1). Takoder u najnizoj koncentraciji smjese kardiovaskularnih
spojeva (0.4 pg/L) primijecena je povecana incidencija abnormalnosti koja nije bila statisticki
znacajna (p=0.9). Najc¢esci subletalni u¢inci uoceni u embrijima zebrica zabiljezeni nakon 96 h
izlaganja simvastatinu bili su perikardijalni edem i nakupljanje krvi u podru¢ju zZumanjéane
vre¢e (Slika 19, c¢). Izlaganje smjesi kardiovaskularnih farmaceutika rezultiralo je pojavom
perikardijalnog edema (Slika 19, d). Ucestalost razvojnih abnormalnosti kod zebrica izlozenih

kontrolnoj grupi iznosila je manje od 3%.

Slika 19. Prikaz razvojnih abnormalnosti zebrice D. rerio 96 h izlaganja SIM-u i smjesi
kardiovaskularnih farmaceutika: a) normalno razvijena licinka u kontrolnoj skupini,
b) perikardijalni edem (zvjezdica) i krvarenje u podrucju srca (strelica) tijekom
izlaganja 0.1 ug/L SIM-a, c) perikardijalni edem (zvjezdica) i krvarenje u podrucju
Zumanjcane vrece (toCkasta strelica) pri 1.0 pg/L SIM-a, d) perikardijalni edem

(zvjezdica) tijekom izlaganja smjesi spojeva u koncentraciji 4.0 ug/L.
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Izvaljivanje li¢inaka (napusStanje koriona) pra¢eno je 96 h nakon oplodnje. Nisu
zabiljezene razlike u odnosu na kontrolnu skupinu (Tablica 4). Nadalje, tijekom izlaganja
testiranim uzrocima nije primije¢ena odgoda/inhibicija stvaranja pigmentacije (podaci nisu

prikazani).
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5.2. Duzina li¢inki D. rerio

Duzine li¢inki D. rerio izmjerene su nakon 96 h izlaganja navedenim kardiovaskularnim
lijekovima te njihovoj smjesi (Slika 20). Statisti¢ki zna¢ajno smanjenje duzine li¢inaka uo¢eno
je nakon 96 h izlaganja 10.0 pg/L RAMI-u (p < 0.05), 1.0 ug/L SIM-u (p <0.01) i 10.0 pg/L
VER-uU (p <0.001). Najvece smanjenje duzine tijela uoceno je tijekom izlaganja 1.0 pg/L SIM-
U (3118.21 um) u odnosu na duzinu tijela kontrolne skupine (3792.69 um). Takoder, statisticki
znacajno smanjenje duzine tijela uoceno je u licinkama izlozenim 10.0 pug/L u odnosu na 0.1
ug/L kod VER-a (p < 0.001).
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Slika 20. Prikaz duzine li¢inaka zebrice D. rerio 96 hpf u ovisnosti o promatranim
farmaceuticima: a) AMID, b) RAMI, ¢) SIM, d) VER, e) smjesa spojeva (AMID, RAMI,
SIM, VER). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Statisticki
znacajna razlika u odnosu na kontrolu oznacena je zvjezdicom (*p < 0.05, **p < 0.01,

***p < 0.001). Stupici koji dijele ista slova su statisticki znacajno razliciti.
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5.3. Utvrdivanje kardiotoksi¢nosti upotrebom embrija D. rerio

U periodu od 48 do 96 hpf kod 20 nasumi¢no odabranih li¢inaka zebrice pratila se brzina

otkucaja srca unutar 15 sekundi. Povecanjem koncentracije i vremenskog izlaganja zebrice

testiranim lijekovima primije¢eno je smanjenje brzine otkucaja srca. StatistiCcki znacajno

smanjenje otkucaja srca uoc¢eno je na svim uzorcima u odnosu na kontrolu s izuzetkom AMID-

a i VER-a 48 hpf. Najvece smanjenje brzine otkucaja srca primije¢eno je na 48, 72 i 96 h

izlaganja D. rerio (33.3, 45.8 i 50.9%-tno smanjenje) pri koncentraciji od 1.0 ug/L SIM-u.

Uocen je pad brzine otkucaja srca kod zebrica 72 1 96 h izlozenih 1.0 pg/L 1 10.0 ug/L RAMI-

Ui VER-U u odnosu na 0.1 ug/L (Slika 21. b, d). Sli¢an, ali vi$e naglasen trend zabiljezen je i

prilikom izlaganja SIM-u, kada je 48, 72 i 96 hpf zabiljezen pad brzine otkucaja pri 1.0 pg/L u
odnosu na 0.1 pg/L (Slika 21. c).
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Slika 21. Prikaz otkucaja srca zebrice D. rerio nakon 48, 72 i 96 h izlaganja testiranim
farmaceuticima: a) AMID, b) RAMI, c) SIM, d) VER, e) smjesa spojeva (AMID, RAMI,

SIM, VER).
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5.4. Utvrdivanje neurotoksi¢nosti upotrebom embrija D. rerio

Nakon 96 h izlaganja zebrice Danio rerio kardiovaskularnim farmaceuticima, unutar 20

sekundi izbrojan je broj pokreta prsnih peraja na 20 nasumi¢no odabranih jedinki. Povecanjem

koncentracije lijekova, primije¢eno je smanjenje pokreta prsnih peraja li¢inaka. Statisticki

znacajno smanjenje pokreta uoceno je tijekom izlaganja 10.0 ug/L AMID-u (smanjenje od

85.4% u odnosu na kontrolu, p < 0.05). Takoder, statisticki znacajna razlika uocena je izmedu
skupina izloZzenih 0.1 pg/L 1 10.0 pg/L AMID-a (p < 0.05). Nadalje, kod svih ostalih

farmaceutika primije¢eno je smanjenje pokreta u odnosu na kontrolu, ali bez statisticke
znacajnosti (RAMI 10.0 pg/L, p=0.1; SIM 1.0 pg/L, p=0.2; VER 10.0 pg/L, p=0.4; smjesa

spojeva 0.4 pg/L, p=0.5) (Slika 22).
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Slika 22. Prikaz pokreta prsnih peraja zebrice D. rerio 96 h nakon izlaganja testiranim
farmaceuticima: a) AMID, b) RAMI, ¢) SIM, d) VER, e) smjesi spojeva (AMID, RAMI,

SIM, VER).
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5.5. Utvrdivanje oksidativnog stresa u li¢inkama D. rerio

Nakon 96 h izlaganja zebrica kardiovaskularnim farmaceuticima, u DCF obojanim

jedinkama (N=20) spektrofotometrijski je izmjerena razina fluorescencije do ¢ijeg porasta

dolazi uslijed povecane proizvodnje ROS-ova. Statisti¢ki zna¢ajan porast oksidativnog stresa

unutar organizma li¢inke zebrice zabiljezen je uslijed izlaganja SIM-u koncentracije 1.0 ug/L
(p <0.05) i uuzorku VER-a koncentracije 1.0 pg/L (p <0.05)1 10.0 ug/L (p <0.001). Takoder,
statisti¢ki znacajna razlika uocena je izmedu 0.1 pg/L i 1.0 ug/L (p < 0.01) SIM-a te izmedu
0.1 ug/Li10.0 pg/L (p<0.001) te 1.0 ug/L i 10.0 ug/L (p <0.001) VER-a. Nadalje, kod svih

ostalih farmaceutika primijeCeno je povecanje oksidativnog stresa, ali bez statistiCke

znacajnosti u usporedbi s kontrolom (AMID 10.0 ug/L, p=0.3; RAMI 10.0 pg/L, p=0.1; smjesa
spojeva 0.4 ug/L, p=0.07) (Slika 23).
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Slika 23. Prikaz razine oksidativnog stresa zebrice D. rerio 96 h u ovisnosti o testiranim

farmaceuticima: a) AMID, b) RAMI, c) SIM, d) VER, e) smjesa spojeva (AMID, RAMI,

SIM, VER).
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6. RASPRAVA

Pojava lijekova u okoliSu prvi je put sluzbeno prijavljena u Kansas Cityju u SAD-u 1976.
godine, gdje je klofibrinska kiselina otkrivena u tretiranoj otpadnoj vodi u koncentracijama u
rasponu od 0.8 do 2.0 mg/L, sto je ujedno bio i okida¢ za daljnja istrazivanja Sirom svijeta (Fent
I sur. 2006). U danasnje vrijeme, farmaceutski proizvodi su glavna komponenta zagadenja
rije¢nog sedimenta zbog cega predstavljaju sve vecu prijetnju slatkovodnim ekosustavima
(Babi¢ i sur. 2018). S obzirom na vaznu ulogu porje¢ja rijeke Save u opskrbi pitkom vodom,
javlja se nuzna potreba za stalnim i temeljitim monitoringom kvalitete vode i rijecnog
sedimenta koji, zbog izrazite moguénosti apsorpcije brojnih kemijskih spojeva iz vodenog
stupca, moze sadrzavati Siroki spektar oneciS¢avala kao $to su pesticidi, industrijski spojevi,
spojevi za osobnu higijenu, lijekovi, teski metali i dr. (Kéllqvist i sur. 2008). Unato¢ ¢injenici
da su zabiljezene koncentracije vecine kemikalija relativno niske, mnoge od njih imaju
potencijal da se zadrze u prirodnom okruzZenju mjesecima pa ¢ak i godinama (Agunbiade i sur.
2014).

Velika potro$nja farmaceutika rezultira relativho visokim koncentracijama lijekova u
komunalnim otpadnim i povrSinskim vodama (Hughes i sur. 2012; Stankiewicz i sur. 2015).
Od ukupno 82 promatrana farmaceutika, na razini ¢itavog SAD-a i Velike Britanije utvrdene
su prosjecne koncentracije kardiovaskularnih lijekova u rasponu od 0.9 do 1.6 pg/L u ulaznim
tokovima te od 0.3 do 0.4 pg/L u izlaznim tokovima postrojenja za proc¢i§¢avanje otpadnih voda
(Zhang i sur. 2020). Prosje¢ne koncentracije iste koli¢ine promatranih farmaceutika u
Njemackoj i Spanjolskoj iznosile su 0.8-2.2 pg/L u ulaznim tokovima i 0.4-0.8 pg/L u izlaznim
tokovima postrojenja za proc¢iSéavanje otpadnih voda. Maksimalne koncentracije
kardiovaskularnih lijekova u Njemackoj dosezale su 2.2 pg/L u ulaznom toku, nakon cega
slijedi Austrija s 2.1 pg/L i Saudijska Arabija s 2.0 pg/L (Zhang i sur. 2020). Maksimalne
koncentracije kardiovaskularnih lijekova izlaznog toka pronadene su u Saudijskoj Arabiji od
1.3 pg/L, zatim slijede Argentina i Nizozemska s 1.0 pg/L odnosno 0.9 pg/L. Sto se tide
povrsinskih voda, veé¢ina studija provedena je u SAD-u gdje je utvrdena srednja koncentracija
kardiovaskularnih lijekova od 60.0 ng/L. Zatim slijede Spanjolska, Velika Britanija i Kina sa
srednjim koncentracijama od 0.3 pg/L, 40.0 ng/L i 20.0 ng/L (Zhang i sur. 2020). U Juznoj
Africi radena je studija na rijeci Umgeni ¢ija je srednja koncentracija kardiovaskularnih
farmaceutika iznosila 6.4 pg/L, dok su prosjecne koncentracije u Meksiku, Spanjolskoj, Indiji
1 Gr¢koj dosezale 0.3, 0.3, 0.21 0.2 pg/L (Zhang i sur. 2020). Nadalje, istrazivanja pokazuju da

se lijekovi koji se konzumiraju u velikim koli¢inama nalaze u sedimentu 1 kanalizacijskom
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mulju, Sto ovisi o koncentraciji tih spojeva u vodenoj fazi i ukupnom sadrzaju organskog ugljika
u sedimentu (Martin i sur. 2010). Od 18 promatranih farmaceutika, u sedimentu su pronadene
povecéane koncentracije 8 "kiselih™ lijekova (pH < 7) u rasponu od 0.4 do 8.0 ng/g i njihovih
metabolita (Loffler i sur. 2003.), dok su u kanalizacijskom mulju utvrdeni blokatori
B-adrenergi¢nih receptora pri koncentraciji od 3.7 pg/L (Martin i sur. 2010). Na podrucju
Republike Hrvatske, prema istrazivanju iz 2018. godine, izradena je ekotoksikoloSka analiza
sedimenta rijeke Save na Cetiri lokacije (Jesenice, Rugvica, Galdovo i Lukavec) s ukupno 428
mjerenih organskih onecis¢ivaca (Babi¢ i sur. 2018). Rezultati dobiveni kvantitativnom
kemijskom analizom na temelju masene spektrometrije visoke rezolucije i1 tekucinske
kromatografije, pokazali su prisutnost od 313 organskih onecis¢ivaca u ekstraktu sedimenta
rijeke Save (Babic i sur. 2018). Najveci broj ukupnih otkrivenih organskih onecis¢ivaca sa sve
Cetiri postaje iz skupine lijekova ukljucivao je analgetike (75%), antidepresive (68%),
antibiotike (50%), kardiovaskularne lijekove (43%) te halucinogene (42%) (Babi¢ i sur. 2018).
Od kardiovaskularnih lijekova, na 3 postaje rijeke Save (Jesenice, Rugvica i Lukavec) pronaden
je amiodaron koji je, svrstan medu prvih 20 organskih onecis¢ivaca, ukazao na opasnost
zagadenja okoliSa i potrebu za daljnjim istrazivanjima (Babi¢ i sur. 2018). Prema istrazivanju
iz 2020. godine, istrazena je prisutnost 84 lijeka i 10 droga u plazmi riba iz rijeke Save pri cemu
su, iz skupine kardiovaskularnih lijekova, otkriveni ramipril, simvastatin i verapamil ¢ime je
istaknuta opasnost unosa navedenih lijekova u vodene organizme (Malev i sur. 2020). lako
rastu podatci o pojavi farmaceutika u povrSinskim vodama, izazovno je predvidjeti rizike ovih
kemikalija u plazmi riba zbog vrlo ograni¢enog razumijevanja njihove izlozenosti i metabolicke
pretvorbe unutar organizma. Plazma je poZeljno ciljno tkivo za analizu farmaceutika u divljim
ribama (Hutchinson i sur. 2014). Omjer dviju koncentracija u plazmi u ravnoteznom stanju
(¢ovjek/riba), tzv. omjer ucinka, mogao bi se Koristiti za procjenu rizika koju farmaceutici
uzrokuju (Huggett i sur. 2003). Do danas, vec¢ina podataka o farmaceuticima u ribljoj plazmi
potjece od izlozenosti u kontroliranim laboratorijskim uvjetima ili su usredoto¢eni na manji
broj kemikalija (Bean i sur. 2018). Kemijska analiza uzoraka plazme divlje ribe iz rijeke Save,
otkrila je prisutnost 90 razli¢itih farmaceutskih lijekova i njihovih metabolita (Malev i sur.
2020). Koncentracije nadenih farmaceutika u plazmi bile su 10 do 1000 puta vece od njihovih
koncentracija u rije¢noj vodi. Antibiotici, antihistaminici i analgetici bili su kategorije s
najvis$im koncentracijama u plazmi (Malev i sur. 2020). Rezultati ove studije potvrduju
prethodna izvjes¢a o FAS-ovima kao vaznoj komponenti sedimenta onecis¢enja u rijeci Savi

(Babi¢ i sur. 2018.) te slijede svjetski trend u kojem je zabiljeZeno najvise analgetika i
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antibiotika kao glavnih predstavnika FAS-ova u slatkovodnim ekosustavima (Hughes i sur.
2012).

Bioakumulacija lijekova zabiljezena je u zajednici obrastaja u raznim tekuc¢icama diljem
svijeta (rijeka Lee u Engleskoj, Ebro u Spanjolskoj, Haihe u Kini) (Hu i sur. 2010). Uz unos
alohtone organske tvari, zajednica obrastaja predstavlja osnovu hranidbenih lanaca u
slatkovodnim sustavima te je stoga izuzetno vazna za prijenos ovih spojeva kroz hranidbene
mreze. Prema studiji iz 2020. godine, u plazmi riba pronaden je diklofenak pri koncentraciji
0.06 pg/L te naproksen u sliénom rasponu od 0.09 do 1.89 pg/L (Malev i sur. 2020) §to je vazno
spomenuti jer su navedeni farmaceutici naznaceni kao kemikalije koje izazivaju zabrinutost i u
sedimentu rijeke Save (Babi¢ i sur. 2018). Nadalje, zabiljezena je bioakumulacija FAS-ova u
razli¢itim slatkovodnim beskraljeznjacima (Wilkinson i sur. 2017). U skoljkasu Bithinia
tentaculata pronadene su visoke koncentracije FAS-ova od 3.1 ng/g. Benticki beskraljeznjaci
mogu akumulirati toksi¢ne spojeve iz sedimenta prenose¢i ih, nakon §to bivaju konzumirani, u
kraljeznjake, posebice ribe ¢ijom konzumacijom navedeni toksikanti mogu dospjeti i u ljudski
organizam (Lagesson i sur. 2016). Prema studiji iz 2013. godine, izmjerena je bioakumulacija
amiodarona u ribi Pimephales promelas i Ictalurus punctatus pri koncentraciji od
220.00 + 18.00 i 283.00 + 13.00 pg/L (Martinez i Noé 2013). Prema istrazivanju iz 2020.
godine, istrazena je prisutnost 90 farmaceutika u plazmi riba iz rijeke Save na tri modelna
organizma (Malev i sur. 2020). Tako je broj otkrivenih kardiovaskularnih farmaceutika u
plazmi ribe Squalius cephalus iznosio 7, u plazmi ribe Barbus barbus 2 te u plazmi ribe
Alburnoides bipunctatus 3 (Malev i sur. 2020). Takoder, prema vrijednosti srednjeg omjera
ucinka, najvecu zabrinutost izazvao je simvastatin (23.22), zatim verapamil (10.00) te ramipril
(5.33) (Malev i sur. 2020). Nadalje, prehrana takoder ima veliku ulogu u bioakumulaciji tvari
u organizam. OponaSanje prirodnog unosa hrane u vodene organizme (npr. izbor prehrane i
stope potrosnje kao posljedica sezonskih fluktuacija dostupnosti plijena) vrlo je teSsko u
umjetnim laboratorijskim uvjetima. Stoga je u veéini testova koji se koriste za procjenu rizika
zanemareni umjetni unos hrane. Potrebni su terenski eksperimenti za procjenu stvarne

izloZenosti i potencijalnih u¢inaka kardiovaskularnih farmaceutika u prirodnim sustavima.

Za procjenu utjecaja onecis¢ivala na vodene organizme nije dovoljna samo kemijska
analiza proucavanih lijekova, koja daje informaciju o njihovoj prisutnosti i koncentraciji u
ekosustavu, ve¢ je bitna stvarna izloZenost organizama prisutnim toksikantima, a ona ovisi i 0
bioraspolozivosti, procesima transformacije i razgradnje te medudjelovanjima izmedu razli¢itih
kemijskih spojeva (Celiz i sur. 2009). Povezanost izmedu izlozenosti onec¢is¢ivalima i njihovih

bioloskih uc¢inaka nije uvijek znacajna, a da bi se pruzila $to to¢nija procjena ukupnog utjecaja
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organskog oneci$¢enja na vodeni okolis$ i zivih organizama u njemu, primijenjuju se bioloski
testovi s razli¢itim vrstama i s ve¢im brojem jedinki. Ekotoksikoloska procjena utjecaja korisna
je ukoliko zelimo dobiti uvid u djelovanje pojedinog lijeka ili pak smjese spojeva na rani stadij
razvoja vodenih organizama (Kastelan-Macan i sur. 2013). U ovom radu koristen je in vivo
toksikoloski test na embrijima zebrice D. rerio. Ulazak kemijskih spojeva u embrij odvija se
pasivnom difuzijom te je zbog permeabilnosti koriona posebno omoguéena u najranijim

stadijima razvoja zebrice (Garcia-Kéaufer i sur. 2015).

.....

kardiovaskularni farmaceutik na embrije zebrica. Osim $to je prema HALMED-u uvrsten medu
50 najkoristenijih kardiovaskularnih lijekova u Hrvatskoj, prema istrazivanju iz 2020. godine,
u plazmi riba iz rijeke Save izazvao je najvecu zabrinutost zbog visokog omjera ucinka pri
srednjoj vrijednosti od 23.22 (Malev i sur. 2020). Simvastatin, kao kemikalija koja predstavlja
sve veéu opasnost po okolis, potrebno je pratiti daljnjim analizama (Malev i sur. 2020). Sto se
ti¢e okoli$nih koncentracija simvastatina u komunalnim vodama, u Portugalu i SAD-u utvrdeno
je 8.9 png/L i 1.2 pg/L u ulaznim tokovima te 1.5 pg/L i 90.0 ng/L u izlaznim tokovima
postrojenja za prociS¢avanje otpadnih voda (Ottmar i sur. 2012; Pereira i sur. 2016). U
povrsinskim vodama Norveske i Portugala utvrdene su koncentracije simvastatina od 0.63
pg/L, odnosno 0.37 ug/L (Grung i sur. 2007; Pereira i sur. 2015). Prethodne studije izvijestile
su 0 visestrukim Stetnim ucincima simvastatina na vodene organizme na nekoliko razina
bioloske organizacije. Prema studiji iz 2015. godine, izlozenost zebrica koncentraciji od 5.0
mg/L simvastatina bila je smrtonosna za sve jedinke izmedu 32 hpf i 80 hpf (Ribeiro i sur.
2015). Takoder, na istoj koncentraciji uocene su abnormalnosti embrija ve¢ na 32 hpf koje su
do 80 hpf uzrokovale smrt pri ¢emu nije doslo do izvaljivanja embrija. Pri koncentraciji od
500.0 pg/L simvastatina uocene su abnormalnosti na ofima, repu, Zumanjcanoj vreéi kao i
pojava perikardijalnog edema (Ribeiro i sur. 2015). Visoke koncentracije simvastatina utjecale
su i na embrije hridinskih jeZzinaca Paracentrotus lividus. Izlaganje 5.0 mg/L simvastatina
rezultirao je znacajnim Kasnjenjem u razvoju embrija te je pri 5.0 pg/L zabiljezeno znacajno
smanjenje duzine li¢inki. IzloZenost embrija koncentraciji jednakoj ili ve¢oj od 2.0 pg/L takoder
je pokazala znacajan porast morfoloskih abnormalnosti na tijelu (Ribeiro i sur. 2015). Navedeni
rezultati usporedivi su i s rezultatima prikazanima unutar ovog diplomskog rada gdje je stopa
mortaliteta iznosila 100% tijekom izlaganja zebrica simvastatinu od 10.0 pg/L. Takoder,
uocene razvojne abnormalnosti se podudaraju i s gore navedenim, ali u ovome pokusu utvrdene
Su na puno nizoj i okoliSno relevantnoj koncentraciji simvastatina (1.0 pg/L). Nadalje,

logaritam koeficijenta razdjeljenja u sustavu n-oktanol/voda (logKow) simvastatina iznosi 4.7,
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Sto moze ukazivati na visok potencijal bioakumulacije u vodenim organizmima (Santos i sur.
2016). Buduci da simvastatin inhibira HMG-Co0A reduktazu $to dovodi do smanjenja razine
triglicerida i proizvodnje Kkolesterola, koji inace sluzi kao svojevrsni pufer fluidnosti stani¢ne
membrane, moze do¢i do pojave stresa koji ¢e poremetiti membransku dinamiku, potaknuti
upalne procese u stanicama, dugoro¢no narusiti stani¢nu homeostazu te ubrzati fizioloSki
proces starenja jedinke (Los i Murata 2004). Nadalje, povec¢anjem koncentracije simvastatina i
vremenskog izlaganja embrija lijeku, uocen je pad otkucaja srca, pad broja pokreta prsnih peraja
te povecanje oksidativnog stresa. Buduci da su statini kompetitivni inhibitori koji sudjeluju u
[-oksidaciji masnih kiselina te su usko povezani s transportnim lancem elektrona ¢iji kona¢ni
produkt dovodi do stvaranja ROS-a u obliku O*, HO i H20,, moguée je poveéanje

oksidativnog stresa li¢inki D. rerio na stani¢noj razini (Speijer i sur. 2014).

Sredis$nji ziv€ani sustav je visoko osjetljiv na oSteCenja zbog slobodnih radikala, tj.
oksidativni stres moze utjecati na vid, misi¢e i mozdanu aktivnost (Nallasamy i sur. 2012).
Oksidativni udinci lijekova povezani sa znaCajnim promjenama enzima ukljuceni su u
regulaciju funkcije srediSnjeg Ziv€anog sustava, poput kolinesteraza, prouc¢avanih u riba kao $to
je jegulja Anguilla anguilla (Nunes i sur. 2015). Istrazivanje ucinka oSte¢enja organizma zbog
ROS-a uoceno je i na Skoljkasu dagnji Mytilus galloprovincialis (Solé¢ i sur. 2010) |
slatkovodnim planktonskim rac¢i¢ima Daphnia magna (Daniel i sur. 2019). Stoga je moguce
predloziti uspostavljanje odnosa izmedu oksidacijskog stresa i neurotoksi¢nosti, s obzirom da
se aktivnost kolinesteraze (ChE) moze promijeniti zbog ROS interferencije (Delwing-de Lima
1 sur. 2010; Oliveira 1 sur. 2015). Kako bi analize bile jo§ konkretnije 1 detaljnije, trebalo bi
napraviti istrazivanja s duljim razdobljima izloZenosti embrija zebrica simvastatinu kako bi se
dobili relevantniji rezultati za odredivanje uloge ovog lijeka u sniZzavanju lipida u
kardiotoksi¢nim, neurotoksi¢nim i reproduktivnim poremecajima. Obzirom da su lijekovi za
regulaciju lipida jedni od najpropisivanijih lijekova u svijetu, potreban je interdisciplinaran

pristup u istrazivanjima koja slijede (Davidson, 2002).

Za razliku od simvastatina, ekotoksikoloski podatci za amiodaron gotovo da i ne postoje
(Escher i sur. 2011). Prema studiji iz 2011. godine, dugotrajna izlozenost (28 dana)
velikoglavog klena Pimephales promelas amiodaronu koncentracije 1020.0 pg/L doslo je do
statisticki znacajnog pada mortaliteta jedinki u usporedbi s kontrolom (Overturf i sur. 2012).
Prema studiji procjene rizika iz bolni¢kih otpadnih voda u Svicarskoj, najvise rangirani
koeficijent rizika imao je amiodaron s utvrdenom koncentracijom od 0.8 pg/L (Escher i sur.
2011). Takoder, prema analizi sedimenta rijeke Save iz 2018. godine, zbog visokih

koncentracija amiodarona, postaja Rugvica pokazala se najtoksi¢nijom (106.5 ng/L), koju zatim
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slijede Jesenice, Lukavec i Galdovo (Babic¢ i sur. 2018). Logaritam koeficijenta razdjeljenja u
sustavu n-oktanol/voda (logKow) amiodarona iznosi 7.8 $to moze ukazivati na visok potencijal
akumulacije i posljedi¢no visokoj toksi¢nosti u vodenim organizmima ili organizmima koji se
hrane sedimentom (Escher i sur. 2011). U okolisu, jedinke e rijetko biti izlozene jednom spoju,
ve¢ koktelu lijekova i drugih one¢is¢ivacéa, koji mogu imati interaktivne uéinke (Zhang i sur.
2009). Unato¢ brojnim istrazivanjima koja ukazuju na to da farmaceutske tvari mogu biti
univerzalni zagadivaci, malo je poznato do koje mjere se uzimaju i redistribuiraju medu
razli¢itim vrstama organizama u prirodnim hranidbenim mrezama. Navedeni rezultati
usporedivi su i s rezultatima prikazanima unutar ovog diplomskog rada gdje amiodaron u
testiranom rasponu koncentracija (0.1 - 10.0 pg/L) nije uzrokovao statisti¢ki znacajan utjecaj
na stopu prezivljavanja zebrice. Medutim, primije¢eno je smanjenje pokreta prsnih peraja ribe
zebrice tijekom izlaganja amiodaronu u koncentraciji 10.0 pg/L. Nadalje, amiodaron blokira
inaktivirane natrijske i kalcijske kanale, zbog c¢ega dolazi do usporavanja frekvencije i
provodenja impulsa kroz AV ¢&vor §to je vjerojatno uzrok smanjenja otkucaja srca (Katzung i
Trevor 2017). Takoder, amiodaron je antagonist tiroidne zlijezde koja proizvodi dvije vazne
vrste hormona - tiroksin i trijodtironin koji sadrze jod i hormon koji regulira metabolizam
kalcija - kalcitonin. Navedeni hormoni odgovorni su za optimalan rast, razvoj i funkcioniranje
svih tjelesnih tkiva $to ukljucuje apsorpciju kisika u stanicama, poticanje energetskih procesa,
utjecaj na kardiovaskularni 1 sredi$nji Ziv€ani sustav ¢iji manjak ili viSak dovodi do
kongenitalnih malformacija. Manjak joda uzrokuje kretenizam i neuroloske poremecaje te
ucestale pojave edema (Katzung i Trevor 2017). Sve je veca zabrinutost za kori$tenjem lijekova
kao Sto je amiodaron jer remete hormone Stitnjace koja ima vaznu ulogu u razvoju zZiv€anog
sustava (Zoeller i Crofton 2000; Escobar i sur. 2004). Prema studiji iz 2009. godine, li¢inke
zebrica bile su izlozene amiodaronu u vrlo niskoj koncentraciji od 6.45*10 ug/L pri ¢emu je
doslo do smanjenja razine tiroksina u folikularnim stanicama stitnjace (Raldua i Babin 2009).
Budu¢i da amiodaron izaziva sve vecu zabrinutost te se pokazao kao veoma bioakumulativan

farmaceutik, u daljnjim istrazivanjima trebalo bi produljiti izlaganje jedinki amiodaronu.

Akumulacija toksi¢nih spojeva u organizmu vrlo ¢esto moze narusiti njegovu homeostazu
(Katzung i Trevor 2017). Ramipril, osim $to prema HALMED-u, zauzima 1. mjesto na listi 50
najkoristenijih kardiovaskularnih lijekova u Republici Hrvatskoj, prema istrazivanju iz 2020.
godine, u plazmi riba iz rijeke Save izazvao je zabrinutost zbog omjera ucinka pri srednjoj
vrijednosti od 5.33 (Malev i sur. 2020). Kemikaliju koja predstavlja sve vecu opasnost po okolis$
kao S§to je ramipril, potrebno je pratiti daljnjim analizama (Malev i sur. 2020). Izmjerene

koncentracije ramiprila iz otpadnih voda farmaceutske industrije u Indiji variraju u rasponu
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10.0-100.0 pg/L (Cardoso i sur. 2014). U gradu Gdanjsku (Poljska) izmjerena je prosjecna
koncentracija ramiprila 0.09 ug/L u ulaznom toku te 0.06 ug/L u izlaznom toku postrojenja za
procis¢avanje otpadnih voda (Kot-Wasik i1 sur. 2016). Navedeni rezultati usporedivi su i s
rezultatima prikazanima unutar ovog diplomskog rada gdje je prilikom izlaganja zebrica
10.0 pg/L ramiprila uoceno statisti¢ki zna¢ajno smanjenje otkucaja srca i duzine li¢inaka. Ovaj
lijek pripada skupini antihipertenziva, tj. inhibitorima renin-angiotenzin-aldosteronskog
sustava te je zbog toga jedan od najkoristenijih lijekova farmaceutske industrije (Katzung i
Trevor 2017). Aldosteron je hormon kojeg lu¢i nadbubrezna zlijezda, a sudjeluje u regulaciji
ravnoteze vode i minerala ¢ijom blokadom dolazi do osmotskog disbalansa. Pri tome nastaje
manjak natrija i viSak kalija koji uzrokuje brojne aritmije, a na posljetku moze do¢i do acidoze
koja narusava homeostazu (Katzung i Trevor 2017). Dakle, srce je podloznije fibrilacijama, $to
moze biti uzrok smanjenja frekvencije otkucaja u jedinkama zebrice. Prema tome, potrebna su
daljnja istrazivanja koja ¢e se fokusirati na u¢inak ramiprila na srce u ranim stadijima razvoja

organizma.

Posljednji proucavani farmaceutik je kardiovaskularni lijek koji pripada skupini blokatora
kalcijskih kanala - verapamil. Osim §to se prema HALMED-u nalazi medu najkori$tenijim
antiaritmicima u Republici Hrvatskoj, prema istrazivanju iz 2020. godine, u plazmi riba iz rijeke
Save izazvao je zabrinutost zbog omjera ucinka pri srednjoj vrijednosti od 10.00 (Malev i sur.
2020). Kemikaliju koja predstavlja sve vec¢u opasnost po okoli§ kao §to je verapamil, potrebno
je pratiti daljnjim analizama (Malev i sur. 2020). Prema studiji iz 2006. godine, utvrdene su
maksimalne okoli$ne koncentracije verapamila od 3.1 pg/L u ulaznom toku te 0.5 pg/L u
izlaznom toku postrojenja za proc¢isc¢avanje otpadnih voda na rijeci Rajni (Hummel i sur. 2006).
U povrsinskim vodama u Njemackoj utvrdena je maksimalna okolisna koncentracija
verapamila od 6.0 ng/L (Hummel i sur. 2006). Do danas se malo studija usredotocilo na ucinke
verapamila na ranu fazu zivota riba i vodozemaca (Burgess i Vere 1989; Overturf i sur. 2011).
Studija Burgess i Vere (1989) utvrdila je da je verapamil u koncentraciji od 72.0 pg/L
prouzro¢io abnormalnosti U razvoju zabe afri¢ke pandzaSice Xenopus laevis ukljucujuéi pojavu
edema, hipopigmentaciju te rotaciju crijeva. Nadalje, u studiji Overturfa i sur. (2012),
dugotrajna izlozenost (28 dana) velikoglavog klena Pimephales promelas verapamilu
koncentracije 600.0 pg/L uzrokovala je statisticki znacajno smanjenje duzine li¢inki u
usporedbi s kontrolom. Takoder, izlaganje Sarana Cyprinus carpio verapamilu koncentracije
46.3 1 463.0 pg/L rezultiralo je malformacijama lubanje, peraja, kraljeznice (kifoza, lordoza i
skolioza), pojavom edema (sréani, visceralni, zumanjéane vrece), kao i smanjenjem otkucaja

srca (Steinbach i sur. 2013). Prema studiji iz 2015. godine, utvrdena je okolisna koncentracija
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verapamila od 0.02 pug/L u povrsinskoj vodi u gradu Katrineholm (Svedska). Srednja letalna
koncentracija (LC50) pri kojoj verapamil inducira smrtnost li¢inki kalifornijske pastrve
Oncorhynchus mykiss iznosila je 2.7 mg/L na 72 hpf (Godoy i sur. 2015). | unutar ovog
istrazivanja, pove¢anjem koncentracije i vremenskog izlaganja zebrica uzorku verapamila
uoceno je smanjenje otkucaja srca zebrica izlaganih testiranim koncentracijama nakon 72 i 96
h, kao 1 smanjenje duzine li¢inki pri koncentraciji 10.0 pg/L te povecanje oksidativnog stresa
pri 1.0 pg/L i 10.0 pg/L. Ukratko, ucinci uzrokovani djelovanjem verapamila u riba mogu se
smatrati slicnima terapijskim u¢incima i otkrivenim nuspojavama u ljudi (bradikardija, periferni
edem i gastrointestinalno krvarenje). Te sli¢nosti u nacinu rada djelovanja se moze objasniti
velikim strukturnim sli¢nostima L-tipa kalcijevih kanala u riba i ljudi (Rottbauer i sur. 2001).
Potrebna su daljnja bihevioralno-ekotoksikoloska istrazivanja za procjenu rizika od okolisnih
zagadivaca, obzirom da je ponasanje riba vrlo korisno za praéenje fizioloskog statusa populacije

I zdravstvenog stanja vodenog ekosustava.

Nadalje, Hermens i Leeuwangh (1982) iznijeli su hipotezu da u smjesama s velikim brojem
kemikalija s razli¢itim specifiénim na¢inima djelovanja, ¢ije su pojedinacne koncentracije
znatno ispod praga pojedinacnog uc¢inka, osnovna toksi¢nost moze znacajno doprinijeti u¢inku
smjese. Sve kemikalije, bez obzira imaju li specifican nacin toksi¢nog djelovanja, takoder imaju
osnovni toksi¢ni u¢inak (Wezel i Opperhuizen 1995). U koncentracijama u kojima se javlja
akutna toksicnost, toksi¢nost pojedinog lijeka uglavnom ¢e biti posljedica specificnog nacina
toksi¢nog djelovanja. Ra¢unanjem zbirnog koli¢nika (RQ) rizika, izradena je ekotoksikoloska
procjena rizika smjese spojeva iz bolni¢kih otpadnih voda u Svicarskoj koja se sastojala od
31-og farmaceutika (Escher i sur. 2011). U usporedbi koeficijenata rizika, dominirali su
amiodaron, ritonavir, klotrimazol i diklofenak. Na ovaj na¢in navedena analiza smjese spojeva
izdvaja prioritetne farmaceutike i postavlja temelje za daljnja istrazivanja lijekova (Escher i sur.
2011). Unutar ovog istrazivanja, izlaganje zebrica smjesi od 4 kardiovaskularna farmaceutika,
stopa mortaliteta iznosila je 100% pri koncentraciji od 4.0 i 40.0 pg/L. Za uzrok smrtnosti
zebrica U smjesi spojeva najvjerojatnije je zasluzan simvastatin S obzirom na isti trend
toksi¢nosti. Naime, izlaganje zebrica simvastatinu 96 hpf koncentracije 1.0 ug/L stopa
mortaliteta iznosila je 80%, dok je pri 10.0 pg/L iznosila 100%. lzuzev smrtnosti, stopa
abnormalnosti i izvaljivanja kao i ostali pokazatelji (duzina li¢inki, otkucaji srca, pokreti prsnim
perajama te oksidativni stres na stani¢noj razini) su pokazali znacajni ucinak istrazivanih

kardiovaskularnih lijekova.

S obzirom na sli¢nost genoma 1 fizioloSkih karakteristika s ljudima te na sve vecu

dostupnosti brojnih mutantnih i transgeni¢nih linija, zebrica je postala sve popularnijim
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zamjenskim modelom vi$ih kraljeZnjaka. Zebrice su naizgled jednostavni organizmi u odnosu
na sisavce, ali imaju kompleksniji genom koji sadrzi 2 kromosoma vise nego ljudi (Chrisman i
sur. 1990). Za razliku od sisavaca, u evoluciji riba kostunjaca doslo je do duplikacije genoma,
iako je samo mali broj dupliciranih gena ostao aktivan do danas (neki imaju nove funkcije, neki
se ne eksprimiraju u istim tkivima kao originalni geni, tzv. ortolozi) (Van de Peer i sur. 2002).
Mutacija u genima sisavaca moze uzrokovati smrtnost embrija, dok mutacija u genima zebrica
moze uzrokovati fenotipske promjene, ali ne i smrtnost zbog ¢ega je zanimljivo proucavati
funkcije gena u mutantnim sojevima zebrica. Prilikom izlaganja ribe Astyanax mexicanus
verapamilu, konzerviranost gena za ciljani protein CACNA1D iznosi 90.5%, dok prilikom
izlaganja ribe Danio rerio konzerviranost gena za ciljani protein CACNA1C i CACNA1G
iznosi 78.3%, odnosno 69.3%. Nadalje, podudarnost gena organizma Tetraodon nigroviridis
s ciljanim proteinima KCNH2 i SCN5A iznosi 85.5% prilikom izlaganja amiodaronu. Prilikom
izlaganja ribe Astyanax mexicanus simvastatinu, konzerviranost gena za ciljani protein
HMGCR iznosi 78.8%, dok prilikom izlaganja ribe Tetraodon nigroviridis ramiprilu,
konzerviranost gena za ciljani protein ACE iznosi 62.9%. Takoder, u pojedinim tipovima
istrazivanja (poput apsorpcije, izlu¢ivanja, i sl.) nije moguce precizno ekstrapolirati dobivene
rezultate na sisavce. Unato¢ tome, zebrica je trenutno jedan od najvaznijih i vodeéih
istrazivackih modela u biomedicinskim i toksikoloSkim istraZivanjima diljem svijeta, §to

svakako potvrduje eksponencijalan broj znanstvenih publikacija.

Procjena rizika oneciS¢enja vodenog okoliSa na zivi svijet koji U njemu Zivi slabo je
razvijena te je potrebno uvesti jos bioloskih pokazatelja koji bi razjasnili interakcije toksikanata
te posljedice njihove bioakumulacije u organizme. U okolisu Se ¢esto puta nalazi vise lijekova
koji mogu imati aditivne ili sinergisti¢ke uéinke koje nije jednostavno za pratiti. Svjedo¢imo
sve vecoj potrebi za to¢nom 1 kvalitetnom procjenom antropogenog utjecaja na okoliS. Danas
postoji veliki broj metoda za ekotoksikoloSke analize, no one katkada daju razlicite pa cak 1
kontradiktorne rezultate. Nepostojanje dobro razradenih standardiziranih smjernica za pristup
analizi oneciS¢enja okoliSa velik je problem u o¢uvanju okolisa kao i zdravlja ljudi. Upravo iz
tog razloga je vazno Koristiti sve veéi broj bioloskih analiza koji nam mogu s prihvatljivom
to¢noS¢u ukazati na razmjer 1 opasnost oneciS¢enja okoliSa. Test embriotoksi¢nosti na
zebricama pokazao se vrlo dobrim izborom za odredivanje toksi¢nosti kardiovaskularnih
lijekova. Ovakav pristup sigurno bi pomogao identificiranju onecisé¢enih podrucja te kvalitetnoj

procjeni opasnosti za okolis i ljude.
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7. ZAKLJUCAK

Tehnoloskim razvojem dolazi do nove vrste oneciS¢enja, tzv. onecis¢enje lijekovima koje
a zatim 1 na ljude. Farmaceutski aktivni spojevi se ispustaju putem otpadnih voda u okoli§ gdje
se bioakumuliraju u organizme koji su u kontaktu s vodom. Shodno tome, ovim istrazivanjem
procijenili smo i analizirali utjecaj kardiovaskularnih farmaceutika na embrije ribe zebrice

Danio rerio.

Tijekom prvih 96 sati razvoja, ribe zebrice su bile izlozene amiodaronu, ramiprilu,
simvastatinu i1 verapamilu koncentracija 0.1, 1.0, 10.0 pg/L te smjesi sva Cetiri spoja
koncentracija 0.4, 4.0, 40.0 ng/L, prilikom ¢ega su se pratili krajnji uinci: stopa mortaliteta i
abnormalnosti, duzina li¢inaka, stopa izvaljivanja, brzina otkucaja srca, spontani pokreti prsnim
perajama i oksidativni stres na stani¢noj razini. Od Cetiri ispitivana lijeka i smjese spojeva,
najvisu stopu smrtnosti i abnormalnosti uzrokovali su simvastatin i smjesa sva Cetiri spoja.
Najces¢e abnormalnosti ukljucivale su perikardijalni edem, skoliozu, edem Zumanjcane vrece
i krvarenje. Povecanjem koncentracije i vremenskog izlaganja lijeka smanjili su se otkucaji srca
na svim uzorcima. Smanjenje duzine li¢inki uoceno je na uzorcima ramiprila, simvastatina i
verapamila, dok je smanjenje pokreta prsnih peraja uoc¢eno na uzorku amiodarona. Oksidativni
stres povecao se na uzorcima simvastatina 1 verapamila s povec¢anjem koncentracije lijekova.
Osim §to je ovaj rad koristio okoliSno relevantne koncentracije proucavanih farmaceutika, za
razliku od drugih radova, istice i pojavu negativnih ucinaka istrazivanih kardiovaskularnih
lijekova na embrije riba. Potrebno je takoder uzeti u obzir da su navedeni spojevi stalno prisutni
u vodenom okoliSu te su im vodeni organizmi izloZeni u puno duljem vremenskom periodu za

razliku od ovog kratkotrajnog (96 h) istrazivanja koji prati samo embrionalni razvoj.

Test toksi¢nosti na embrijima zebrica (OECD 236, 2013) upotrijebljen je u svrhu
unaprjedivanja ve¢ postojecih bioloskih analiza te bolje procjene onecis¢enja vodenog okolisa
i kvalitetnije procjene ekotoksikoloskog rizika. Takoder, istaknuta je vaznost upotrebe embrija
zebrice kao modelnog organizma u znanstvenim istrazivanjima, koji u isto vrijeme, zadovoljava

3R nacela s naglaskom na eticke principe pri testiranju Zivotinja.
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