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1 Bevezetés

A xenobiotikum kifejezés olyan vegyi anyagok leirdsara szolgal, amelyek idegenek az
¢él6lények természetes €letétdl, kornyezeti él6helyiiktdl, és igy nem természetes anyagokat foglal
magaba, mint pl. a novényi Osszetevok, gyogyszerek, peszticidek, kozmetikumok, izesitok,
illatanyagok, élelmiszer-adalékanyagok, ipari vegyszerek ¢és kornyezetszennyezd anyagok. A
xenobiotikumokat a tudosok olyan vegyi anyagokként hatarozzak meg, amelyeknek egy adott
szervezet ki van téve, és amelyek az adott szervezet metabolizmusab6l nem szarmaznak.
Metabolizmus nélkiil sok xenobiotikum mérgez6 koncentraciot érne el a szervezetben. A legtobb
sejten beliilli metabolikus tevékenységhez energiara, kofaktorokra, valamint enzimekre van

sziikség (httpl.)

Az elmult évtizedekben az orvostudomany fejlédésével a gydgyszeripari termékek gyartasa
¢és fogyasztasa rohamosan nétt. Koriilbeliil 3000 vegyiiletet hasznalnak gyogyszerként, és az éves
termelési mennyiség meghaladja a tobb szaz tonnat (Grenni et al. 2018). Ugyanakkor ennek a
hatalmas mennyiségli gyogyszernek nagy része kiilonb6zd modokon visszakeril az
Okoszisztémaba, ott valtozasokat idézve eld. 2019-ig globalisan 771, az EU-ban pedig 591
gyogyszer hatéanyagot vagy metabolitot lehetett kdrnyezeti elemekbdl és ivovizbol detektalni

(http32, Dusi et al. 2019)

Figyelmet érdemel, hogy az elmult néhany évben a kdrnyezetanalitika fejlédési iranyanak
kozéppontjaban a szerves mikroszennyezOk kimutatdsa allt, melyek kozé tartoznak a

gyogyszerhatdbanyagok is (http2).

A Proceedings of the National Academy of Sciences folyoiratban megjelent tanulmany
messze az eddigi legnagyobb, 470 milli6 ember folyoszennyezésére gyakorolt hatasat mutatja be.
A kutatok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a gyogyszeripari szennyezés globalis veszélyt

jelent a kornyezetre és az emberi egészségre (Wilkinson et al. 2022).

fgy kulcsfontossagn a toxicitas killonbozd jeleinek minél korabbi felismerése, ezért is
valasztottam e témat dolgozatom targyaul. Diplomamunkamban a kornyezetben, kiilonos
tekintettel a hazai természetes vizekben eléforduld xenobiotikumokat, azon belil is
megkiilonboztetett figyelemmel a Madsz és munkatérsai altal 2019-ben felszini vizbdl (Balaton)

elészor kimutatott 6t gyogyszerhatdéanyag (atracurium, lacosamide, propafenone, trimetazidine



és trazodone?), in vitro dkotoxikolégiai vizsgalatat végeztem két trofitasi szinten. Ennek soran az
Aliivibrio fischeri (tovabbiakban AVF) baktériumtorzzsel, valamint a zebradanio (Danio rerio)
embrio toxicitasi ZETA (zebrafish embryio toxicity assay) teszttel dolgoztam. Ezekr6l a
vegyiiletekrél nem all rendelkezésre experimentalis 6kotoxikologiai adat, csupan a propafenone,
trazodone és trimetazidine esetében lehet mennyiségi szerkezet-aktivitasi 0sszefiiggés (QSAR)
modellel meghatarozott effektiv koncentracio értékeket talalnia a szakirodalomban (Sanderson
et.al. 2004)

Erre az 6t gydgyszerhatdanyagra tehat nem talalhaté mért 6kotoxicitasi értékeken alapuld
PNEC (Predicted no-effect concentration), azaz becsiilt okologiailag hatastalan koncentracid

érték. Ez egy vegyi anyag azon koncentracidjat jeloli, amely koncentracional és az alatt nem

crer

Els6ként AVF tesztszervezettel vizsgaltam a vegyiileteket dnmagukban. Ezt kovetden
ZETA tesztet alkalmaztam mind az 6t gyogyszerhatdoanyagnal, melyhez Danio rerio (zebradanio)

alternativ gerinces tesztszervezetet hasznaltam.

A dolgozatomban a vizsgalatba bevont gydgyszerhatdanyagokat jellemzem, bemutatom a
célszervezetre, valamint a tesztszervezetekre gyakorolt hatasat, illetve lehetséges dkotoxikologiai

kockazatukat, kornyezeti sorsukat.

1 A dolgozatban a gy6gyszerhatéanyagok neveit angol nemzetkozi szabadnévvel (INN-név, International
Nonproprietary Names for Pharmaceutical Substances) fogom feltiintetni azok globalis ismertsége és hasznalata
miatt.



2  Szakirodalmi attekintés
2.1. Gyogyszerek felhasznalasa, kornyezetbe jutasa

Napjainkban igen elterjedt a szintetikus vegyiiletek, ezen belill is a gyogyszer hatéanyagok
nagy mennyiségli felhasznéaldsa, melynek kovetkeztében becslések alapjan hazankban évente

koriilbeliil 600-800 tonna gyogyszerhulladék keletkezik (http3).

Murray és munkatarsai 2021-ben publikalt tanulmanyukban irjak, hogy az emberiség
vilagszerte 2182 milliard dozis gyogyszerhatdoanyagot hasznalt fel 2020-ban (IQVIA 2021).

A Recyclomed Kft. a gyogyszertarakban kihelyezett gyiijtdladak segitségével évi szinten
160-180 tonna gyégyszerhulladékot gyiijt be, melyeket veszélyes hulladék égetdkben
semmisitenek meg. Igy konnyen kiszamithato, hogy a visszavitelre keriilé gyogyszerhulladék a

teljes keletkezett mennyiség 25-30%-a lehet (http3).

A farmakologiailag aktiv gyogyszerhatéanyagok (pharmaceutically active compounds -
PhACs) teljes eltavolitasara sajnalatosan a jelenlegi technologiai fejlettség mellett az altalanos
szennyviztisztitasi eljardsok nem alkalmasak, igy jelentds résziik a kérnyezetbe jut. Kiimmerer
tanulmanyaban kifejti, hogy nincs olyan szennyvizkezelési technologia, amely minden vegyiilet
esetében jo hatasfokkal miikodhet, és nagy az energiafogyasztisa. igy hossza tavon jobb
biologiai lebomlasu gyogyszerhatdanyagok alkalmazasara lenne sziikség (Kiimmerer 2010).

A viztesteket, felszini és felszin alatti vizeket (adott esetben ivovizet is) egyarant elérd

gyogyszerészeti vegyliletek szamos kiilonb6zo forrasbol szarmaztak.

A gybgyszerek szennyezhetik a kornyezetet a gydgyszergyarakbol szarmazo kibocsatasokkal,
valamint a szennyvizzel, illetve nem megfelelé hulladékkezelés révén. Joakim Larsson
professzor, a Goteborgi Egyetemrdl azt taldlta, hogy a szennyvizben 1évd gyogyszerhatdoanyag
szintek akar meg is haladhatjak a gyogyszert szedok vérében talalt értékeket, mennyiségeket
(Larsson 2014).

A telepiilési szennyviz nagy mennyiségli gyogyszert tartalmaz az emberi salakanyagokbdl,
de a problémat fokozta - a kezelésiik szlikos ellendrzése miatt - a lejart vagy fel nem hasznalt
gyogyszerek nem megfelelé artalmatlanitasa is. Sui és munkatarsa tanulmanyukban kifejtik,
hogy lenyelés utan a gyogyszerek a vizelettel és a széklettel tiriilnek ki valtozatlan formaban vagy

metabolitként (Sui et al.2015). Ezt erGsitik meg Zainab és munkatarsai is, mely szerint a



gyogyszerek mind a szennyviztisztitd telepekre befolyd nyers-, mind az onnan elfolyo tisztitott
szennyvizben jelen vannak, de megtaldlhatok a felszini viztestekben is, beleértve az édesvizi
Okoszisztémakat ¢és a tengeri kornyezetet, valamint a felszin alatti vizekben a feltdltodési

koriilmények kozott keletkezé csurgalékvizek miatt (Zainab et al. 2020).

A kornyezeti elemekben megjelend gydgyszer hatdanyagok tovabbi jelentds forrasa a
mezégazdasagi és allattenyésztési hulladék. Kiilondsen az utobbi, mivel az intenziv allattartast
végzd nagygazdasagokban az allatokat gyakran gyogyszertartalmu takarmany-kiegészitdvel
etetik, az iriiléket pedig a mezdgazdasagban talajjavitoként hasznositjak, melyekbdl kimosddas

utjan bejuthatnak a talajvizbe (Ortizar et al. 2022)

De igen jelentés kornyezeti terhelést jelent a fel nem hasznalt, valamint a lejart
szavatossagi id6ével rendelkezd6 gydgyszerek kidobasa, melyek a kornyezetben
akkumulaloédnak, valamint kijutnak a hazai édesvizekbe is. Tobb tanulmany is rendelkezésre all
arrol, hogy a lejart gyogyszereket sokan egyszertien lehuzzak a WC-n (Kiimmerer 2010). Ruhoy
és Daughton 2007-es becslése alapjan az Amerikai Egyesiilt Allamokban évente 19,7 tonna
PhAC jut a kozcsatornakba azaltal, hogy a hozzatartozok az elhunyt rokonaik mar nem

hasznalandé gyogyszereitdl igy szabadulnak meg.

Mivel gyogyszerhatdanyagok szdmtalan helyen el6fordulnak, valamint folyamatosan jelen
vannak a kornyezetben, igy pszeudo-perzisztens szennyezOknek nevezhetjiik oket. Tobb vegyiilet
genotoxikus, citotoxikus, illetve az endokrin diszruptorok hatassal lehetnek a hormonrendszerre,
hormonhéztartasra is. Azonban atfogo okotoxikologiai tanulmany minden
gyogyszerhatoanyaghoz nem all rendelkezésiinkre (Kiimmerer et al. 2010). A nem
célszervezetekre gyakorolt hatasaik veszélyt jelenthetnek éldlényekre, akar kihathatnak egész

populaciokra is (http5).

A Kkornyezetbe nagy mennyiségben keriilnek ki természetes, valamint kiilonbozo
rekreacios emberi tevékenységbél eredd, vagy ahhoz kapcsolodd szennyez6 anyagok, melyek

korébe tartoznak a gyogyszerhatdbanyagok is (Ortuzar et al. 2022).

fgy pl. a fiirdézés, egyéb vizhez kapcsolddd szabadidés tevékenységek, valamint az egyre
novekedd turizmus soran a megnovekedett PhAC-k és testapolasi termékek miatti nagy
mennyiségli makrotapanyag (nitrogén, foszfor) bevitel is potencidlisan negativ hatassal lehet a

felszini vizek mindségére (Gonzalez-Alonso et al., 2017; Mandaric et al., 2017)



Bar az antropogén tevékenységek miatt a PNAC-K a vizi kdrnyezetet fokozott nyomas ala
helyezik, fontos megjegyezni, hogy altalanossagban gydgyszerhatdbanyagok nagyon alacsony
koncentracioban (ng/L-t6] ug/L-ig) talalhatok a kornyezetben. Ennek ellenére azonban a PhAC-k
a bioldgiai felhalmozodasuk, valamint a hosszu tava hatasaik miatt valodi veszélyt jelentenek a

vizi 6koszisztémak egészére (Gheorghe et al. 2016).

2.2. Gyégyszerhat6anyagok kornyezeti el6fordulisa, 6kotoxikolégiai vizsgalata

A gyogyszerészetileg aktiv vegyliletek (PhAC) elsé kimutatasa vizi 6koszisztémakban ¢€s

ivovizben az 1980-as évekre datalhato (Staszny et al. 2021).

A felszini vizek egyre inkébb szennyezettek gyogyszerészetileg aktiv vegyiiletekkel, amely
a hidnyos folyoparti szlirés miatt potencidlis kockazati tényezé az ivoviz mindségére nézve
(Kondor et al. 2020) Mivel a fold vizkészleteinek nagysaga allandonak tekinthetd, és mivel a
mikroszennyezok csak nehezen lebomld vegyiiletek, és folyamatos novekedést mutat a veliik
torténd szennyezés, igy kijelenthetd, hogy a mikroszennyezék koncentracidja a jovoben

novekedni fog (http6).

A PhAC-k egyre gyakrabban detektalhatok felszini-, felszinalatti vizekb6l, nyers- és

rrrrrr

Wilkinson és munkatarsai 104 orszag 1052 kiilonb6z6 helyérdl vettek mintat, melyeket 61
hatoanyagra elemeztek. A gydgyszerhatoanyagok a vizsgalt 258 folyo tobb mint egynegyedében
az ¢éldvilagot veszélyeztetd koncentraciot értek el. A mintavételi helyek 25,7%-an legalabb egy
hatéanyag koncentracidja nagyobb volt, mint a vizi élélények szamara biztonsagosnak tartott

koncentraciok (Wilkinson et al. 2022).

Kondor és munkatarsai a 2020-as tanulmanyukban a Duna egy erdsen urbanizalt szakaszan
a folyopart sziirési hatékonysagat vizsgaltak, és Osszesen 52 PhAC hatéanyagot detektaltak,
melyek koziil 32 hatéanyag volt jelen az ivovizben. Megallapitottdk tovabba, hogy a sziirés
hatékonysaga nem befolyasolta a gyogyszer koncentraciot. A gyakori PhAC-ok koncentracioja
véletlenszeriien fordul el6 a miikodé kutakban (Kondor et al 2020).

Gurke és munkatarsai szerint probléma lehet, hogy a szennyviztisztito telepeket alacsony és
valtozd eliminacios hatékonysag jellemzi. Tovabba megjegyzik, hogy példaul az

antiepileptikumként alkalmazott lamotrigine gyogyszerhatdanyag nem eliminalodik, hanem



koncentralodik a vizsgalt szennyviztisztitoban, ezért koncentracidja a kidramlasaban
megndvekedett értéket mutat (Gurke et. al 2015) Ugyancsak a szennyviztisztitd telepek
hatékonysaganak hianyossagaira mutat ra egy 2017-es tanulmany is, mely szerint a tramadol
nevii analgetikum egyes eurdpai orszagok felszini vizeiben is kimutathato, példaul Esztorszagban
¢és Finnorszagban, ¢és a legmagasabb tramadol koncentraciot (256 ng/L) a folyovizben mérték
(UNESCO & HELCOM, 2017). Németorszagban a felszini vizekben talalt tramadol
koncentracidja bLOQ?-t61 381 ng/L -ig terjedt (Rua-Gomez and Puttmann, 2012). Ezeket a
szennyezettségi szinteket feltehetden a tartdos szennyezddések és a szennyviztisztitd telepek
alacsony eltavolitasi aranya valtotta ki, ami példaul a tramadol esetében korilbeliil 3%

(UNESCO & HELCOM, 2017).

Mivel vilagszerte egyre gyakrabban mutatnak ki gyogyszerészetileg aktiv hatdoanyagokat a
nyers és tisztitott szennyvizben, felszini vizekben és ivovizben, és ezen gyogyszerhatdoanyagok
mar alacsony koncentracidoban is karos hatasokat okozhatnak az Okoszisztémaban, e hatasok
értékeléséhez Okotoxicitasi tesztek elvégzése sziikséges. Az Okotoxicitasi adatok azonban sok

PhAC-ra szlikosek, és ha rendelkezésre is allnak, az irodalomban szétszorva talalhatok.

crer

adatok elengedhetetlenek a kornyezeti kockazataik méréséhez, becsléséhez. Dos Santos és
munkatarsai 2021-es 6sszefoglald tanulmanya alapjan nyers- és tisztitott szennyvizben, illetve a
felszini vizekben a fajdalomcsillapité és gyulladascsokkentd hatéanyagok, mig ivovizben a
gombaellenes vegyiilet és hormonok mutathatok ki a legnagyobb koncentracioban. A vizekb6l
detektalhaté vegyiiletek Okotoxikoldgiai adatai segitségével kornyezeti kockéazatbecslést is
végeztek. Ez alapjan a diclofenac, naproxene, erythromycin, roxythromicin és 17p-estradiol
magas kornyezeti kockéazatot jelentett. Ez ramutat arra, hogy ezek a gyogyszerek karos hatasokat
okozhatnak az Okoszisztémara, és megerdsiti, hogy a fejlett technoldgidk segitségével el kell

tavolitani 6ket (Dos Santos et al. 2021).

Az egyik 2014-ben publikalt tanulmanyban Bean és munkatarsai (York-i Egyetem)
kimutattak, hogy a szelektiv szerotonin visszavétel (SSRI) csoportba tartoz6 antidepresszans,
fluoxetine nevii hatéanyag (mely nem az egyetlen, kdrnyezetben jelen 1év6 antidepresszans) arra

késztette a seregélyeket, hogy ritkabban taplalkozzanak a szamukra kulcsfontossagu napkelte és

2 below limit of quantification — a kimutathatosagi hatar alatti koncentracio



napnyugta taplalkozasi idében. Tovabba feltételezték, hogy a gyogyszerek kiilonbozd keverékei
potencialisan erésebb biologiai hatast gyakorolhatnak, mint kiilon-kiilon (Bean et al. 2014)

Az emberi fehérjéket célzd gyogyszerek, valamint gydgyszerhatéanyagok 88%-a nem
rendelkezik teljes korti atfogd kornyezeti toxicitasi adatokkal. A jelen gyogyszerek, valamint
gyogyszerhatoanyagok a kornyezetben egyre nagyobb globalis aggodalomra adnak okot, és bar
Europdban és az USA-ban 0j gyogyszerek jovahagydsdhoz kornyezeti kockazatértékelés
sziikséges, a jelenlegi kivalté okok ¢és a hatasokon alapul6d értékelések megfeleldsége igencsak
megkérdojelezhetd. Gunnarson €s munkatarsai ravilagitottak, hogy azoknal a gyodgyszereknél,
amelyeknél a lehetséges aggodalomra okot ad6 hatdsokat (pl. populacids viselkedés) nem régzitik
a tesztek, tovabbi vizsgalatokra lehet sziikség a karos kornyezeti hatasok elkeriilése érdekében.
Ezért tovabbi Okotoxikoldgiai tesztek elvégzése javasolt. Azonban kutatdsuk szerint a
standardizalt végpontok alapjan a legtobb gyogyszerrdl azt josoltak, hogy alacsony kornyezeti
kockazatot jelentenek (Gunnarson et al. 2019).

A felszin alatti vizek tekintetében komoly minéségi kihivasokkal kell szembenézni mind a
hagyomanyos szennyezdanyagok, mind az 1j, aggodalomra okot add szennyezdanyagok
(Contaminants of Emerging Concern - CECs), példaul a PhAC-k, vagy éppen a testapolasi
termékek (Personal Care Products - PCPs) és a peszticidek miatt is. Jelentés tudashiany van a
CEC-k felszin alatti vizekben vald el6fordulasaval kapcsolatban, kiilondsen Afrikaban. K’oreje
¢s munkatarsai 2022-ben megjelent tanulmanya egyediilallo adatokat mutat be tizennégy PhAC,
ot PCP ¢és kilenc peszticid koncentraciojarél a kenyai Nzoia folyd medencéjében talalhato
talajvizkutakban. Azt talaltak, hogy 28 CEC volt kimutathat6 kenyai felszin alatti vizekben,
melyek kozill a parabének koncentracidja elérte a 10 pg/L-t is. Azt talaltak tovabba, hogy a
paracetamol, az antibiotikumok és az antiviralis szerek sokkal nagyobb aranyban vannak jelen,

mint a peszticidek (K'oreje et al. 2022).

A svéd Umea Egyetem szakemberei Tomas Brodin vezetésével az oxazepam hatasait
kutattdk természetes ¢€lovizekben. A Svédorszag legstirlibben lakott részén athaladd Fyris
fluviatilis) hatszor nagyobb koncentracidban halmozza fel izmaiban a szert, mint amekkora
mennyiséget a folyovizben mértek. A siigér alaptermészetét tekintve félénk allat, mely

nagymértékben Kkotddik az ismerds, szamara megszokott kornyezethez. A kisérlet soran az
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oxazepam hatoanyagi nyugtatoval kezelt hal viselkedését tekintve "felbatorodott", elindult a
szamara ismeretlen kornyezet felfedezésére. Mikozben a nem kezelt, a kisérlet soran kontrollként
hasznalt stigér sajat fajtarsaival "baratkozott", ezzel szemben a gyogyszerrel kezelt elfordult
tolik. Taplalkozasa is megvaltozott, falankabban kezdte el felfalni az akvariumban jelenlévo
planktonokat. Ha bebizonyosodik, hogy ezen benzodiazepin hatéanyagot tartalmazé szernek a
laboratoriumi kisérletben megfigyeltekhez hasonld hatdsa van természetes koriilmények kozott is,
akkor az megvaltoztathatja az Okoszisztémat, igy pl. a fiatal stigér tobb algaval taplalkozo

planktont fogyaszt el, az az alga elszaporodasahoz, viragzasahoz vezethet (http7).

Az okotoxikologiai vizsgalatokban alkalmazott tesztszervezetek koziil az Aliivibrio fischeri
¢és a zebrahal (Danio rerio) az adottsagaik, tulajdonsagaik alapjan megfeleld tesztszervezetek a

hatdéanyagok vizsgalatahoz.

Az Aliivibrio fischeri altal a lumineszcencia gatlasa 30 perc elteltével, fotométerrel
(luminométerrel) mérhetd. A mért fényintenzitas csokkenés kdzvetlen korrelaciot mutat a minta
toxicitdsanak mértékével, a kontroll mintdhoz képest. Ennek az ugynevezett bioszenzor
tesztszervezetnek a haszndlata gyors, érzékeny, megbizhatd, konnyen reprodukalhatd tehat
megismételhetd, valamint felhasznalobarat (http9). Osszességében a lumineszcens AVF
baktériumok alkalmazéasa hasznos eszkdznek bizonyul a toxicitds felmérésében, és nyomon

kovetésében.

A zebrahal (Danio rerio) egy kisméretii édesvizi hal, Dél-Azsidban éshonos halfaj, amely
az elmult évtizedekben a kiilonb6z6 kornyezeti kockazatbecslések tanulmanyozasanak
modelljeként szolgal. Tovabba a zebrahalat egyre gyakrabban hasznaljak modellként a gerincesek
fejlodésére gyakorolt, toxicitasi valamint genetikai hatasok tanulmanyozasara (Tremblay. 2010).

A zebrahalak kortilbeliil 1700 Mb DNS-sel rendelkeznek 25 kromoszéman. A zebrahal
genomot mostanra teljesen szekvenaltak, ami egy ujabb kulcsfontossagi elemet kinal a
tudosoknak a szervezet tanulmanyozasahoz (Clark et al. 2019). A zebrahal genomja koriilbeliil 1
595 582 000 bazispart és tobb mint 26 000 fehérjét kodold gént tartalmaz. Human fehérjét kodold
gének 70%-anak van ortoldgja a zebrahalban (Bradford et al. 2017)

A zebrahalat (Danio rerio) mar régota hasznaljak a kornyezeti toxicitas értékelésére, és a
vizi toxicitas vizsgalatdnak jovahagyott modellje. A zebrahal embrid kis mérete, kémiai ateresztd

képessége és optikai atlatszosaga miatt kis molekulak toxikologiai vizsgalatara is alkalmas.
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A ZETA (Zebrafish Embryo Toxicity Assay - zebradanio embrid toxikologiai teszt) a
zebradanio fejlédésének korai szakaszaira Osszpontosit, és a felndtt zebrahalak vizsgalatdhoz
képest humanusabb, 1d6- ¢és koltséghatékony modon kivitelezheté modellnek tekinthetd. Olcso
tenyésztése ¢és tartasa, gyors szaporodasa, egyedfejlodése miatt széles korben alkalmazzik a
zebradaniot laboratoriumokban (Van Wijk et al. 2016). A zebrahal embrié modell széles korben
elismert, mint a vegyi anyagok vizsgalatanak potencidlis 1) megkozelitési modszere, amely hidat
képezhet a sejt- €s fehérjealapu vizsgalatok €és az emldsokon végzett vizsgalatok kozott, ezaltal
egyfajta aranystandardként szolgdl a kiilonféle toxicitasvizsgalatok tesztszervezetként vald

hasznalatahoz (Achenbach et al. 2020).

2.3. A vizsgalatba vont gyégyszerhatéanyagok bemutatasa

Mint mar bevezetdmben jeleztem, kutatdsom motivaciojat, tovabba az Okotoxikologiai
méréseken vizsgalandd gyogyszerek kivalasztasanak alapjat a Maasz €s munkatarsai 2019-ben
megjelent tanulmanya adta.  Munkdjuk sordn a gyogyszerészetileg aktiv hatéanyagok
detektalasara 2017 juniusa valamint 2018 aprilisa kozott keriilt sor a Balatonon. Ebben a
nagyszabasu vizsgalatban részletesen elemzik a mintdkban el6forduld gyodgyszerhatéanyagokat.
A kutatok ebben az idGintervallumban Osszesen 134 gyogyszer hatdéanyagat vizsgaltak a Balaton
vizében. Ezzel a kutatassal atfogo képet szerettek volna kapni a Balatonban el6fordulé kiilonféle
szennyez6dések mértékérdl, tipusairdl. A felmérés soran 69 kiilonb6z6 molekulat azonositottak
be legalabb egy minta esetében, melyek koziil tizendt hatdéanyagot (atracurium, atropine,
bupivacaine, buspirone, cinolazepam, dibutylon, ethylmorphine, lacosamide, metoclopramid,
practolol, procyclidine, propafenone, tetracaine, trimetazidine, 3-Cl-ephedrine) elséként
mutattak ki felszini vizekben. Ezen vegyiiletek koziil kilenc anyag (félkovérrel kiemelve)
esetében, illetve tovabbi hat kimutatott anyag nem 4all rendelkezésre empirikus 6kotoxikologiai
adat (Maasz et al 2019).

Madsz ¢s munkatdrsainak eredményei azt mutatjak, hogy a vizsgalt vizrendszerekben a
szennyviztelepek lehetnek a PhAC szennyezés legfontosabb forrasai. Ugyanakkor azt is, hogy az
idészakosan megnovekedett kozvetlen PhAC-terhelésen keresztiil a turizmusnak jelentds
kimutathatd hatasa lehet a felszini vizek mindségére. A Balaton népszert turisztikai, ill.

fesztivalcélpont, igy a tobbnyire rekreacios célu anyagok (pl. koffein, nikotin és tiltott drogok)
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megnodvekedett szama és koncentracidja figyelheté meg, kiillondsen a nyari idészakban, és ott is a
partvonalnal. S6t, ugy tlinik, hogy PhAC koncentracidja kiillondsen a sekély tavakat veszélyezteti
a korlatozott pufferkapacitas (amit alacsony térfogatuk és a viszonylagos hosszi partvonaluk

okoz) miatt.

A detektalt PhAC-knak nem csak a térbeli, hanem az idébeli eloszlasa is nagyfoku
varianciat mutattak. A kimutatott gyogyszerek szama mintavételi periddusonként 43 és 55 kozott
ingadozott (48,75 + 4,9). Az észlelt PhAC-ok atlagos szama helyenként szignifikans volt,
alacsonyabb 2018 aprilisdban, mint 2017 augusztusaban. Az alland6 és strti populédcioval
jellemezhetd helyeken a human gydgyaszatban hasznalt PhAC-ok (antiepileptikumok, ill.
kardiovaszkuléris gyogyszerek) uraltdk a mintdkat, mig a tomegturizmusnak kitett helyek
atlagosan alacsonyabbak, de valtozékonyabbak PhAC-szennyez6dés tekintetében. A rekreacios
anyagok (pl. koffein és tiltott kabitoszerek) néhany jelentés szezonalis kiugrd értékét jelezték
ezek a helyszinek, feltehetéen kozvetlen terhelésik (pl. vizelet) miatt a nyari turisztikai
idoszakban. Maasz és munkatarsai célul tizték ki az eltérések okanak feltarasa (Maasz et. al

2019).

A detektalt vegyiiletek koziil 15 esetében nem 4all rendelkezésre kisérletes 6kotoxikologiai
adat, melyek kozil 11 tartozik a felszini vizekbdl el0szor detektaltak koz¢. Kutatomunkank soran
az eloszor detektalt és ismeretlen Okotoxicitasti vegyliletek koziil egyeldre 0t vegyiiletet
szereztiink be, melyekkel kisérleteimet végeztem. Munkankat az atracurium-mal, lacosamide-
dal, propafenon-nal és trimetazidine-nel végeztiik, illetve a vizsgalatba vontuk a szintén
ismeretlen Okotoxicitasi trazodone antidepresszanst is. A kovetkezé fejezetekben ezen

vegylileteket fogom bemutatni.

A tanulmanyban Madasz és munkatarsai tablazatos formaban 0sszegezik a 2017 jiniusa és
2018 aprilisa kozotti idészakban a mintahelyeken észlelt PhAC-okat. Az eléforduléasi oszlopok a
felmérésenkénti eléfordulasi gyakorisdgot mutatjak vegyliletenként 10 mintahelyen. A
vizsgélatom targyat képezd 6t gyogyszerhatdéanyagra vonatkozd adataikat ebbdl a kimutatdsbol

kivonatoltam az 1. tdblazatban.
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1. tablazat: Az altalam vizsgalt gyogyszerhatéanyagok Balatonban iqdetektalt koncentraciéi Maasz és
munkatarsai altal végzett felmérésben (Maasz et al. 2019

Atlagos

Elofordulasi
gyakorisag
[%0]

koncentracio
[ng/L]

Kémiai osztaly

PhAC-ok jon., aug., nov., 4pr.  jun.,aug., NOV., 4pr.  jin.,aug.,nov.,4pr.  jun., aug., NOV., apr
Atracurium - - 03 - 0 0 10 0 - - 03 - - 03 - 0,10
(Egyéb)
Lacosamide - - 93 - 0 0 10 0 - - 93 - - - 93 - 0,50
(antiepileptikum)
Trazodone o1 04 04 - 10 20 10 0O 01 0104 - 01 07 04 - 005
(antidepresszans)
Propafenone
.o oo 86 341 233 137 30 40 40 20 08 07 06 54 1821163 869 220 05
szeri gyogyszer)
Trimetazidine
(sziv- és érrend- [ - - 1222 0 O o 10 - - -1222 - - - 1222 200
szeri gyogyszer)

Az altalam vizsgalt gyogyszerhatéanyagok fizikai tulajdonsagaikat, szerkezeti

képleteiket, elnevezéseiket az 2. tdblazatban 6sszegzem.

2. tablazat: a vizsgalt gyogyszerhatéanyagok neve, CAS sziama, IUPAC neve, altalinos fizikai

tulajdonsagaik, vizoldékonysaguk és szerkezeti képletiik.

Hatbéanyag Fizikai Oldékonysag Forrasok
neve CAS IUPAC név tulajdonsag vizben
Atracurium 64228- benzenesulfonate;5-[3-[1-[(3,4- szagtalan, fehér | 27 mg/ml http33, htp34,
besylate 81-5 dimethoxyphenyl)methyl]-6,7- kristalyos por http 35 http50,

dimethoxy-2-methyl-3,4-dihydro-
1H-isoquinolin-2-ium-2-
yl]propanoyloxy]pentyl 3-[1-[(3,4-
dimethoxyphenyl)methyl]-6,7-
dimethoxy-2-methyl-3,4-dihydro-
1H-isoquinolin-2-ium-2-
yl]propanoate

http51
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Lacosamide 175481-
36-4
Trazodone 25332-
39-2
Propafenone 54063-
53-5
Trimetazidine 13171-
25-0

Atracurium besylate

Lacosamide

Trazodone

Trimetazidine

Propafenone

(2R)-N-benzyl-2-acetamido-3-
methoxypropanamide

fehér, vagy
enyhény sargas
szinll por
2-[3-[4-(3-Chlorophenyl)-1-
piperazinyl]propyl]-1,2,4-

fehéres por

triazolo[4,3-a]pyridin-3(2H)-one
hydrochloride
1-{2-[2-Hydroxy-3-
(propylamino)propoxy]phenyl}-3-
phenylpropan-1-one

tortfehér szinl

por
1-(2,3,4-trimybenzyl)piperazine

fehéres por

| |

0 Lo}

? \\/\I( e V% ~ (IJ
Q

o
A SN
! O o o 0 [
aéo 050
1N
SRS
o~ ©
|
Cl
- - I/\N/©
N_N_ N N
\Ir T \)
o]
H
[N] 2 HCI
N
H,CO OCHj
OCH,3
OH H
= HCI
Q

0,465 mg/ml http4, http36

0,29 mg/ml http37, http38.

http8.

http39,
http41

vizben http40,
oldhatatlan,
3mg/mL

DMSO-ban
http43,

67 mg/ml http42,

http44
http45

htp46

httpa7

http48

http49
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e Atracurium besylate

Az atracurium besylate egy neuromuszkularis blokkol6 gyogyszer, vagy vazizom-relaxans
a nem depolarizdld neuromuszkularis blokkold szerek kategoridjaban, kiegészitésképpen
biztositasara alkalmazzak miitét, vagy gépi lélegeztetés soran. Az atracuriumot a kozepes

id6tartami, nem depolarizalé neuromuszkularis blokkol6 szerek kozé soroljak (httpll).

Ez a vegyiilet a benzil-ikinolinok néven ismert szerves gyogyszerhatdanyagok osztalyaba
tartozik. Ezek a szerves izokinolint tartalmazo szerves vegyliletek, amelyekhez benzilcsoport
kapcsolodik (http12).

Az atracurium egy rovid hatastartam®, neuromuszkularis blokkolo, amely altalanos
érzéstelenités vagy intubacid alatt végzett gépi 1¢legeztetés soran az izmok ellazitasara szolgal

(http13).

Felezési ideje emberekben 20 perc. Biohasznosulasa intravénasan alkalmazva 100 %.
Metabolizmusa Hoffmanm eliminacié (retro Michael-addicio) és észterhidrolizis specifikus
észterazokkal. Hatdsmechanizmusat tekintve antagonizalja az acetilkolin neurotranszmitter
hatasat azaltal, hogy kompetitiv médon koétédik a motoros véglemez kolinerg receptor helyeihez.
Ezt az antagonizmust gatoljadk és a neuromuszkularis blokkot visszaforditjdk az acetilkolin-

észteraz inhibitorok, példaul a neosztigmin, az edrofonium és a piridosztigmin (http14).

Human felhasznalas soran a toxicitasat tekintve a tulzott dozisok varhatéan fokozott
farmakologiai hatasokat valtanak, vagy valthatnak ki. A szer tuladagolasa novelheti a hisztamin
felszabadulasanak ¢és a kardiovaszkulédris hatdsoknak, kiilondsen a hipotenzionak, azaz az

alacsony vérnyomas kialakulasanak a kockazatat (httpl5).

A nem I¢legeztetett him és ndstény albind egerekben és a him Wistar patkdnyokban
meghatarozott intravénas LDso értéke 1,9, 2,01 és 1,31 mg/kg volt. A halélesetek 2 percen beliil
kovetkeztek be, és légzésbénulast okoztak. A szubkutan LDsp nem Iélegeztetett him Wistar
patkanyokban meghatarozott remegés, szemhéjcsiingés, reflexek elvesztése ¢és légzési
elégtelenség eldzte meg a halalt, amely 45-120 perccel az injekcid beadasa utan kovetkezett be

(http16).
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e Lacosamide

A felndttkori epilepszia kezelésére alkalmazott hatéanyag. Hatdsmechanizmusarol
feltételezik, hogy a natriumcsatornak gatlasa révén felelds a fajdalomesillapitasért. A lacosamide
inkabb a depolarizalt neuronok gatlasara alkalmas, mint a normal nyugalmi potenciallal
rendelkez6 neuronok gatlasara. A fajdalomreceptorok tulingerlése az idegi membran
depolarizaciojahoz kapcsolodik. A lacosamide a kollapszin valasz mediator protein-2-hez
(CRMP-2) kotodik, egy foszfoproteinhez, amely els6sorban az idegrendszerben expresszalodik,
tovabba részt vesz a neuronok differencidlodasaban, és az axonok nodvekedésének
szabalyozasaban. Azonban a CRMP-2 k&tddés szerepe az epilepszids rohamszabélyozdsban nem

tisztazott (httpl7).

Az EMA (European Medicines Agency) jelentése szerint jelentds a kornyezeti
expozicid, ¢s a lacosamide hatdéanyag valdsziniileg nem jelent kockazatot a szarazfoldi és vizi

kornyezetre (httpl8).

Abszorpciodjat tekintve a lacosamide-nak elhanyagolhatdo a first pass hatasa, koriilbeliil
100%-0s a biohasznosulasa. Maximalis plazmakoncentracidja koriilbelil 1-4 oraval az oralis
beadas utdn kovetkezik be, farmakokinetikdja dozisardnyos. A taplalék nem befolydsolja a
felszivodast. Anyagesere utvonalat tekintve a lacosamide a CYP2C19 szubsztratja. Mas CYP
izoformak vagy nem-CYP enzimek relativ hozzajarulasa a lacosamide metabolizmusahoz nem
ismert. A metabolizmus soran elsddlegesen kivalasztott anyagok a lacosamide eredeti formaban
(a dozis kb. 40%-a), O-dezmetil-metabolitja (koriilbeliil 30%) és szerkezetileg ismeretlen polaris
frakcié (~20%). A f6 emberi metabolit, az O-dezmetil- lacosamide, melynek nincs ismert

farmakologiai hatasa (http19).

A lacosamide gyakran jelentett mellékhatasai: homalyos latas, diplopia, szédiilés, faradtsag,
fejfajas, hanyinger, nystagmus zavar, remegés, hanyas és ataxia. Egyéb mellékhatasok:

rendellenes jaras, gyengeség, memoriazavar €s szédiilés (http20).

Az oralisan beadott, a letalis d6zis (LDsp) értéke patkanyokban 253 mg/kg (http21).
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e Propafenone

A propafenone szivritmuszavarok kezelésére oralisan, azaz szajon at alkalmazando
antiaritmias szer, amelyet tobb évtizede széles korben alkalmaznak. A hosszu tava propafenone-
terapia szérum-aminotranszferaz-emelkedéssel hozhato Osszefiiggésbe, és ritka esetben okozhat
kolesztikus majgyulladast. A propafenone egy aromas keton, amely 3-(propil-amino)-propan-1,2-
diol, amelyben az elsédleges hidroxicsoport hidrogénje 2-(3-fenil-propanoil)-fenil-csoporttal van
helyettesitve. Ez egy 1C osztadlyu antiaritmias gyogyszer, helyi érzéstelenité hatassal, és
hidroklorid soként hasznaljak szupraventrikularis ¢és kamrai aritmidk kezelésében.

Szivritmuszavar elleni gyogyszerként is szerepet jatszik (http22).

Hatasmechanizmusat tekintve a propafenone elektrofiziologiai hatasa a monofazisos akcios
potencial felfutasi sebességének (0. fazis) csokkentésében nyilvanul meg. A Purkinje rostokban,
¢és kisebb mértékben a szivizom rostjaiban a propafenone csokkenti a gyors natriumionok altal

szallitott befelé aramot, amely a gyogyszerek antiaritmias hatasaért felelds (http23).

Szajon at torténd alkalmazast kovetden szinte teljesen felszivodik (90%). A szisztémas
biohasznosulas 5-50% a jelent6s first-pass metabolizmus miatt. Fehérjekotés 97%. Elsésorban a
majban metabolizalddik, ahol gyorsan és nagymértékben két aktiv metabolittd degradalodik, az 5-
hidroxi-propafenone-na és az N-depropil-propafenone-na. Azonnali hatéanyag-leadasu tablettak
beadasat kovetden a propafenone metabolitjainak koriilbeliil 50%-a iiriil a vizelettel. Féléletideje
2-10 ora (http24).

Toxicitasat tekintve a propafenone taladagolas tiinetei (altalaban az els6 3 Ooraban a
legsulyosabbak) lehetnek gorcsrohamok (ritkén), szivritmuszavarok, alacsony vérnyomas ¢€s

almossag (http24).
e Trazodone

Felndtteknél stlyos depresszids zavar esetén alkalmazott ordlis, azaz szajon at
alkalmazand6 antidepresszans hatéanyag. A trazodone hatismechanizmusa nem teljesen ismert.
Azonban az tudott, hogy gatolja a szerotonin ujrafelvételét, és blokkolja mind a hisztamin, mind
az alfa-1-adrenerg receptorokat. Szamos jelentés kimutatta, hogy mas mechanizmusokra vald
hatasok is eléfordulhatnak, beleértve a szerotonin 5-HTla, 5-HTlc és 5-HT2 receptor

altipusainak antagonizmusat. A trazodone legerGsebb antagonizmusa a szerotonin 5-HT21c
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receptorokon jelentkezik, ami nem zarja ki a szerotonin felvételét. A trazodone antidepresszans
hatasa a receptorkotddés gatlasabol fakad, ami lecsokkentené a keringd neurotranszmitterek

mennyiségét, ezaltal depressziot okozva (http25).

FDA az USA-ban 1981-ben engedélyezte elészér human felhasznalasra, ott 2020-ban a 21.
leggyakrabban felirt gyogyszer volt, tobb mint 26 millio recepttel (http26). Magyarorszagon is
forgalomban van vénykoételes gyogyszerként Trittico AC markanéven 75 mg, valamint 150 mg

hatéanyag-tartalommal rendelkez6 tabletta formajaban (http27).

A trazodone leggyakrabban fellépé mellékhatasai k6z¢é tartozik a fejfajas, a faradtsag, a
szédiilés, és az almossag. Tovabbi kockdzatok kozé tartoznak az antikolinerg hatasok
(sz4jszarazsag), az ortosztatikus hipotenzid, a QT-szakasz® megnyuldsa, a merevedési zavar és az
ongyilkossagi gondolatok szamanak novekedése. A trazodone maj- és vese-metabolizmusa miatt
fokozott elévigyazatossag sziikséges a sulyos majkarosodasban és sulyos vesekarosodasban

szenvedo betegeknél (Haria et al. 1994).

gy

A trazodone gyorsan felszivodik, a plazma-csucskoncentraciojat 0,5-2 6ra mulva éri el.
Biohasznosulasa 65%. Nagymértékben metabolizalodik és foként a vesén keresztiil valasztodik
ki, felezési ideje 13 ora. A trazodone elsésorban a CYP3A4 és CYP2D6 utakon metabolizalodik
a majon keresztiil. Erésen (85-95%) fehérjéhez kotdik (Jarema et al. 2011).

A szajon at beadott hatdanyag letalis dozisanak (LDso) értéke patkanyokban 690 mg/Kkg,

crer

elpusztult (http28).

Egy 2022-ben publikalt tanulmany szerint a trazodone egyszeri adagja csokkentette a
stressz jeleit a kutyaknal az allatgyogyaszatban, az allatorvosi latogatasok soran. Hasznos lehet
szorongascsokkentd gyogyszerként a szorongasban érintett kutydk szdméara, ami jobb mindségii
klinikai vizsgalatokat, és az allatok jolétének javulasat eredményezheti (Kim SA et.al 2022)
Jelenleg nincs trazodone tartalmu allatgyogyaszati készitmény, azonban a human készitmények

off-label hasznalata kapcsan a jovében ebbdl a forrasbol is varhato trazodone-terhelés.

3 Szivkamra izomzat depolarizacidjanak és repolariozaciéjanak egyiittes id6tartama.
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Ez a gybégyszerhatdbanyag kiilondosen mérgezé a vizi szervezetekre. Ezt az anyagot és
tartalyat veszélyes hulladékként kell artalmatlanitani, tovabba Keriilni kell a kornyezetbe valod

kibocsatast (http29).

A trazodone-t kornyezeti mintakban els6ként Giebuttowicz és Nal¢cz-Jawecki vizsgalta
2014-ben (Giebuttowicz & Nate¢cz-Jawecki et al. 2014).

e Trimetazidine

A sziv- és érrendszerre hato trimetazidine egy piperazin-szarmazék. A stabil angina
pectoris tiineti kezelésében kiegészitd terapiaként javasolt alkalmazni olyan betegeknél, akik nem
megfeleléen kontrollaljak az elsé vonalbeli terapidkat, vagy nem toleraljak azokat. A betegeket
tajékoztatni kell a csokkent vese- vagy majfunkciéval, az extrapiramidalis tiinetek
sulyosbodasaval vagy egyéb mozgéiszavarokkal, valamint az elesés kockazataval kapcsolatban

(Masmoudi et al. 2012).

A trimetazidine hatasmechanizmusa nem teljesen ismert. A trimetazidine gatolhatja a
mitokondrialis 3-ketoacil koenzim A tiolazt, csokkentve a hosszi szénlancu zsirsavak [-
oxidacidjat, de nem a glikolizist a szivizomban. A csokkent hossz szénlanct zsirsav B-oxidaciot
a fokozott gliikdz-felhaszndlds kompenzalja, ami megakadéalyozza a szivizom pH-janak
csOkkenését és a kontraktilitds tovabbi csokkenését. Egy masik tanulmany azonban azt sugallja,
hogy a 3-ketoacil-koenzim A tioldz nem feltétleniil a trimetazidine célpontja, és ez a
mechanizmus hibas lehet. Fehérjekotését tekintve a trimetazidine 15%-ban kotédik a
plazmafehérjékhez. 79-84%-a eliminalddik a vizelettel, 60%-a valtozatlan kiinduldsi anyagként.
Felezési ideje egészséges alanyokban 7,81 ora. Az oralis LDso patkdnyokban 1700 mg/kg,
egerekben 1550 mg/kg. A szubkutan LDsp patkanyokban 1500 mg/kg, egerekben 410 mg/kg
(http30)

A kimutatott vegyiilet nagy szama (54) ellenére a citalopram, a propranolol, a codeine és a
trimetazidine koncentraciojuk alapjan csak a haltest és a pikkely alakjat befolyasolja
szignifikansan. Ez a négy PhAC magas (citalopram), kozepes (propranolol és kodein) és alacsony
(trimetazidine) kockazati szintet mutatott a kornyezeti kockazatértékelés soran, amely a kockazati

hanyados szamitason alapul (Staszny et al. 2021).

Kot Wasik és munkatarsainak 2016-0S mérési adatai alapjan nyers szennyvizben 826,7

ng/L koncentraciodig volt trimetazidine kimutathato (Kot-Wasik et. al 2016).
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A trimetazidine hatéanyag természetes felszini vizekbdl vald elsd detektalasat Madsz ¢és
munkatéarsai érték el. Atlagos koncentraciét tekintve Aprilisban 122,2 ng/L értéket mértek (L. 1.
tablazat) (Maasz et al. 2019).

Ez a fentebb felsorolt 6t hatdanyag gydgyszerészetileg aktiv vegyiiletnek mindsiil (PhAC).
Az 6t hatéanyagra vonatkozoan mindeziddig nincsen széleskorii dkotoxikologiai informacio,
illetve kisérletes okotoxicitasi hatasos koncentracio érték. Mindossze a trazodone, trimetazidine
és propafenone esetében lehet mennyiségi szerkezet-aktivitasi Osszefiiggés alapjan meghatarozott
értékeket taldlni az ECOSAR adatbazisban. Sanderson és munkatarsai tiizcselle (Pimephales
promelas) modellszervezeten a QSAR (modellezett) modszertannal vizsgaltak az utdbbi harom

hatéanyagot.

Az ECso-es érték QSAR (quantitative structure-activity relationship — kvantitativ szerkezet-
hatas Osszefiiggés) modell alapjan a trazodone-nal 0,009 mg/L, trimetazidine-nal 552 mg/L, és a
propafenone esetén 12 mg/L tlizcsellére vonatkozdan, mig 0,25, 6,5 és 1 mg/L algara, ill. 0,125,

34 és 1,1 mg/L Daphnidara nézve (Sanderson et al. 2004).
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3  Anyag és modszer

Diplomamunkamban eddig részletesen jellemeztem a gyodgyszerhatdanyagokat,
vegyiileteket, bemutattam hatasmechanizmusukat, leggyakoribb felhasznalasukat, mellékhatas-
profiljukat, kornyezeti bioakkumulaciojukat, nem célszervezetre gyakorolt hatasaikat, jelen
fejezetben ratérek a laboratoriumban elvégzett kisérletek leirdsdra, majd bemutatom ezek

eredményeit.

Mindezidaig csak a propafenone, trazodone valamint a trimetazidine esetén hataroztak meg
akut toxicitasi ¢értékek a QSAR modellel (Sanderson et al. 2004). A vizsgalt

gyogyszerhatdbanyagokra nem talalhato kisérletes 6kotoxikologiai informacio.

A becsiilt hatasmentes koncentracio (PNEC — predicted no effect concentration) az anyag
azon koncentracioja barmely kornyezetben, amely alatt a karos hatasok nagy val6szintiséggel
nem lépnek fel hosszii vagy rovid tava expozicié soran. A PNEC értékek konzervativnak
mindsiilnek, és megjosoljak azt a koncentraciot, amelynél a vegyi anyagnak valosziniileg nincs
toxikus hatasa. A PNEC értékeket a rendelkezésre allo dkotoxikoldgiai adatok segitségével lehet

meghatarozni biztonsagi faktorok alkalmazasa mellett (http52).

Tovabbd a kornyezeti kockdzat értékelés soran az un. PEC (eldrejelzett kornyezeti
koncentraciohoz) hasonlitjak. Osszességében, ha a PEC/PNEC kisebb, mint 1, akkor a kockazat
elfogadhato. kornyezeti kockazatértékelés soran a PNEC -értékeket a tényleges vagy eldre jelzett
kornyezeti koncentracidohoz (PEC) hasonlitjdk 6ssze annak megallapitasa érdekében, hogy az

anyag kockazata elfogadhato-e vagy sem. Ha a PEC/PNEC <1, a kockazat elfogadhato (http31).

3.1. Gyégyszerhatéanyagok és torzsoldatok

A vizsgalatba bevont gydgyszerhatoanyagokat a Merck Kft-tdl szereztiik be a toxicitasi
kisérletek elvégzéséhez.

crer

99,9%), lacosamide (tisztasag: 99,9%), propafenone (tisztasag: 99,9%), trazodone (tisztasag:

neat) valamint a trimetazidine (tisztasag: 100 %) felhasznalasaval.

A torzsoldatok elkészitéséhez a propafenone hatdéanyagokat dimetil szulfoxidban (DMSO,
CAS 67-68-5, >99.99%-os tisztasagu, Fisher Scientific), az atracurium, lacosamide, trazodone
valamint a trimetazidine hatonyagokat pedig desztillalt vizben oldottuk fel.
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3.2. Aliivibrio fischeri akut biolumineszcencia gatlasi teszt

A vizsgalatba vont 6t gyogyszerhatdoanyag toxicitasat akut 30 perces Microtox® teszttel
(ISO 11348) vizsgaltam Microtox® Model 500 Analyzer (SDI) berendezés segitségével.
Tesztszervezetként az Aliivibrio fischeri-t (DSM 7151, NRRL B-11177) alkalmaztam.

Az Aliivibrio fischeri (régi néven Vibrio fischeri, roviditve AVF) egy fakultativ anaerob,
Gram-negativ, palcika alaki nem patogén baktérium, amely vilagszerte megtalalhaté mélytengeri
kornyezetben. A baktérium kulcsfontossagu kutatoszervezet a mikrobialis biolumineszcencia, a
kvorumérzékelés és a baktérium-allat szimbiozis vizsgalataban. Az AVF egyike annak a sok
baktériumfajnak, amelyek altalaban szimbiotikus kapcsolatot alakitanak ki a tengeri €l61ényekkel,
példaul a Euprymna scolopes nevili kurtafarka tintahallal. Az AVF biolumineszcenciajat a lux
operon transzkripcidja okozza, amelyet populaciofiiggd kvorumérzékelés indukdl (Madigan M,

Martinko J, szerk (2005).).

Miyashiro és Ruby 2012-ben molekularis mikrobiologia szaklapban megjelent
tanulmanyukban irjak, hogy a fénytermelésért felelds géneket elsésorban a LuxR-Luxl
kvorumérzékeld rendszer szabdlyozza. A LUXR-Luxl mellett szdmos mas genetikai elem ¢és
kornyezeti koriilmény szabalyozza a biolumineszcencia termelést. A IUXCDABEG gének
feleldsek a fénykibocsatd képességért, ami kapcsolatban all a kvorumérzékeld rendszerrel, amely
kémiai jeleken alapuld sejtek kozotti kommunikéaciot fed le. Amennyiben az AVF mérgezo,
toxikus anyaggal keriil érintkezésbe, ennek a biolumineszcens baktériumnak az anyagcsere-
légzési folyamatai megszakadnak, ami csokkenti a fénykibocsatas intenzitasat, valamint annak
mértékét (Miyashiro & Ruby 2012).

A vizsgalatomba bevont gydgyszerhatdanyagok toxicitdsat a fénykibocsatasi képességre
atracurium  besylate  (izomrelaxans),  lacosamide  (antiepileptikum),  propafenone
(kardiovaszkularis szer) trazodone (antidepresszans) valamint a trimetazidine (kardiovaszkularis
szer) torzsoldatokbol és 2 m/m%-0s NaCl oldatbol készitettem el a higitasi sorokat két
ismétlésben. Az ISO 11348 szabvany alapjan a védokozegben fagyasztva (-20 °C) tarolt AVF
tenyészetet reaktivald oldatban élesztettem fel 15 percen at 15 °C-on inkubalva. Ezutan a
reaktivalt tesztszervezetnek Microtox® MS500 késziilékkel megmértem a  kezdeti

fénykibocsatasat, majd minden higitasi taggal exponaltam a tesztszervezetet. 30 perces
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kontaktidé utdn ismét megmértem a fénykibocsatast, melyet a kezdeti értékhez viszonyitva
minden egyes higitasi tagra vonatkoztatva nyerhetd az UGn. gatlasi%. A koncentracio-valasz
értekek alapjan a vegyiiletek 50%-os fénykibocsatas gatlast okoz6 effektiv koncentracioit (EC)

MicrotoxOmni® program segitségével (version 1.1, AZUR Environmental Ltd.) hataroztuk meg.

3.3. Kronikus Aliivibrio fischeri teszt

Annak érdekében, hogy az akut sejttoxicitas mellett a vegyiiletek hosszl tava hatasait is
megismerjlik az AVF szervezeten, mikrotiter lemezre adaptalt, meghosszabbitott kontaktideji (25

ora) tesztet alkalmaztunk.

Ennek soran -80 °C-on tarolt AVF tenyészetb6l 50 uL 50 ml Bacto Marine (Difco 2216)

taplevesbe oltottunk, majd overnight razatva inkubaltuk 20 °C-on 170 rpm fordulaton.

A vizsgélati anyagokbdl fekete, lapos alji PS mikrotiter lemezen 12 tagl felezd higitasi
sorokat készitettink 3 parhuzamos bedllitaisban 10 pL végtérfogatban. Az overnight AVF
tenyészet optikai denzitasat 0,1 értékre allitottuk 600 nm-en mérve, majd minden well-be 190 uL

inokulumot mértiink. Negativ kontrollként 10 pL steril desztillalt vizet hasznéltunk.

A fénykibocsatast 3,5, 10, 15 és 25 ora kontaktidé utdn mértiikk Victor™ X Light 2030
Luminescence Reader (Perkin Elmer, USA) segitségével. A 25 6ras kontaktido alatt 20 °C-on 180

rpm-en razattuk a plate-et.

3.4. Zebradanio embrio ZETA teszt

A zebrahal (Danio rerio) embri6 a gerincesek fejlédésének fontos modellszervezetévé valt
tudomanyos korokben, beleértve a toxikus anyagok vizsgalatat, amelyek potencialis jelentdséggel
birnak mind az emberi és kornyezeti egészség, mind a biomedicina szempontjabol (Berry et al.
2007).

Ahhoz, hogy minél komplexebb kutatasi eredményeket kapjunk, alternativ 6kotoxikologiai
tesztszervezetként a zebradaniot (Danio rerio) is bevontuk a vizsgalatba, 120 6ras kontaktidejii
ZETA (Zebrafish Embryo Toxicity Assay) modszert alkalmazva.

A kutatasi munka soran ZETA (zebrafish embryo toxicity assay) modszert alkalmaztunk. A
laboratoriumi AB zebraddnio vonalat 30 ndsténybdl és 30 himbdl allo tenyészcsoportokban kiilon-
kiilon tartjuk. A halakat kozéphdmérsékleten, 25 °C-on, 14 6ra mesterséges fény és 10 ora sotétség

ciklikus alkalmazasa mellett tartottuk. A zebraddnid egyedeket a kisérlet napja eldtti délutan ivasra
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valaszfallal ellatott szaporitd medencékbe helyeztiikk. Ezt kdvetd nap eltavolitottuk a valaszfalakat,
Osszegytjtottilk az ikrakat, majd 10 cm-es Petri-csészékbe rendszervizbe helyeztiik Oket. A
tesztekhez 24 nyilasos tesztlemezeket hasznaltunk (Guangzhou Jet Bio-Filtration Co., Ltd.),
ezekbe nyilasonként 5-5 4-32 sejtes (< 2 hpf (hours post —fertilization)) allapoti embriot
helyeztiink.

Az embridkra 2 ml gyogyszerhatdoanyagokat tartalmazé vizes oldatokkal exponaltunk. A
tesztet négy ismétlésben végeztiik, 5 kiilonb6zo koncentracidban - toményebbtdl a higabb felé
haladva. 5-5 zebradanié embrié tesztszervezettel dolgoztunk, egy kontroll csoporttal kiegészitve,
amibe E3 embriomédiumot tettiink, illetve a propofenon esetén DMSO tartalma E3-at

alkalmaztunk.

Az inkubécios 1d6 leteltét kovetden az embriok fejlodését 72, 96 és 120 oOrdnal
fénymikroszkop segitségével vizsgaltuk, figyeltik meg a mortalitast, tovabba a szubletalis

tiinetek megjelenését.

A tesztekbdl szarmazo mortalitasi adatokat felhasznalva, letalis (halalos) koncentraciokat
GraphPad Prism szoftver segitségével szamoltunk, a koncentracio-valasz gorbékre nem-linearis

regresszids modellillesztéssel kertilt kiszamitésra.
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4  Eredmények

4.1. Aliivibrio fischeri akut biolumineszcencia gatlasi teszt

cres

¢s a maximalis hatas kozott féluton valt ki valaszt a 30 perces expozicio utan.

A gybdgyszerhatdoanyagok koziil a kardiovaszkularis szerként alkalmazott propofenone,
valamint az antidepresszans trazodone bizonyult toxikusnak az Aliivibrio fischeri tesztszervezet
szamara rovid tava kitettség soran. A vizsgalatban megallapitottuk, hogy a propafenone gatolta
legintenzivebb mértékben a biolumineszcenciat: 92,25 mg/L-es koncentracid esetében 50 %-0s
fénykibocsatas gatlast tudtunk megfigyelni harminc perces expozicid utan. A masodik
legtoxikusabb gyodgyszerhatdbanyagnak a trazodone bizonyult, melynek ECsp értéke 107,6 mg/L.

A vizsgalt tovabbi harom hatdéanyag, azaz az atracurium, a trimetazidine, valamint a
lacosamide esetében a vizsgalt koncentracié tartomanyban nem volt biolumineszcencia gatlas
mérhetd, emiatt nem valt lehetévé a félhatasos koncentracido meghatarozésa.

Bar alapvetéen a median effektiv koncentracid meghatarozasa volt a célunk, a vizsgalt
hatéanyagok teszteredményeit grafikonokba exportaltuk, melyben tovabbi biolumineszcencia
gatlasi (10, 20, 50, 80, 90, 95) szdzalékokra vonatkozo értékek is leolvashatok. A toxicitdst
mutatdé propafenone és trazodone mért adatait az alabbi 1-2. szamu abrak mutatjak (Az ot
hatéanyag eredményei az 1-5. mellékletekben tekinthetéek meg.)

Az elsé fiiggvények mindkét esetben logaritmikusan skalazottak.

A propafenone esetében (1. abra) a fénykibocsatasi gatlasi szazalék aranyosan novekszik a
hatéanyag koncentracié mennyiségének emelésével.

Az antidepresszans trazodone esetében az lathatd, hogy viszonylag magas gatlasi

biolumineszcencia gatlast okozott a legalacsonyabb, 30 mg/L-es hatéanyag koncentracioban is.
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2. abra: Trazodone altal kivaltott akut biolumineszcencia gatlas Aliivibrio fischeri tesztszervezetben
4.2.A kroénikus Aliivibrio fischeri teszt

Meghosszabbitott kontaktidejii (25 6ras) kronikus AVF tesztet végeztiink mind az 6t
hatdanyag alkalmazasaval. A tesztben az Aliivibrio fischeri a 10 és 15 o6ras expozicids idénél

bizonyult a legérzékenyebbnek és a legmegbizhatdbbnak. Ez a két id0 a statisztikailag relevans.
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Az akut teszt soran a lacosamide, az atracurium ¢és a trimetazidine nem mutatott toxicitast,
¢s a lacosamide esetében a kronikus AVF tesztben sem tortént inhibicid. Ezzel szemben az
atracurium hatoéanyagnal a kronikus AVF tesztben az ECso értéke bar viszonylag magas, a 608,
ill. 601,7 mg/L koncentracional 50%-os fénykibocsatasi gatlast okozott a 10 és 15 oras
kontaktidonél. Figyelmet érdemel viszont, hogy az Osszes vizsgalt hatéanyag koziil - az akut
tesztben hatastalannak bizonyult - trimetazidine esetén az inhibicid nagysagrendekkel volt a
legmagasabb az 1,439 (10h) és 1,63 (15h) mg/L ECso értékekkel.

A 10 és 15 oras eredményeket a 3. tablazat tartalmazza, tovabba a jobb attekinthetdség
érdekében az 3-4. szamu grafikonokba exportaltam.

A kronikus tesztnél tehat relative magas toxicitast két gyogyszerhatdanyag - a trimetazidine
¢és a trazodone - mutatott. A grafikonok alapjan a trazodone biolumineszcencia gatld hatasa mind
a 10, mind pedig a 15 6ras kontaminacios id6 esetén emelkedett a hatéanyag koncentracio
novelésével. Viszont a trimetazidine esetében inverzitas (a koncentracidé novekedésével csokken a
hatas), az atracurium esetében pedig U-alakt gorbe lathaté (azaz az alacsonyabb, illetve a
magasabb koncentraciok esetében volt csak gatlas tapasztalhatd), mely jelenségek lehetséges

okainak felderitéséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

10 oras kontaktido

< 80-
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] :
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3. abra: Fénykibocsatas gatlas az Aliivibrio fischeri tesztszervezetben 10 6ras kontaktidé utana a kronikus
AVF tesztben
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4. abra: Fénykibocsatas gatlas az Aliivibrio fischeri tesztszervezetben 10 6ras kontaktido utana a kronikus
AVF tesztben

Az akut és kronikus AVF tesztben mért effektiv koncentracid eredményeket a 3.
tablazatban Gsszegeztem (Jelmagyarazat: ,,n.t.”- a hatbanyag nem volt toxikus a tesztszervezetre a
vizsgalt koncentraci6 tartomanyban.). Tobb hatéanyag esetében megfigyelhetd, hogy a krénikus
teszt soran érzékenyebbnek bizonyult a tesztszervezet. A trazodone esetében a kronikus tesztben
joval alacsonyabbnak bizonyult az ECsp érték. A kiilonbség a trimetazidine esetében a
legmarkansabb: mig a hatéanyag a legnagyobb alkalmazott végkoncentracioban (500 mg/L) sem
okozott gatlast 30 perces expozici6 utan, addig a kronikus tesztben 10 és 15 oras kontaktidd utan

is igen alacsony, 1,4 és 1,6 mg/L volt az 50%-o0s biolumineszcencia gatlast okozo koncentracio.

3. tablazat: Az akut és kronikus Aliivibrio fischeri biolumineszcencia gatlasi teszt eredményei (n.t. — nem volt
toxikus a hatéanyag a tesztszervezetre a vizsgalt koncentracio tartomanyban)
Gyogyszer- Akut AVF ECso Krénikus AVF ECso (Mg/L)
hatéanyagok

Propofenone
Trazodone
Atracurium

Trimetazidine

Lacosamide
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4.3. ZETA teszt eredményei

Mindegyik vizsgalt hatdanyag gyakorolt valamilyen hatast a tesztszervezetre.

Az atracurium bizonyult a legtoxikusabbnak a vizsgalatba vont gyogyszerhatbanyagok
koziil a zebradanioban, letalis koncentracio értéke LCs0=18,4 mg/L.

A masodik legtoxikusabbnak a propafenone bizonyult LCso=113,7 mg/L-t értékkel. Ezt
kovette az antidepresszans trazodon (LCs0=255 mg/L), a trimetazidine (LCs0=582,8 mg/L)
értékekkel. A legkevésbé toxikusnak a lacosamide (LCso=1408 mg/L) eredményezett a 120 6ras
ZETA teszt végén.

Osszességében megallapithatd tehat, hogy az atracurium egy nagysagrenddel Kisebb
koncentracioban gyakorolt azonos hatast a tesztszervezetre a tobbi vizsgalt hatdanyaghoz képest.

A ZETA tesztben vizsgalt gyogyszerhatdoanyagok mért félhatasos, effektiv median

koncentraciot a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat: A ZETA teszt soran vizsgalt gyégyszerhatéanyagok (Propafenone, Trazodone, Atracurium,
Trimetazidine, Lacosamide) LCso értékei

Gyégyszerhatéanyagok LCso mg/L

Propafenone
Trazodone
Atracurium
Trimetazidine

Lacosamide

A teszt soran a mortalitas mellet szubletaris tiineteket is megfigyeltink. A teszt
eredményeit — a tlineteket, azok megjelenési koncentracioit és a megjelenés intenzitdsat - az 5.

tablazatban foglaltam Ossze.

A hatéanyagoknak a Danio rerio tesztszervezetre gyakorolt hatasat fénymikroszkoppal
vizsgalatuk. A 120 oras zebradanié tesztnél valtozatos (nem halalos) szubletalis tiinetek is
jelentkezek. Azokban az esetekben, melyeknél a kiilonb6z6 szubletalis tiineteket, mar nem tudtuk

elkiiloniteni egymastol, teljes testtorzulast allapitottunk meg.
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5. tablazat: A ZETA teszt soran vizsgalt gyogyszerhatéanyagok hatasara fellépé szubletalis tiinetek az egyes
hatéanyag-koncentraciokban. Perikardialis 6déma (PO), szik 6déma (SZO), szik elszinezédés (SZIK),
gerinctorzulas (GT), teljes testtorzulas (TTT), iszoholyag hianya (UH). Tiinetek megjelenésének intenzitasat a
+ jelek mutatjak (+: legalabb egy egyednél megjelent, ++++: minden egyednél megjelent).

atoanyag: Proparenone
1000 mg/L 500 mg/L 250 mg/L 125 mg/L 62,5 mg/L
PO
9 ++ SSISiE
++ ++++
+
AFar +
Cl . i i : CA ' . ' C
100 mg/L 50 mg/L 25 mg/L 12,5 mg/L 6,25 mg/L
PO ++ ++
0 +++ ++++ SSSiE +++
+++ ++++ ++++ ++
++ +++
+
+++ ++++ +
atoanyag: Atra
100 mg/L 50 mg/L 25 mg/L 12,5 mg/L 6,25 mg/L
PO ++
0 + SSSiE SSSiE
+ ++++ ++++
++
L
dlOd d : ela 0 C
1000 mg/L 500 mg/L 250 mg/L 125 mg/L 62,5 mg/L
D . +
0 ++++ ++++ L L
++++ ++++ ++++ +++
++++ ++ +
dlOd a : dC0Sa (e
500 mg/L 250 mg/L 125 mg/L 62,5 mg/L 31,25 mg/L
D . +
0 +++ ++++ +++ ++++ ++++
+++ ++++ ++++ ++++ ++++
+++ ++++ ++++ ++




A szik 6déma (SZO) és a szik elszinezédés (SZIK), tovabba az iszoholyag hianya (UH)
minden hatéanyagnal megjelent valamelyik vizsgalt koncentracional. A 6,25 mg/L-es
koncentracional a trazodone esetében szik elszinezddést, szik odémat és ki nem fejlodott
uszohodlyagot figyelhettiink meg, mig az atracurium-nal ugyan ezen koncentracioban csak a
perikardialis 6déma (PO) és a szik elszinez8dés (SZIK) mutatkozott, az Giszoholyag hianya a 12,5
mg/L koncentracional jelent meg utobbi hatdbanyagnal. A lacosamide-nal a szik 6déma és a szik
elszinez6dés csak 31,25 mg/L-es koncentracional, mig az wszoholyag hianya 62,5 mg/L-es
koncentracional volt megfigyelhetd. Szintén ennél a koncentracional (62,5 mg/L) figyelhettiik
meg a propafenone esetében szik 6démat, szik elszinezddést és az usz6 holyag hianyat, mig
trimetazidine hatéanyagnal perikardidlis 6démat, szik 6démat, szik elszinezddést és fejletlen
uszoholyag tiineteket.

A perikardialis 6démat az atracurium, trazodone, trimetazidine, lacosamide esetében
azonositottunk, atracurium esetében jelent meg a legalacsonyabb koncentraciéban (12,5 mg/L) a
tobbi gyogyszerhatdbanyaghoz viszonyitva.

A gerinctorzulast (GT) harom hatéanyag, a propafenone, trazodone és az atracurium
esetében detektaltunk, az utobbinal mar 12,5 mg/L koncentracional.

Teljes testtorzulas (TTT) csak a trazodone-nal volt tapasztalhato a 12,5 mg/L
koncentracional.

A hatéanyagoknak a Danio rerio tesztszervezetre gyakorolt hatasat, az egyes egyedeken

megjelend szubletalis tiineteket az 5-10. abrakon mutatom be.

Al

5. dbra: Kontroll Danio rerio (Bock Illés 2022)
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6.

7.

8.

sz0O SZIK

abra: A propafenone expozicié utani felvételen lathato szubletalis hatasa a Danio rerio tesztszervezetre
(szik 6déma - SZO, szik elszinez6dés - SZIK, gerinctorzulas - GT) (Gébolos Baldzs 2022)

dbra: A trazodone expozicio utani felvételen lathato szubletalis hatasa a Danio rerio tesztszervezetre
(teljes testtorzulas - TTT) (Gobélos Balazs 2022)

z sz6

dbra: Az atracurium expozicié utani felvételen lathaté szubletalis hatdsa a Danio rerio tesztszervezetre
(perikardialis 6déma - PO, szik 6déma - SZO, szik elszinezédés - SZIK, gerinc torzulas - GT) (Gobolis
Balazs 2022)
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s70 < SZIK g

9. dbra: A trimetazidine expozicié utani felvételen lathaté szubletalis hatdsa a Danio rerio
tesztszervezetre (szik 6déma - SZO, szik elszinez6dés - SZIK,) (Gébolis Baldzs 2022)

10. dbra: A lacosamide expozicié utani szubletalis hatasa a Danio rerio tesztszervezetre (szik 6déma -
SZO, szik elszinez6dés - SZIK) (Gobolos Baldzs 2022)

Dolgozatom céljaként olyan, a felszini vizekben eddig elsdként kimutatott
gyogyszerhatoanyagok vizsgalatat tliztem ki, amelyekre nincs Okotoxicitasi értékeken alapuld
PNEC, azaz becsiilt Okologiailag hatastalan koncentracido érték meghatarozva, nem 4ll

rendelkezésre experimentalis 6kotoxicitdsi adat.
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5 Kovetkeztetések, javaslatok

A gyogyszerhatoanyagoknak a célszervezetekre gyakorolt toxikologiai hatasait ismertnek
tekinthetjiik, azonban az 6kotoxikologiai hatasaikrdél nem minden esetben allnak rendelkezésre
megfeleld mennyiségl €s teljes egészében megbizhatd adatok. S6t, az altalam vizsgalt 5 PhAC-t
Maasz ¢és munkatérsai detektaltak eldszor felszini €16 vizekben, igy azok hatdsa mindezidaig nem
volt ismeretes. BevezetOmben irtam, hogy az altalam vizsgalt hatéanyagokra nem all
rendelkezésre PNEC érték.

Az 1. tablazatbol lathatdé, hogy az atracurium-ot és a lacosamide-t a novemberi, a
trimetazidine-t pedig a decemberi honapban detektaltak. Ezzel szemben a sziv- és érrendszeri
gyogyszerhatbanyagot, a propafenone-t (atlagos koncentracio: 6, 34,1, 23,3, 13,7 ng/L)
mindegyik honapban kimutattak. Az antidepresszans trazodone jelenlétét — bar minimalis
koncentracioban (0,1, 0,4, 0,4 ng/L) -, aprilisi honapot kivételévvel tobbi vizsgalt honapban
mutattak Ki.

Meg kell jegyeznem, hogy munkank soran a hatéanyagokat nagysagrendekkel nagyobb
koncentracioban vizsgaltuk.

Az teljesen egyértelmisithetévé valt, hogy nem elégséges a hatdbanyagok Aliivibrio fischeri
akut biolumineszcencia gatlasi teszttel torténd vizsgalata, ugyanis csupan ezzel nem allapithato
meg minden kétséget kizardan egy-egy gyogyszerhatdanyag toxicitdsa. Sot, vizsgalatunk a
propafenone esetén azt tamasztotta ala, hogy mig a 30 perces akut teszt soran a vizsgalt
hatéanyagok koziil a legmagasabb gatlast (ECs50=92,25 mg/L) mutatta, addig a kronikus AVF
tesztnél a 10 6réds kontaktidonél inhibicio egyaltaldn nem mutatkozott, €s a 15 6rasndl is relative
magas 251,7 mg/L koncentracional valtott ki 50%-os fénykibocsatas gatlast.

Ugyanakkor viszont figyelemre mélt6, hogy az dsszes vizsgalt hatdanyag koziil — az akut
tesztben egyébként hatastalannal bizonyult - trimetazidine gyogyszerhatdéanyag ECso értéke a
kronikus tesztben 10 ora elteltével 1,439 mg/L, 15 ora elteltével pedig 1,63 mg/L, tehat
nagysagrendekkel a legmagasabb toxicitast mutatta. Ez esetben azonban megfigyelhetd volt a
toxicitds csokkenése a koncentracid novekedésével, mely jelenség hatterének felderitéséhez
tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Egyes toxikus vegyliletek un. hormézis kivaltasara képesek,

azaz kis koncentracidban serkentdleg hathatnak, jelenesetben azonban nem errdl van szo.
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A toxicitas expozicios idével valé novekedése a trazodone estében is megfigyelhetd volt,
ugyanis a 10 és 15 6ras kontaktidonél mért ECso értékek kb. tizedannyinak bizonyultak, mint az
akut tesztben.

Fentiek tiikrében kiemelt figyelmet kell forditani arra, hogy az akut AVF teszt mellett
kronikus tesztek végzése is sziikséges a tesztszervezeteken, mivel az akut teszt soran a hatébanyag
hossz tava hatdsa nem allapithatd6 meg. Marpedig ezek a mikroszennyezdk kronikusan,
perzisztens modon jelen vannak a kornyezeti elemekben, és folyamatos kitettséget jelentenek a

Vizsgalatunkba alternativ Okotoxikologiai tesztszervezetként a zebradanidt is bevontuk,
melyre mindegyik vizsgdlt hatéanyag hatast gyakorolt. Bar més-mas koncentracional és
jelentdsen eltérd mértékben, de a tesztszervezetek egyedeinél mindegyik hatdéanyag esetében
tapasztalhato volt letalitas, és kiilonféle szubletalis tiinetek megjelenése is (Id. 4-5. tablazat).

A ZETA tesztek alapjan félmaximalis letalis koncentraciot (LCso) hataroztuk meg a
gyogyszerhatdbanyagokra. Ennek soran az akut AVF tesztben egyaltalan nem, a kronikus AVF
tesztben pedig relative alacsony (ECs50=608 mg/L) toxicitast mutatd atracurium mutatkozott a
legtoxikusabbnak a zebradani6 tesztszervezetekre (LCs0=18,4 mg/L). Ugyanakkor az akut AVF
tesztben a legtoxikusabb propafenone (92,25 mg/L) és trazodone (107,6 mg/L) a zebradanio
tesztszervezetre gyakorolt toxicitasa két nagysagrenddel hasonld volt (LCs0=113,7 mg/L és
LCs0=255 mg/L). Tovabba a kronikus AVF tesztben szintén a legerdteljesebb toxicitast mutatd
trimetazidine (AVF 10 h ECs0=1,439 mg/L, 15 h ECs0=1,63 mg/L), mig ugyanezen anyag
Iényegesen kevésbé bizonyult toxikusnak (LCso 582,8 mg/L) a ZETA teszt soran.

Megjegyzendd, hogy az antiepileptikus hatasu lacosamide az AVF tesztek egyikében sem
bizonyult toxikusnak, és a 120 o6ras ZETA tesztnél is a legmagasabb LCso értéket mutatta, mely
1408 mg/L volt.

Sanderson ¢s munkatarsai a tiizcsille esetén a trazodone hatdéanyagnal és a propafenonndl
relative alacsony ECsg-es értéket (0,009 mg/L, 12 mg/L) hataroztak meg a QSAR modszerrel a
ZETA teszt eredményéhez képest. Ebbdl feltételezhet, hogy az ezen a trofitasi szinten 1évo
tesztszervezetek érzékenysége igen eltérd. Tekintettel arra, hogy a QSAR adatok ugyanis
prediktiv jellegliek, valdszinlisitd, matematikai statisztikai modszerekkel generalodnak,
elengedhetetleniil fontos, hogy a kornyezetben el6forduld gyodgyszerhatdéanyagoknak az

Okoszisztémara gyakorolt hatdsara vonatkozo, experimentalis vizsgalatokkal alatimasztott adatok
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alljanak rendelkezésre a valds kockézat alul-, ill. tlbecslésének megel6zéséhez.

Vizsgalatunk hianypotld informaciokkal szolgal a Madasz €s munkatarsai altal felszini
élovizekben 2019-ben el6észor detektalt, és ismeretlen Okotoxicitdsi PhAC-kra vonatkozoan,
azonban a dolgozatomban ismertetett eredmények nem elégségesek a gyodgyszerhatéanyagok
PNEC értékének meghatarozasara. Ezért a hatdanyagok komplex dkotoxikoldgiai vizsgalatanak
elvégzése, a tesztszervetek (pl. vizibolha, algatesztek, magasabb rendii névények stb.) korének

bévitése javasolt.
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6 Osszefoglalas

Az orvostudomany fejlédésével a gyogyszeripari termékek gyartdsa €s fogyasztasa egyre
rohamosabban né. Azonban problémat jelent, hogy a hatéanyagok jelentds része akar valtozatlan
formaban is visszakeriil az 6koszisztémaba, ott valtozasokat idézve el6. Ugyanakkor sok esetben
ezen vegyiiletek teljes korti okotoxikologiai hatdsa vagy korlatozott mértékben, vagy pedig
egyaltalan nem ismert. Ezért is vontunk be vizsgalatunkba 6t olyan gyogyszerhatoanyagot
(atracurium, lacosamide, progafenone, trimetazidine és trazodone), melyeket Maasz ¢és
munkatarsai 2019-ben detektaltak elészor felszini vizekben és a kornyezeti hatdsukra vonatkozo,
ISO szabvany alapjan elvégzett laboratdriumi vizsgalatok altal nyert szakirodalmi adat egyaltalan

nem all rendelkezésre.

A hazai ¢és kiilfoldi szakirodalom attekintését kovetden bemutattam a vizsgéalatom targyat
képezo6 gyogyszerek felhasznalasat, kornyezetbe jutasat, detektalasat, okotoxikologiai vizsgalatat.
A PhAC-k célszervezetre, valamint a vizsgalatainkba bevont tesztszervezetre gyakorolt hatasat,

illetve lehetséges Okotoxikologiai kockazatukat is bemutattam.

Munkank soran a gyogyszerhatdéanyagokat Aliivibrio fischeri-n (AVF) alapulé 30 perces
akut (ISO 11348), ill. 25 6ras kontaktideji kronikus biolumineszcencia gatlési teszttel, valamint
zebradanio embrion (Danio rerio) alapulé 120 o6ras kontaktidejii ZETA teszttel (Zebrafish
Embryo Toxicity Assay) vizsgaltuk. A komplexebb vizsgalati eredmények elérése érdekében az
okotoxikologiai tesztek kivalasztdsa sordn eltérd trofitasi szinteket képviseld tesztszervezetekkel
dolgoztunk.

Az akut AVF tesztekben a propafenone és a trazodone ECso-es értéke 92,25 és 107,6 mg/L
volt, a tobbi vizsgalt PhAC nem mutatott toxicitast. A kronikus AVF tesztben a trazodon 16,36,
ill. 13,33 mg/L koncentracional okozott 50 %-os fénykibocsatasi gatlast a 10 és 15 oras
kontaktidénél. A legtoxikusabbnak az akut tesztben hatastalannak bizonyulo trimetazidine
mutatkozott 10 6ranal az 1,439 mg/L, valamint 15 6ranal az 1,63 mg/L ECso-es értékekkel. A
vizsgalatba alternativ 6kotoxikologiai tesztszervezetként bevont zebradaniora mindegyik vizsgalt
hatdanyag hatast gyakorolt. Ebben a tesztben az egyébként az akut AVF tesztben egyaltalan nem,
a kronikus AVF tesztben pedig relative alacsony toxicitast jelzé atracurium hatasos értéket

mutatott (Cs0=18,4 mg/L), mig a tobbi hatéanyag legalabb egy nagysagrenddel nagyobb hatasos
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koncentraci6 értéket jelzett. A ZETA tesztekben 120 6rds expozicidt kovetden a mortalitas
mellett szubletalis tiinetek is jelentkeztek.

A vizsgalat eredményei is mutatjak, hogy a tesztszervezeteken az akut AVF teszt mellett
kronikus tesztek végzése is sziikséges, ugyanis a kiilonb6zé kontaktidejli vizsgalatok eltérd
eredményeket hoztak, tovabba a gyogyszerhatdoanyagok hosszi tavu toxicitdsa csak igy
allapithaté meg. Ez pedig kiemelten fontos, mivel az 6koszisztémaba kikeriilt és ott kronikusan
jelen 1évé mikroszennyezOk hossza ideig perzisztalhatnak. Vizsgalatunk adatai alapjan
megallapithatd tovabba, hogy az egyes trofitasi szinteket képviseld tesztszervezetek jelentésen
eltérd érzékenységet mutatnak a hatéanyagokkal szemben. A megbizhatobb, arnyaltabb
kornyezeti (vizi) kockéazatbecslések rendelkezésre allasa érdekében komplex oOkotoxikologiai
vizsgalatok, a tesztszervezetek korének bovitése javasolt. Ezek hianyaban ugyanis a
dolgozatomban ismertetett laboratériumi vizsgalati adatok csupan hidnypotld informéciokkal
szolgalnak a kornyezeti elemekben Gjonnan detektalt, de eddig ismeretlen 6kotoxicitasi PhAC-k

hatasai vonatkozasaban.
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8 Koszonetnyilvanitas

Halas koszonetemet szeretném kifejezni kiillonosen témavezetdémnek, Dr. Hahn
Juditnak, az Akvakultara és Kornyezetbiztonsagi Intézet Kornyezetbiztonsagi Tanszéke
tudomanyos fOmunkatarsanak. ldejét, energidjat nem kimélve, tamogatéan, odaaddan
segitette munkamat az adatgytijtéstdl kezdve egészen a kozos munka lezarasaig.

Koszonettel tartozom tovabba Gobolos Baldzsnak, aki tudasaval, tapasztalataval
tamogatott munkamban, valamint az Akvakultira és Kornyezetbiztonsagi Intézet
munkatarsainak iS a vizsgalatokban és kisérletekben nyujtott segitségiikért, tiirelmiikért.

Tovabba koszonom Bock Il1ésnek — kiilondsen a zebradanio teszt kivitelezése soran - a

részemre Nyujtott segitségét.
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9 Mellékletek

1. melléklet: MicrotoxOmni Sample Results Report - atracurium

Result Name:
Test Date/Time:

Sample Name:

Atracurium 1 mg-1ml
2022.09. 02. 10:17:45

Atracurium 1 mg-1ml

ool =

Test Name: International Standard 1SO 11348-3
Description: Instrument ID: _MASTER
Toxicant: Reagent Lot #:
Test Location: User ID: MANAGER
10 = 100 -
m - T RO
E 2 B0
s - 5
] + -
o g Hrem 15
1 T T T T 1T 1T 1TT1] T T T T 1 T T T
—_ — o] ] £ [u] o
[} o] [} o = =
]
Concentration Concentration
s B35
it o
Time Conc G 10 IC30 130 H30 Mean H30
30 Mins
3,13 32 90 97,03 101 -4,23
3,13 32 85 92,18 96 -3,87 -4,05+/-0,18
4,17 24 88 95,15 101 -6,24
4,17 24 85 91,78 95 -3,38 -4,81+/-1,43
6,25 16 78 84,66 86 -1,99
6,25 16 82 88,78 89 -0,61 -1,30+/-0,69

45




8,33 12 84 90,66 94 -3,16
8,33 12 83 89,55 99 -10,09 -6,63+/-3,47
12,50 8 91 97,90 100 -2,53
12,50 8 94 101,22 97 4,66 1,07+/-3,60
16,67 6 86 92,70 96 -3,67
16,67 6 92 98,88 106 -7,09 -5,38+/-1,71
25,00 4 91 97,78 102 -4,35
25,00 4 93 100,64 98 2,82 -0,77+/-3,58
33,33 3 87 93,37 93 0,01
33,33 3 93 100,24 101 -0,96 -0,47+/-0,49
50,00 2 86 92,46 93 -0,82
50,00 2 96 103,63 102 1,50 0,34+/-1,16
# - included, * -
invalid
Statistics:
Data: 30 Mins

The contents of this report are private and confidential.

Printed:

Detected hormesis.

Recommend re-testing at lower initial concentration or with additional dilutions.

Lowest % effect: -10,09%

Cannot calculate regression as there are no valid data points.

GL Value: Sample too toxic to report GL value.

Control (G1) 130/10:
97/92 = 1,0565
101/92 = 1,1022

fk =1,0793

2022. 09. 06. 13:35:00

Signature:
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2. melléklet: MicrotoxOmni Sample Results Report - lacosamide

Result
Name: Lacosamid 1mg-1ml
Test
Date/Time: 2022.09. 02. 11:12:01
Sample
Name: Lacosamid 1mg-1ml
Test Name: International Standard 1SO 11348-3
Description: Instrument ID: _MASTER
Toxicant: Reagent Lot #:
Test
Location: User ID: MANAGER
1= 100 =
= . T osp
E [}
s - %
& -
- o2 # u 12
| SRl RES
0.1 T T T 1T 11T 1T71] T 1 ¢ 1 1 T 1 1
—_ —_ [ ] [ =] £ (=] -
[ } [} o a [ | =
] o]
Concentration Concentration
H 30 B 30
Time Conc G 10 IC30 130 H30 Mean H30
30 Mins
3,13 32 84 91,57 95 -3,68
3,13 32 83 90,67 89 1,44 -1,12+/-2,56
417 24 81 88,10 98 -11,32
4,17 24 82 88,84 94 -5,76 -8,54+/-2,78
6,25 16 77 83,68 86 -2,37
6,25 16 80 87,11 88 -0,47 -1,42+/-0,95
8,33 12 78 84,70 92 -8,86
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8,33 12 81 88,18 96 -8,50 -8,68+/-0,18
12,50 8 80 86,97 92 -5,88
12,50 8 88 95,20 101 -6,27 -6,08+/-0,19
16,67 6 81 88,42 89 -0,86
16,67 6 78 85,15 71 17,06 8,10+/-8,96
25,00 4 85 92,21 93 -1,23
25,00 4 81 88,36 91 -2,95 -2,09+4/-0,86
33,33 3 81 87,78 87 0,70
33,33 3 80 86,45 87 -0,38 0,16+/-0,54
50,00 2 79 86,01 85 1,29
50,00 2 85 92,22 96 -4,02 -1,37+4/-2,65
# - included, * - invalid
Statistics:
Data: 30 Mins

The contents of this report are private and confidential.

Printed:

Recommend re-testing sample at a higher initial concentration.

Highest % effect: 17,06%

Cannot calculate regression as there are not enough data points.

GL Value: Sample too toxic to report GL value.

Control (G1) 130/10:
95/92 = 1,0276
96/84 = 1,1456

fk = 1,0866

2022. 09. 06. 13:36:11

Signature:
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3. melléklet: MicrotoxOmni Sample Results Report - propofenone

Result Name:
Test Date/Time:

Sample Name:

Propofenon 1mg-ml ism.
2022. 09. 23. 9:59:31

Propofenon 1mg-ml ism.

Test Name: International Standard I1SO 11348-3
Description: Instrument ID: _MASTER
Toxicant: Reagent Lot #:
Test Location: User ID: MANAGER
100 100 : B g 162
10 AL 507 i
z u ;ﬂ:}* 5 80 : W ag
= ¥ 7
] . .#ﬂ E# £ 40 : [
0.1 - o -}53
0,01 T - L
= 2 PR oaEREHRELRS
Concentration Concentration
H 30 B 30
Time Conc G 10 IC30 130 H30 Mean H30
30 Mins
3,13 32 83 103,19 90 12,38
3,13 32 85 106,22 100 6,27 9,33+/-3,05
4,17 24 90 112,45 89 21,13
4,17 24 79 98,79 91 7,98 14,55+/-6,58
6,25 16 67 83,19 63 24,74
6,25 16 83 102,68 74 27,93 26,34+/-1,60
8,33 12 90 111,49 62 44,27
8,33 12 91 113,63 66 41,61 42,94+/-1,33
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12,50 8 90 111,71 44 60,23

12,50 8 92 114,84 43 62,50 61,36+/-1,13
16,67 6 90 112,05 26 76,91
16,67 6 91 112,65 27 76,37 76,64+/-0,27
25,00 4 97 120,02 8 92,98
25,00 4 97 120,62 7 94,56 93,77+/-0,79
33,33 3 95 118,05 0 99,85
33,33 3 96 119,72 5 95,80 97,82+/-2,02
50,00 2 97 121,14 0 99,98
50,00 2 94 116,83 0 99,96 99,97+/-0,01

# - included, * - invalid

Statistics:

Data: 30 Mins

EC50 Concentration: 9,225%
(95% Confidence Range: 8,505 to 10,01)
95% Confidence Factor: 1,085
Estimating Equation:

LOG C =0,4084 x LOG G +0,9649
Slope: 2,369
Coeff of Determination (R"2): 0,9673
GL Value: 24
Control (G1) 130/10:
112/92 = 1,2212
107/84 = 1,2647
fk = 1,2430

The contents of this report are private and confidential.

Printed: 2022. 10. 24. 11:29:22 Signature:



4. melléklet: MicrotoxOmni Sample Results Report - trazodone

Result Name:

Test
Date/Time:

Sample Name:

Trazodon-1mg-ml

2022.09. 05. 14:34:12

Trazodon-1mg-ml

Test Name: International Standard I1SO 11348-3
Description: Instrument ID: _MASTER
Toxicant: Reagent Lot #:
Test Location: User ID: MANAGER
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Concentration Concentration
H 30 H 30
Time Conc G 10 IC30 130 H30 Mean H30
30 Mins
3,13 32 87 78,55 63 20,12
3,13 32 88 79,10 64 19,21 19,67+/-0,46
4,17 24 85 76,70 57 26,15
4,17 24 82 73,44 58 21,60 23,88+/-2,28
6,25 16 85 76,75 53 31,24
6,25 16 81 72,50 50 30,59 30,91+/-0,32
8,33 12 87 78,07 45 42,37
8,33 12 86 77,29 46 40,71 41,54+/-0,83
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12,50 8 88 79,04 39 50,60

12,50 8 91 81,60 39 51,64 51,12+/-0,52
16,67 6 82 73,75 28 61,67
16,67 6 82 73,40 28 61,43 61,55+/-0,12
25,00 4 82 74,13 21 72,02
25,00 4 85 76,20 22 71,36 71,69+/-0,33
33,33 3 84 75,76 14 81,14
33,33 3 85 76,43 14 81,05 81,10+/-0,04
50,00 2 82 73,53 6 91,72
50,00 2 81 72,73 7 89,85 90,79+/-0,93

# - included, * - invalid

Statistics:

Data: 30 Mins

EC50 Concentration: 10,76%
(95% Confidence Range: 10,07 to 11,49)
95% Confidence Factor: 1,068
Estimating Equation:

LOG C=0,7570 x LOG G +1,032
Slope: 1,296
Coeff of Determination (R”2): 0,9811
GL Value: 32
Control (G1) 130/10:
77/89 = 0,8697
78/84 = 0,9310
fk = 0,9003

The contents of this report are private and confidential.

Printed: 2022. 09. 06. 13:37:40 Signature:



5. melléklet: MicrotoxOmni Sample Results Report - trimetazidine

Result
Name: Trimetazidin 1mg-ml
Test
Date/Time: 2022.09. 02. 11:56:23
Sample
Name: Trimetazidin 1mg-ml
Test Name: International Standard 1SO 11348-3
Description: Instrument ID: _MASTER
Toxicant: Reagent Lot #:
Test
Location: User ID: MANAGER
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Concentration Concentration
H 30 H 0
Time Conc G 10 IC30 130 H30 Mean H30
30 Mins
3,13 32 84 94,48 93 1,46
3,13 32 78 87,91 86 2,06 1,76+/-0,30
417 24 80 90,60 93 -2,11
4,17 24 77 87,62 92 -4,88 -3,49+/-1,39
6,25 16 81 91,11 92 -0,72
6,25 16 78 88,35 0 99,98 49,63+/-50,35
8,33 12 82 92,66 92 0,65
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8,33 12 81 91,22 0 99,99 50,32+/-49,67
12,50 8 87 98,25 100 -1,62
12,50 8 86 97,59 94 3,44 0,91+/-2,53
16,67 6 83 93,88 93 0,63
16,67 6 87 98,77 96 2,68 1,65+/-1,02
25,00 4 84 94,51 89 5,57
25,00 4 84 94,46 91 4,05 4,81+/-0,76
33,33 3 83 94,28 86 8,28
33,33 3 89 100,89 97 4,25 6,27+/-2,01
50,00 2 81 92,12 76 17,06
50,00 2 88 99,31 88 11,49 14,28+/-2,79
# - included, * - invalid
Statistics:
Data: 30 Mins

EC50 Concentration: 142,0%
(95% Confidence Range: 30,12 to 669,8)
EC50 value was calculated from extrapolated data.
95% Confidence Factor: 4,716
Estimating Equation:

LOG C =0,5955 x LOG G +2,152
Slope: 1,469
Coeff of Determination (R"2): 0,8747
GL Value: 2
Control (G1) 130/10:
101/93 = 1,0936
93/79 =1,1680
fk =1,1308

The contents of this report are private and confidential.

Printed: 2022. 09. 06. 13:36:56 Signature:
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10 Nyilatkozat

NYILATKOZAT

Alulirott  Deme  Gergd a  Magyar  Agriar- és Elettudominyi  Egyetem
Szent Istvan Campus Mezégazdasagi biotechnolégus MSc Szak nappali tagozat végzos
hallgatoja nyilatkozom, hogy a dolgozat sajat munkam, melynek elkészitése soran a felhasznalt
irodalmat korrekt modon, a jogi és etikai szabalyok betartasaval kezeltem. Hozzéjarulok ahhoz,
hogy Diplomadolgozatom egyoldalas &sszefoglaldja felkeriiljon az Egyetem honlapjara és hogy
a digitalis verzidban (pdf formatumban) leadott dolgozatom elérhetd legyen a témat vezetd
Tanszéken/Intézetben, illetve az Egyetem kozponti nyilvantartasaban, a jogi és etikai szabalyok
teljes korii betartasa mellett.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*

Kelt: Bag, 2022. 11. 08. P >

4“""ﬁaﬂ§até

NYILATKOZAT

A dolgozat készit6jének konzulense nyilatkozom arrél, hogy a Diplomadolgozatot
attekintettem, a hallgatot az irodalmi forrdsok korrekt kezelésének kovetelményeirdl, jogi és
etikai szabalyairol tajékoztattam.

A Diplomadolgozatot zardvizsgan torténd védésre javaslom / nem javaslom*.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*
Kelt: Godollo, 2022. 11. 08.

Belso konzulens
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