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C) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz

z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

I. Wstep

Farmaceutyki zaliczane s3 do tak zwanych ,,nowopojawiajacych” si¢ zanieczyszczen
srodowiska, przede wszystkim ze wzgledu na fakt, iz s3 one szeroko stosowane w medycynie
1 weterynarii. Tym samym roéznymi drogami z tatwoscia przedostaja si¢ do srodowiska, gdzie
moga wywolywac okres$lone efekty juz w bardzo matych dawkach. Dzieje sie¢ tak dlatego, iz
substancje lecznicze z natury rzeczy zostaly tak zaprojektowane, aby posiada¢ okreslong
aktywno$¢ biologiczng odpowiadajaca za wiasciwy efekt terapeutyczny. Po dotarciu do
srodowiska moga one jednak wywotywaé nietypowe skutki toksykologiczne u tzw.
»organizméw niecelowych”. Czesto przytaczanym przyktadem takiego efektu jest fakt
wyginigcia ponad 95 % populacji sepa bengalskiego w Indiach w wyniku odzywiania si¢ padling
krow leczonych diklofenakiem. Smieré sepéw nie byla jednak wynikiem aktywnosci
przeciwbolowej czy przeciwzapalnej tego leku, lecz wynikata z nieoczekiwanej ostrej
niewydolnosci nerek tych ptakéw [1]. Pomimo tego, iz stezenia lekow w srodowisku sg bardzo
mate (rzgdu ng/l, pg/l) to ich stalty doptyw w polaczeniu z ich wlasciwo$ciami
fizykochemicznymi oraz aktywno$cig biologiczng moze by¢ wystarczajacy do wywotania
negatywnych efektéw toksykologicznych.

Badania nad obecno$cig pozostatosci lekéw w $rodowisku prowadzone sa od 20 lat,
dlatego tez stan wiedzy na ten temat znaczaco si¢ juz poszerzyl. Niedawno opublikowany raport
niemieckiej Federalnej Agencji ds. Srodowiska [2] podsumowuje ponad 1000 artykutow
oryginalnych i prac przegladowych w tym zakresie opublikowanych w minionym czasie. Wyniki
tego przegladu wskazuja na obecnos¢ 631 aktywnych srodkéw farmaceutycznych (lub ich
metabolitow 1 produktow degradacji) w réznorodnych prébkach $rodowiskowych, z czego 17
substancji wykryto we wszystkich pieciu regionach Narodoéw Zjednoczonych. Mimo to, jesli
wezmie si¢ pod uwage liczbe ogdlnie dostepnych aktywnych sktadnikéw lekéw na rynku

(siggajaca ok. 4000), to obraz ten w dalszym ciggu jest niepetny. Rowniez dlatego, ze brakuje
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rzetelnych danych pozwalajacych na dokonanie peilnej oceny ryzyka srodowiskowego (ang.
Environmental Risk Assessment, ERA) tych substancji.

Biorac pod wuwage obecnie obowigzujace wytyczne dotyczace ERA dla
nowowprowadzanych na rynek produktow farmaceutycznych, podobnie jak dla innych
substancji chemicznych, konieczne jest dostarczenie miarodajnych informacji zaré6wno na temat
stopnia narazenia (oceny stopnia zanieczyszczenia S$rodowiska oraz charakterystyki losu
srodowiskowego) jak i faktycznego zagrozenia (charakterystyki ryzyka ekotoksykologicznego).
W chwili obecnej stosowane procedury ERA roznig si¢ nie tylko w zaleznos$ci od kraju, ale takze
od tego, czy dany lek stosowany jest w weterynarii (w krajach Unii Europejskiej: CVMP (2008)
[3], VICH GL 6 (2000) [4], VICH GL 38 (2005) [5]) czy w medycynie (w krajach Unii
Europejskiej: CHMP (2006) [6]). Jedynie dla lekow weterynaryjnych obowigzuja te same
wytyczne w krajach Unii Europejskiej, Stanach Zjednoczonych i Japonii. Niezaleznie od
istniejacych réznic w szczegdtowych rozwigzaniach zalecanych procedur, ocena ryzyka

srodowiskowego produktéw leczniczych moze przebiega¢ w dwoch fazach (Rysunek 1).

FAZA 1

Szacowanie narazenia
(obliczenie PEC)

jesli PEC > ustalona wartos¢ progowa

FAZATII A
Ocena losu $srodowiskowego
i ekotoksycznosci

(wyznaczenie PNEC)
Jjesli PEC/PNEC > 1
4 )
FAZA 11 B
Przeprowadzenie badan
uzupetniajacych
\ J
A
e “
Zakonczenie
Charakterystyka ryzyka
\ J

Rysunek 1. Ogolny schemat postepowania w ocenie ryzyka srodowiskowego substancji leczniczych,
gdzie PEC — (ang. Predicted Environmental Concentration) przewidywane st¢zenie w srodowisku,
PNEC — (ang. Predicted No-Effect Concentration) przewidywane st¢zenie niewywotujace efektu toksycznego
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Proces ERA produktow farmaceutycznych rozpoczyna si¢ od wstgpnej oceny narazenia
(Faza I). Na tym etapie, w zalezno$ci od zastosowania danego leku, obliczana jest warto$¢
parametru PEC, ktora odnosi si¢ do przewidywanego stezenia substancji leczniczej: w glebie
(PECsi1) dla farmaceutykow stosowanych w weterynarii; w wodach powierzchniowych (PECsy)
dla tych $rodkow, ktére podawane sa w medycynie; za wyjatkiem lekow wykorzystywanych
w hodowlach ryb, dla ktérych obliczany jest analogiczny parametr — stezenie wprowadzane do
srodowiska, ElC.quaic (ang. Environmental Introduction Concentration). Powyzsze wytyczne
zawieraja formuly matematyczne umozliwiajace obliczenie wartos$ci tych parametrow.

Niemniej jednak, poza pewnymi wyjatkami, analiza losu $rodowiskowego i skutkow
ekotoksykologicznych (Faza II) jest wymagana tylko wtedy, gdy obliczona warto§¢ PEC bedzie
wigksza niz ustalone warto$ci progowe (ang. action limits), powyzej ktorych szacuje sie, ze dana
substancja lecznicza moze wywiera¢ znaczacy wplyw na $rodowisko. Bioragc pod uwage
wytyczne obowigzujace w krajach UE badania takie podejmowane sa gdy: PECsi > 100 pg/kg,
PECsy > 0,01 pg/l lub EIC.quaiic > 1 pg/l. Natomiast w Stanach Zjednoczonych takie dzialania sa
brane pod uwage, gdy wartos¢ PECg, > 1 pg/l, co wyraznie pokazuje jak znaczace sa roznice
w podejsciu do ERA lekéw w roznych krajach.

W  drugiej fazie dokonuje si¢ oceny losu $rodowiskowego oraz ryzyka
ekotoksykologicznego zardwno dla lekéw stosowanych w weterynarii, jak i medycynie, zgodnie
z procedurami tj. OECD, ISO. Dzigki przeprowadzonym badaniom ekotoksykologicznym
w Fazie I A mozliwe jest wyznaczenie parametru PNEC, ktory jest kluczowy do obliczenia
wspotczynnika ryzyka (ang. Risk Quotient, RQ) — jako stosunku przewidywanego stezenia
srodowiskowego (PEC) i przewidywanego st¢zenia niepowodujacego zmian (PNEC). Czasami
zamiast parametru PEC (o ile dostgpne sa takie dane), brane jest pod uwage wyznaczone
stezenie danego leku w §rodowisku (ang. Measured Environmental Concentration). Ostatecznie
jesli RQ < 1, nie oczekuje si¢ negatywnego wplywu danego leku na srodowisko.

Nalezy podkresli¢, iz zaproponowane w omawianych dokumentach badania
ekotoksykologiczne (przewidziane w Fazie I A) odnoszg si¢ tylko do trzech typdéw organizmow
(. ryb, glondw 1 bezkregowcoOw). Eksperymenty z wykorzystaniem innych gatunkow
dokonywane sg tylko wowczas, gdy stwierdzony zostanie negatywny wptyw badanej substancji
na wczesniej wspomniane organizmy. Ponadto, pod uwage brana jest tylko ocena toksycznosci
substancji wystepujacych pojedynczo. Nie uwzglednia si¢ ani oceny toksyczno$ci mieszanin ani
toksyczno$ci chronicznej, pomimo tego, ze substancje te wystepuja w Srodowisku zwykle

wiasnie w mieszaninach, a takze w sposob ciagly wprowadzane sg do ekosystemu, przez co
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moga wywiera¢ takze negatywne skutki dilugofalowe. Odzwierciedleniem tego sa dane
zamieszczone w  powszechnie dostgpnej bazie WikiPharma (www.mistrpharma.se)
przedstawiajace wyniki dotychczas przeprowadzonych badan ekotoksykologicznych lekow.
Najwiecej dostgpnych informacji odnosi si¢ do bezkrggowcoOw Daphnia magna (29,1 %
wszystkich przeprowadzonych testow), Ceriodaphnia dubia (6,9 %), Thamnocephalus platyurus
(5,5 %), a nastepnie dla bakterii (Vibrio fischeri, 12 %), glondw (Raphidocelis subcapitata
wczesniej Pseudokirchneriella subcapitata, 9,5 %) oraz ryb (8,7 %). Ponadto, zebrane tam
informacje, wskazuja, ze testy toksycznosci ostrej oparte na mikroorganizmach (czas ekspozycji
< 30 min), glonach (czas ekspozycji < 72 h), bezkregowcach (czas ekspozycji < 48 h)
1 kregowcach (czas ekspozycji < 96 h) stanowig 55 % wszystkich zebranych danych [7].
Informacja ta zostata potwierdzona takze przez Santos’a i wspotpr. [8], ktorzy wykazali, ze testy
toksycznos$ci ostrej stanowig wigcej niz 60 % wszystkich przeprowadzonych testow
ekotoksycznosci lekow.

Z tych wilasnie powodéw w literaturze przedmiotu trwa ozywiona dyskusja nad poprawnoscia
ustalonych wartosci progowych stezen lekéw w srodowisku, powyzej ktorych taka oceng nalezy
wykonywac czy tez poprawnej interpretacji wynikow analiz ekotoksykologicznych.

Dlatego tez glownym celem podjetych badan, wyniki ktorych zawarto w niniejszym
osiagnieciu naukowym, bylo dostarczenie mozliwie najwi¢kszej iloSci miarodajnych
danych, ktore pozwolilyby w przyszlosci na dokonanie pelnej i rzetelnej oceny ryzyka
srodowiskowego wybranych grup lekow trafiajagcych do Srodowiska. Przeprowadzone
w tym zakresie badania mozna podzieli¢ miedzy trzy gléwne obszary: (i) pierwszy
i jednoczesnie nadrzedny zwiazany byl z opracowaniem szeregu metod i procedur
analitycznych do oznaczania wybranych substancji z wykorzystaniem techniki
chromatografii cieczowej z detekcja spektrofotometryczng i/lub oparta o spektrometrie
mas. Opracowane narzedzia analityczne wykorzystane zostaly m.in. do (ii) oceny stopnia
zanieczyszczenia wod morskich strefy przybrzeznej poludniowego Baltyku oraz do
iloSciowego opisu proceséw zwiazanych z oceng mobilnosci i stabilnosci wybranych grup
lekow, a takze do (iii) ilosciowego i jakoSciowego opisu obserwowanych efektow
biologicznych w przeprowadzonych testach ekotoksykologicznych.

Obiektem badan objeto 26 lekow powszechnie stosowanych w medycynie i/lub weterynarii,

nalezacych do roznych grup leczniczych i ich wybrane produkty transformacji.
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I1. Opis osiagni¢¢ naukowych

W literaturze przedmiotu mozna odnalez¢ znaczng liczbg publikacji przedstawiajacych
dokonania wielu autorow w zakresie opracowywania nowych metodyk analitycznych
przeznaczonych do oznaczania pozostatosci wybranych lekow w probkach srodowiskowych.
Mimo to, prace te na ogo6t odnosza si¢ do analityki tych substancji w $ciekach surowych
1 oczyszczonych oraz w wodach powierzchniowych. Natomiast odpowiednie rozwigzania
metodologiczne do oznaczen tych analitow w glebach, osadach dennych, a zwtaszcza w wodach
morskich 1 estuariowych sg znacznie mniej dostepne. W odniesieniu do matryc stalych jest to
najprawdopodobniej zwigzane ze znacznie wigksza trudnoscia dobrania odpowiednich
warunkow izolacji 1 wzbogacania analitoéw, tym samym zapewniania odpowiednio efektywnych
warunkow ekstrakcji do ich wiarygodnego oznaczania. Z kolei w przypadku probek wod
morskich stosunkowo dilugo istnialo przekonanie, ze na skutek wysokiego rozcienczenia, do
jakiego dochodzi po przedostaniu si¢ takich substancji do zbiornika morskiego, zagrozenie jakie
one za sobg niosg jest niskie, a zatem nie bylo brane pod uwage. Jesli jednak wezmie si¢ pod
uwage chocby uwarunkowania hydrologiczne morz takich jak Baltyk, charakteryzujacego si¢
znaczaco ograniczong wymiang wod z Morzem Potnocnym, mozna przez analogi¢ do typowych
zanieczyszczen organicznych i1 nieorganicznych zatozy¢, iz rowniez w przypadku tzw.
,howopojawiajacych si¢” czy ,,pseudo—trwatych” zanieczyszczen moze dochodzi¢ do znaczacej
ich kumulacji zwlaszcza w strefie przybrzeznej. Oczywiscie pod uwagg nalezy takze wzig¢ fakt,
iz substancje te po przedostaniu si¢ do $rodowiska morskiego begda mogly podlegad
réznorodnym przemianom biotycznym i abiotycznym (tj. biodegradacji, hydrolizie czy fotolizie)
czy tez sorpcji do osadoéw 1 zawiesin. Mimo tego fakt, iz s3 one wprowadzane w sposob ciagly,
zagrozenie, jakie moga za sobg nies¢ nie powinno by¢ lekcewazone.

Biorgc pod uwage powyzsze, a takze bardzo ograniczony stan wiedzy na temat stopnia
zanieczyszczenia wod morskich (nie tylko Morza Baltyckiego, ale takze innych zbiornikoéw
morskich na calym S$wiecie) istniala potrzeba dysponowania odpowiednimi narzedziami
analitycznymi pozwalajagcymi na oznaczanie pozostato§ci wybranych lekow w tego typu
probkach srodowiskowych na odpowiednio niskich poziomach stezen oraz przy stosunkowo
wysokim zasoleniu. W tym konteks$cie niezmiernie wazne stalo si¢ takze zaproponowanie takich
rozwigzan metodologicznych, ktére prowadzityby do uzyskiwania miarodajnych wynikow
analitycznych. Zapewnienie bowiem odpowiedniej wiarygodnosci i jakosci uzyskiwanych
danych jest w dalszym ciagu ,,pieta Achillesa” w wielu dostepnych doniesieniach literaturowych.

Niejednokrotnie bowiem procedura walidacyjna opisana jest w sposob bardzo lakoniczny,
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a analiza jako$ciowa przeprowadzona jest w oparciu o niewystarczajace kryteria. Autorzy nie
definiuja takze jak wyznaczyli warto$ci odzysku. Wszystko to uniemozliwia rzetelne
poréwnywanie prezentowanych w literaturze rozwigzan analitycznych. Ponadto, poza dwoma
artykutami naukowymi [9-10] autorzy analizowanych prac catkowicie pomijaja wyznaczenie
rozszerzonej niepewno$ci uzyskiwanych wynikdw oznaczen pozostatosci lekoéw w probkach
srodowiskowych, mimo tego, ze jest to niezmiernie wazne w przypadku oznaczania
jakichkolwiek sladowych zanieczyszczen §rodowiska.

Z tych wzgledéw zadania badawcze w obszarze analitycznym w pierwszej kolejnosci
zostaly skierowane na opracowanie autorskiej metodyki oznaczania wybranych lekow
w probkach wod morskich z wykorzystaniem techniki wysokosprawnej chromatografii
cieczowej sprz¢zonej z tandemowa spektrometrig mas (LC-MS/MS) [H1-H2]. W pracach tych
po raz pierwszy zaproponowano nowe podejscie metodologiczne do oznaczania pozostatosci
lekow w probkach $rodowiskowych. Istnialo bowiem podejrzenie, ze substancje te wraz ze
sptywem wod powierzchniowych, jak i wodami odprowadzanymi z hodowli ryb prowadzonych
wzdhuz strumieni rzek pomorskich, czy wraz z odprowadzanymi §ciekami oczyszczonymi,
wprowadzane moga by¢ do ekosystemu morskiego i estuariowego.

W pierwszej kolejnosci obiektem badan byty wybrane antybiotyki powszechnie stosowane
glownie w weterynarii (trimetoprim, sulfatiazol, sulfapirydyna, enrofloksacyna, sulfamerazyna,
sulfametazyna,  sulfametiazol,  sulfachloropirydazyna, sulfametoksazol, sulfisoksazol
i sulfdimetoksyna) [H1]. Oprocz dobrania odpowiednich warunkéw rozdzielenia
chromatograficznego (Rysunek 2, [H1]), ktore w przysziosci umozliwity dotaczenie kolejnych
analitéw do jednego przebiegu analizy ([H2]) najwazniejszym wyzwaniem stato si¢ opracowanie
wlasciwej dla sladowych zawartosci analitoéw analizy ilo$ciowej. Oparto ja o tryb monitorowania
wybranych reakcji fragmentacji (MRM), bioragc pod uwage charakterystyczne przej$cia jon
pseudomolekularny — jon fragmentacyjny (Tabela 1, [H1]). Poniewaz roznorodne skladniki
poszczegoOlnych probek moga wywiera¢ znaczacy wpltyw zaré6wno na efektywnos$¢ ekstrakcji
(EE) i efekty matrycowe (ME) obserwowane w zrddle jondw, a zatem i na warto$¢ odzysku
bezwzglednego (AR), wyznaczano te parametry nie tylko na etapie dobierania warunkow
ekstrakcji (Tabela 2, [H1]), ale takze kazdorazowo podczas analizy kazdej prébki. Miato to na
celu zapewnienie odpowiedniej jakos$ci 1 wiarygodnos$ci uzyskiwanych wynikow.

Oprocz  rozbudowanej  metodyki  walidacyjnej  czynnikiem  odrdzniajacym
zaprezentowane podejscie analityczne [H1] od podobnych rozwigzan bylo odmienne podejscie

do selektywnej ekstrakcji tych zwigzkéw z wody morskiej, poprzez wykorzystanie dyskow do
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przyspieszonej ekstrakcji (ang. SPE speed disks). Ich geometria oraz mniejsza $rednica ziarna
(8 — 12 um) niz w klasycznych kolumienkach SPE (40 — 80 pm), powoduja iz charakteryzuja si¢
one wicksza powierzchnig sorpcyjng, a takze pozwalaja na zastosowanie wigkszych
przeplywow, prowadzac tym samym do mozliwo$ci ekstrahowania probek o wigkszej objetosci
w krotszym czasie. W efekcie prowadzi to do obnizenia granic oznaczalno$ci i wykrywalnosci —
co ma szczegdlne znaczenie w analizie probek wod morskich. Aby zapewni¢ odpowiednie
warunki tejze ekstrakcji przetestowano kilka metod (Tabela 2, [H1]). Dobrano je na podstawie
dostepnych danych literaturowych dla innych analitow, jak 1 wczesniejszych doswiadczen. Za
najlepsza metode uznano Metode 4 (Tabela 2 i 3, [H1]), ktora charakteryzowatla si¢ nie tylko
satysfakcjonujacymi wartosciami EE (> 50 %), ale takze ME (-50 % < ME < 50 %) i tym samym
AR (> 30 %). Kluczowym aspektem w obnizeniu obserwowanej wysokiej wartosci efektow
matrycowych (glownie tlumienia jonizacji analitow) na skutek obecnosci szeregu substancji
przeszkadzajacych byto wprowadzenie dodatkowego etapu przemycia heksanem, co znalazto juz
wczesniej swoje zastosowanie takze do ekstrakcji beta-blokerow i beta-antagonistow z probek
srodowiskowych [11].

Opracowang metodyke poddano procesowi walidacji. Jednakze, tak jak wczesniej
wspomniano, w celu zapewniania jak najwyzszej jako$ci prezentowanych tego typu wynikow
badan, w pracy tej [H1] po raz pierwszy przedstawiono caly proces obliczenia rozszerzonej
niepewnosci (Rozdzial 2.7, Tabela S2 [H1]), opierajac si¢ o tak zwany Diagram Ishikawy
(Rysunek 2). Prezentuje on wplyw niepewnosci poszczegdlnych parametrow procesu
analitycznego na wartos¢ catkowitej niepewnosci wyniku koncowego oznaczania wybranych

farmaceutykow w probkach srodowiskowych.
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Kalibracja - u,, Objetosc probki - uy,, 4,
Przygotowanie quzialka
roztworéw . Przygotowanie (precyzja) Ska.h
wzorcowych krzywej \>— _naczyma
. s pomiarowego

Pomiar stezen kalibracyjnej

roztworéw Stezen

wzorcowych . % tezenie

‘ =
. — analitu
MDL - uy, powtarzalnos$¢ - u,,, poprawnosc - u,,,,

gdzie:
Ui — niepewnos¢ zwigzana z etapem kalibracji,
Uyprobii) — NiEpeWNoS$¢ zwigzana z wyznaczeniem objetosci probki przeznaczonej do przeprowadzenia procesu
ekstrakcji,
uyp,— niepewnos$¢ wyznaczenia stezenia analitu dla $lepej probki (zalezna od wyznaczonej granicy
wykrywalnosci),
Upow — NiEpewnos¢ zwigzana z powtarzalnoscig uzyskiwanych wynikow analitycznych,
Upopr — NIEPEWNOSE ZWigzana z wyznaczeniem poprawnosci opracowanej metodyki.

Rysunek 2. Diagram Ishikawy dla opracowanej procedury analityczne;j

Ostatecznie wyznaczone parametry metrologiczne, jak i warto$¢ rozszerzonej niepewnosci
(Tabela 4, [H1]) swiadczyly o wysokiej aplikacyjno$ci zaproponowanej metodyki analityczne;.
Zostata ona wykorzystana do przeprowadzania pionierskich badan nad oceng stopnia
zanieczyszczenia wod morskich strefy przybrzeznej poludniowego Baltyku, udowadniajac
obecnos$¢ pozostatosci roznych substancji leczniczych w szerokim zakresie stezen.

W dalszym etapie opracowang metodyke poddano modyfikacji i ostatecznie znalazta ona
swoje zastosowanie do oznaczania nast¢pujacych lekow: trimetoprim, sulfapirydyna, sulfatiazol,
enrofloksacyna, sulfamerazyna, sulfametazyna (sulfadimidina), sulfametoksazol, kwas
oksolinowy, sulfadimetoksyna, ketoprofen, naproksen, ibuprofen i diklofenak. Do oznaczen
koncowych wykorzystano technike LC-MS/MS w trybie MRM, opierajac si¢ na monitorowaniu
az trzech charakterystycznych przej$¢ dla danego analitu (Tabela S1, [H2]). Takze i tu
wyznaczono satysfakcjonujace parametry ME, AR, oraz EE oraz rozszerzong niepewnos$¢
otrzymywanych wynikow analitycznych (Tabela 3 [H2]), a metode zastosowano do oznaczen
farmaceutykow w wodach morskich wzdhuz calego wybrzeza Polski péinocnej (Rysunek 1,
Tabela 2, [H2]) w 17 punktach uwzgledniajacych wyznaczenie stgzen wybranych lekéw nie
tylko w profilach poziomych, ale i pionowych. Na podstawie przeprowadzonej analizy
statystycznej omawianych wynikéw (Rozdzial 2.6 i 3.1.1, Tabela S3 oraz Rysunki S1-S3 [H2])
nie stwierdzono jednak bardzo wyraznych zalezno$ci pomigedzy wyznaczonymi warto$ciami

parametrow ME, AR czy EE badanych probek a ich zasoleniem czy zawarto$cig materii
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zawieszonej, co dowodzi wplywu innych parametréw fizyko-chemicznych wod na wielkos¢ tych
parametrow.

Uzyskane wyniki analiz (Tabela 4a i 4b, [H2]) wskazuja na powszechna obecnos¢
réznorodnych lekow w pobranych probkach wod morskich, w stgzeniach siggajacych od kilku
do ponad stu ng/l. Trimetoprim wykryto w 95 % analizowanych probek, za$ sulfametoksazol
i enrofloksacyne odpowiednio w 68 % 1 59 %. Czestotliwo§¢ wykrywania pozostatych lekow
miedcita si¢ w zakresie od 4 do 40 %, co wynika najprawdopodobniej z ich odmiennego
zachowania si¢ (stabilnosci) w warunkach $rodowiskowych. Ponadto potwierdzono, ze
najwyzsze stezenia badanych substancji znajduja si¢ w sasiedztwie ujs¢ rzek i wylotow
kolektorow s$ciekow oczyszczonych. O ile nie zaobserwowano znaczacych zmian w st¢zeniach
lekow wraz z glebokos$cig, to dla niektérych substancji potwierdzono malejacy gradient stezen
wraz oddalaniem si¢ od brzegu czy uj$¢ rzek, ktére zdaja si¢ by¢ kluczowym zrédlem lekow
w $§rodowisku morskim.

W toku prowadzonych prac opracowano takze szereg innych metodyk analitycznych, ktore
pozwolily na dokonanie oceny stopnia zanieczyszczenia roznych komponentow §rodowiska, ze
szczegbdlnym uwzglednieniem gleb, osadéw dennych, osadéw morskich oraz wod i tkanek ryb.
Opublikowane wyniki badan w tym zakresie weszly w sktad dorobku uzupeiiajacego —
opisanego w dalszej czg$ci niniejszego Autoreferatu.

Wszystkie opracowane metody analityczne oraz ich kolejne modyfikacje zostaly
wykorzystane w dalszym toku badan do ilosciowej oceny badanych proceséw sorpcji
i stabilnosci w przeprowadzonych badaniach modelowych jak i préby wyjasnienia
obserwowanych efektow biologicznych w zrealizowanych eksperymentach
ekotoksykologicznych [H4-H12]. Kazda z zastosowanych metod analitycznych poddawano po
raz kolejny procesowi walidacji obejmujacej wyznaczenie liniowosci, zakresu pomiarowego,
precyzji, prawdziwosci, granicy wykrywalnosci i oznaczalnosci wobec danej matrycy
analitycznej. Dokladny opis tych metod oraz ich wyznaczone parametry walidacyjne zostaty
zamieszone w publikacjach [H4-H12] i schematycznie podsumowane w Tabeli 1.

Zebrane w toku przeprowadzonych badan analitycznych do$wiadczenie oraz zdobyta
wiedza staly si¢ podstawa pracy przegladowej [H3], prezentujacej najwazniejsze wyzwania
w analityce pozostatosci farmaceutykow w wybranych komponentach $rodowiska tj. wodach

morskich i pitnych, glebach i osadach dennych.
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Tabela 1. Wykaz opracowanych i zastosowanych w toku badan metod oznaczania koncowego wybranych lekow
i ich produktéw transformacji

Opis dobranych Charakterystyka
. Wykorzystana . . .
Analit A Publikacja warunkow metody parametrow
technika . . . .
analitycznej walidacyjnych
Tabela 1S (badania

Rozdziat 2.4 (zar6wno

propranolol, metoprolol, i , . sorpcyjne)
nadolol HPLC-UV [H4] g;)aza;ia;;ﬁipg;n};}; Tabela 2S (badania
Y yezny hydrolityczne)

Rozdzial 2.5

Rozdziat 2.5 (dla metoprololu

cyklofosfamid, ifosfamid, HPLC-UV [H5] (dla metoprololu ok
metoprolol .. parametry takie jak w
warunki jak w [H4])
[H4])
Rozdziat 2.3
propranolol, metoprolol, (warunki takie jak w Tabela 1S (badania
nadolol HPLC-UV [H6] [H4] dla badan ekotoksykologiczne)
sorpcyjnych)
Rozdziatl ,,Materials Rozdzial ,,Results and
fenbendazol, flubendazol HPLC-DAD [H7] and Methods - Discussion-Instrumental
Instrumental analysis” Analysis”
5-fluorouracyl,
cyklofosfamid, ifosfamid,
imatynib, metotreksat, HPLC-UV/ [HS] Tabela 2A Tabela 2A
LC-MS/MS
7-hydroksymetotreksat,
tamoksyfen
sulfametoksazol,
sulfadimetoksyna, HPLC-UV [HI] Tabela 2 Tabela 2
sulfapirydyna, trimetoprim
sulfametoksazol,
sulfadimetoksyna, Tabela A2
sulfapirydyna, HPLC-DAD [H10] (modyfikacja Tabela A2

sulfadimidyna, sulfatiazol,

sulfanilamid, kwas warunkow z [H9])

sulfanilowy
mi niny fenbendazol Rozdziat 2.7 Parametry walidacyjne
eszaniny IENbENCAZOM — ppy C.DAD [H11]  (warunki takie same jak ametry 4
i flubendazolu takie jak w pracy [H7]
w [H7])
sulfametoksazol,
sulfadimetoksyna
. ’ Tabela 2
sulfapirydyna, HPLC-UV/ .
sulfadimidyna, sulfatiazol, ~ LC-MS/MS [H12] (modyfikacja Tabela 2
S warunkéw z [H10])
sulfanilamid, kwas
sulfanilowy

Niemal zawsze ostatecznym rezerwuarem zanieczyszczen farmaceutycznych staja si¢
wody naturalne, zar6wno powierzchniowe jak i podpowierzchniowe. Nalezy jednak pamigtad, iz
istotnym $rodowiskowym komponentem transportowym i depozycyjnym sa gleby. Srodowisko
to jest szczegdlnie narazone na te zanieczyszczenia w przypadku, gdy dochodzi do jego
uzyzniania z uzyciem osadu czynnego czy obornika zanieczyszczonego pozostalo$ciami lekow.
Udowodniono, ze st¢zenie lekow w gruntach uprawnych traktowanych nawozem naturalnym

moze siega¢ od kilku do nawet kilku tysigcy pg/kg [12]. Transport chemikaliow w srodowisku
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glebowym zalezy od intensywnosci ich sorpcji na powierzchni czastek gleby. Natomiast proces
sorpcji wptywa bezposrednio na biodostepnos¢ tych substancji chemicznych, a zatem odgrywa
kluczowa rolg¢ w ocenie narazenia organizmow zywych na ich obecno$¢ w srodowisku.

Z tych wzgledow, w dalszej czesci badan dokonano po raz pierwszy szczegéolowej
oceny mobilnosci wybranych lekéow nalezacych do dwoéch powszechnych grup
terapeutycznych (beta-blokeréw [H4] i lekéw cytostatycznych [H5]). Badania nad oceng
potencjalu sorpcyjnego Dbeta-blokerow poszerzono dodatkowo o ich oceng stabilnosci
hydrolitycznej [H4], ktora do tej pory nie byta przedmiotem szczegdétowych badan.

Beta-blokery (BB) naleza do grupy lekéw beta-adrenolitycznych powszechnie
stosowanych w leczeniu chordb kardiologicznych, zwtaszcza w leczeniu nadci$nienia tgtniczego
oraz chorobie niedokrwiennej serca. Znajduja one takze swoje zastosowanie w weterynarii oraz
nielegalnie jako $rodki dopingujace w sporcie. Ich zuzycie na §wiecie jest bardzo wysokie, np.
w Niemczech sigga 100 ton rocznie [13]. Wiadomo, iz c¢zg§¢ z nich jest
w niewielkim stopniu wchtaniana przez organizm i jedynie czg$ciowo metabolizowana oraz, ze
ich efektywno$¢ usuwania na etapie oczyszczania $ciekow jest niewielka. Wszystko to
powoduje, ze w wielu regionach $wiata sg one wykrywane w roznych komponentach §rodowiska
na poziomie stezen pg/l. Mimo tego wiedza na temat ich zdolnosci do kumulowania si¢
w mediach porowatych, ze szczegdlnym uwzglednieniem gleb naturalnych, jest niewielka. Ze
wzgledu na powszechno$¢ stosowania oraz wykrywania w probkach $rodowiskowych (Tabela
1, [H4]) do badan wytypowano trzy leki nalezace do tej grupy: metoprolol (MET), propranolol
(PRO) oraz nadolol (NAD).

Badania nad oceng potencjalu sorpcyjnego wybranych przedstawicieli BB
przeprowadzono zgodnie z procedura OECD 106 [14] (Rysunek 1S cze$¢ A, [H4])
w warunkach testu statycznego (ang. batch test) z wykorzystaniem trzech typow gleb roéznigcych
si¢ parametrami fizykochemicznymi (R20, R13, R21) (Tabela 2, [H4]). Pulg gleb uzupetniono
o kaolinit — minerat ilasty, ktory dzigki braku materii organicznej stanowi doskonaly materiat
referencyjny odzwierciedlajacy jedynie oddzialywania z frakcja mineralng. Test statyczny jest
cennym narz¢dziem do wyznaczenia rownowagowego wspOlczynnika adsoprcji Ky, ktory
charakteryzuje podziat zwiazku chemicznego pomiedzy faz¢ wodng a stala, a zatem jego
wyznaczenie opiera si¢ na stalym stosunku gleba/roztwdr wodny. Jest on niezwykle przydatny
do okreslenia wptywu zmiennych warunkéw $rodowiskowych na proces sorpcji danej substancji,

tj. pH, sily jonowej roztworu glebowego czy temperatury panujacej w uktadzie.
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Uzyskane wyniki badan (Rysunek 1 i Tabela 3, [H4]), schematycznie zaprezentowane
réwniez na Rysunku 3, pozwolily jednoznacznie wskaza¢, iz mobilno$¢ tych lekéw
w $rodowisku glebowym maleje wraz ze wzrostem ich hydrofobowosci (logPpro = 3,48;
logPver = 1,95; logPnap = 0,81) oraz wzrostem zawartosci materii organicznej (OC)
1 pojemnos$ci wymiany kationowej gleby (CEC) (Tabela 3, [H4]). Najwyzsze wartosci
réwnowagowych wspotczynnikéw sorpcji 1 najnizsza warto$¢ stopnia desorpcji zaobserwowano
dla gleby R13, charakteryzujacej si¢ najwigkszymi wartosciami wymienionych parametrow.
Natomiast dla kaolinitu — sorbentu niezawierajacego materii organicznej — wartosci Ky byly

najnizsze, a stopien desorpcji najwyzszy.

Sorpcja, K, [/kg] Desorpcja, D [%]
200 100
K ®R20 “R21 HERI13 80 K ®R20 “ R21 ®R13
150
60
100 ]
40 L
50 . 20 -5 '
0 = = i 0 ™
PRO MET NAD PRO MET NAD
K R20 R21  RI3
PHy 600 562 622 665
OC [%] 0 2,1 149 194
CEC [cmol(+)/kg] 3,0 6,2 531 856
Frakcja ilasta [%] 100 11,3 7.2 16,7

Rysunek 3. Wyznaczone warto$ci rtownowagowych wspotczynnikow adsorpcji oraz stopien desorpcji BB
w warunkach przeprowadzonego eksperymentu zgodnie z wytycznymi OECD 106
(rysunek sporzadzony na podstawie danych przedstawionych w Tabeli 2 i 3 w [H4])

Wykazano takze, ze sorpcja BB do gleb jest tyko czg$ciowo odwracalna (maksymalny
stopien desorpcji z gleby wynidst 48,6 = 1,4 %), zas ich desorpcja jest odwrotnie proporcjonalna
do wzrastajacej zawartosci materii organicznej w glebie. Wyznaczone wartos$ci K4 pozwalaja na
stwierdzenie, ze BB charakteryzuja si¢ mniejsza mobilnoscig, a tym samym i mniejsza
biodostgpnoscia, co moze ograniczaé ich przedostawanie si¢ w gtab obszaréw wodono$nych niz
np. sulfonamidy [15-16]. Podejmujac probe opisu uzyskanych wynikow eksperymentalnych oraz
ustalenia mechanizmu sorpcji wybranych BB do gleb wykazano, ze sposrod czterech izoterm
(Freundlicha, Langmuira, Dubinia-Radushkevicha, Temkina) (Rysunek 3S-5S, [H4]) najlepsze
dopasowanie wystepuje w przypadku zastosowania izotermy Freundlicha (Tabela 4, [H4]).
Mimo iz izotermy Dubinina-Radushkevicha i Temkina wykazaly gorsze dopasowanie, wskazuja

one rdwnoczes$nie na mate prawdopodobienstwo istnienia chemisorpcji czy tez oddziatywania
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wynikajacego z przeniesienia fadunku (izoterma Temkina). Pomimo iz zwigzki te, w oparciu
o ich wlasciwosci kwasowo-zasadowe, sg organicznymi zasadami i w warunkach eksperymentu
(Rysunek 28, [H4]) wystepowaly w postaci kationu, izoterma Dubinina-Radushkevicha nie
wykazala dobrego dopasowania do danych eksperymentalnych. Wiaze si¢ to
najprawdopodobniej z dalece bardziej zlozong struktura chemiczng (réznorakie mozliwosci
oddziatywan molekularnych) niz proste kationy nieorganiczne, dla ktorych model izotermy
Dubinina-Radushkevicha jest zwykle dobrze dopasowany (obliczona warto$¢ $redniej energii
swobodnej Ep w uktadzie potwierdzalaby istnienie oddziatywan jonowych). Ponadto, biorac pod
uwage warto$ci Ky innych silniej sorbowanych substancji, dla ktérych opisany mechanizm
wymiany jonowej zostal potwierdzony w wyznaczonych warto$ciach $rednich energii
swobodnej Ep oraz wyznaczone wartosci tego parametru dla BB, mozna sadzié, iz sg one zbyt
mate dla jednoznacznego potwierdzenia wymiany jonowej matematycznym modelem. Mozna
zatem podejrzewac, iz w przypadku BB dodatkowo moga wystepowaé odziatywania donorowo-
akceptorowe, typu n — n czy wigzania wodorowe. Dalsza interpretacja izoterm wskazata, iz
sorpcja BB na heterogenicznej powierzchni moze mie¢ takze charakter wielowarstwowy.

Wyrazny spadek potencjalu sorpcyjnego BB w pH > pK, tych lekow (a zatem wraz ze
zmniejszajacym si¢ udzialem formy kationowej na korzy$¢ formy obojetnej) (Rysunek 2, [H4])
jak 1 wraz ze wzrostem sily jonowej (Rysunek 3, [H4]) pozwolit jednoznacznie wskaza¢, iz
mechanizm wymiany jonowej jest wysoce prawdopodobny. Leki te bowiem sa zwigzkami
o charakterze zasadowym, a zatem w pH ponizej ich pKa wystepuja w formie kationu — silnie
oddzialywujacego z ujemnie natadowang powierzchnig gleby (Rysunek 2S, [H4]). Wyjasnia to
takze obserwowany spadek potencjatu sorpcyjnego wraz ze wzrostem sily jonowej, czyli wraz ze
wzrostem zawartoéci jonéw Ca’’ w roztworze wodnym konkurujacych z kationami BB
o miejsca aktywne na powierzchni gleby.

Badania nad oceng potencjalu sorpcyjnego BB rozszerzono o oceng¢ ich stabilno$ci
hydrolitycznej zgodnie z wytycznymi OECD 111 [17] (Rysunek 1S czes¢ B, [H4]). Na
podstawie uzyskanych wynikéw badan (Rysunek 4, [H4]) po raz pierwszy udowodniono, ze
substancje te wykazuja wysoka odporno$¢ do ulegania procesowi hydrolizy w warunkach
srodowiskowych (t12> 1 rok w temperaturze 25 °C), dostarczajac tym samym wiarygodnych
danych na temat ich zachowania si¢ w ekosystemie. Majac na uwadze ich relatywnie wysoka
odporno$¢ hydrolityczng, a takze ograniczong immobilizacj¢ w strukturach gleby (poréwnujac
wyznaczone wartosci wspotczynnikow Ky dla BB (Kg4 < 160,8 1/kg) do innych typowych

zanieczyszczen Srodowiska (Kq> 1000 I/kg) mozna sadzié, iz substancje te beda kumulowaly si¢
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w $rodowisku wodnym. Z tych tez wzgledow badane leki wzigto pod uwage
w przeprowadzonych badaniach ekotoksykologicznych, majacych na celu scharakteryzowanie
zagrozen jakie one niosg za sobg wobec wybranych organizmow [H6], co zostanie omowione
w dalszej czes$ci Autoreferatu.

Podjeto takze udang prébe oceny mobilnosci dwoch wybranych lekow stosowanych
w terapiach przeciwnowotworowych nie tylko z wykorzystaniem testu w uktadzie statycznym,
ale takze dynamicznym (ang. column test) [H5] w oparciu o procedury zaproponowane przez
Niemiecki Instytut Normalizacyjny odpowiednio E DIN 19527 [18] i DIN 19528 [19]. Sa to
pierwsze tego typu badania na Swiecie. Eksperymenty te prowadzono z wykorzystaniem dwoch
rodzajow gleb roznigcych si¢ parametrami fizykochemicznymi (Tabela A.1, [HS5]): piasku
ilastego (LS) i piasku o $rednim uziarnieniu (MS). Obiektem badan objeto dwa najczescie]
stosowane w terapiach przeciwnowotworowych leki: cyklofosfamid (CK) i ifosfamid (IF), ktore
stosowane sg od wielu lat. Leki cytostatyczne, do ktérych sg one zaliczane, ze wzgledu na swoja
wysoka aktywno$¢ (prowadza one do inhibicji syntezy DNA w komorce), cytotoksyczno$é
1 genotoksyczno$¢ [20], uwaza sig¢, iz moga one stanowi¢ bardzo powazne zagrozenie nie tylko dla
organizmow zyjacych w §rodowisku, ale posrednio takze dla zdrowia cztowieka. Mimo to, stan
wiedzy na temat obecnosci, losu oraz zagrozen, jakie moga one nies¢ jest niewielki.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan, stwierdzono, ze CK i IF wykazuja znacznie
wigkszg zdolno$¢ do przenikania do wod gruntowych niz omawiane wczesniej beta-blokery.
Wymywane sg one z kolumn glebowych juz w pierwszej frakcji o stosunku fazy wodnej do
glebowej L/S wynoszacym 0,3 I’kg dla gleby MS (90 % wymycie) oraz w drugiej frakcji o L/S
0,75 l/kg dla gleby LS (90 % wymycie) (Rysunek A.1 i A.2, [H5]). Na tej podstawie
zaobserwowano, ze wymywanie bylo wolniejsze w przypadku gleby LS, co sugeruje, ze sorpcja
CK 1 IF jest preferowana w glebach o wigkszej zawarto$ci materii organicznej, jak i wigkszym
udziale frakcji ilaste;.

W badaniach tych uwzgledniono takze ocen¢ wplywu obecnosci innego
zanieczyszczenia na zachowanie si¢ tych zwiazkow w strukturach gleby. W rutynowych
badaniach sorpcyjnych jakichkolwiek zanieczyszczen zwykle nie prowadzi si¢ tego typu
eksperymentow, a jak wynika z uzyskanych danych ma to istotny wplyw na intensywnos$¢
i odwracalno$¢ sorpcji. Jako modelowa substancje — majac na uwadze wcze$niej omoOwione
wyniki badan — wybrano metoprolol. Spodziewano si¢ bowiem, ze zwigzek ten bedzie
wykazywat znacznie mniejszg mobilnos¢ w warunkach testu dynamicznego niz omawiane leki

przeciwnowotworowe. Dodatkowo forma kationowa, w jakiej wystepowacé bedzie w warunkach
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eksperymentu, moze sprzyja¢ dodatkowym oddzialywaniom z lekami przeciwnowotworowymi,
prowadzac do ich odmiennego zachowania w $rodowisku glebowym. Bioragc pod uwage
wyznaczone wartosci stezen kumulatywnych (Rysunek A.1 i A.2, [H5]) w poszczegdlnych
frakcjach, potwierdzono, ze metoprolol charakteryzuje si¢ nie tylko znacznie mniejsza
mobilnoscig niz dwa wybrane leki przeciwnowotworowe, ale przede wszystkim znaczaco obniza
mobilnos$¢ IF (o 29 % dla gleby MS i 0 26 % dla gleby LS) i CK (o 21 % dla gleby LS, ale
nieznaczaco dla gleby MS) w §rodowisku glebowym.

Biorac pod uwage wyznaczone dodatkowe parametry fizykochemiczne zbieranych frakcji
(4. pH, przewodnos$¢, metnose, zawartos¢ catkowitego wegla organicznego) (Tabela B.1, [H5])
w trakcie testu dynamicznego mozna domniemaé, iz wybrane do badan leki
przeciwnowotworowe w warunkach prowadzonego eksperymentu obecne s3 w formie aniondw
na skutek odszczepienia protonu przy grupie fosfoamidowej, ktore to wykazuja wigksze
powinowactwo do dodatnio naladowanych czasteczek metoprololu zaadsorbowanych na ujemnie
natadowanej powierzchni gleby. Mozliwos¢ zaj$cia sorpcji wielowarstwowej jest zgodna
z wczesniej poczynionymi obserwacjami w ramach badan potencjatu sorpcyjnego BB w tescie
statycznym [H4]. Ponadto, bioragc pod uwage zaobserwowang odwrotnie proporcjonalng
zalezno$¢ przewodnosci od metnosci zbieranych frakcji nie mozna takze wykluczy¢ transportu
CK i IF na czastkach stalych gleby, mimo obserwowanej zmniejszonej mobilno$ci w obecnosci
metoprololu. Jest to zgodne z wynikami testu statycznego jaki przeprowadzono dla tych
zwigzkoéw. (Rysunek B.1, [H5]). W przypadku testdow bez obecnosci wspdizanieczyszczenia
stezenia badanych lekéw przeciwnowotworowych byly nizsze w tescie statycznym niz
dynamicznym. Moze by¢ to wynikiem dodatkowego tadunku eluowanych z kolumny zwigzkow
wnoszonego wraz z wymywang frakcja zawieszong, podczas gdy w tescie statycznym, frakcja ta
jest catkowicie odwirowana.

Uzyskane wyniki badan nad oceng mobilnosci roéznych strukturalnie BB, jak
i przedstawicieli lekow przeciwnowotworowych wskazuja, iz obie grupy farmaceutykdéw po
przedostaniu do $rodowiska niosg ze sobg wysokie ryzyko mobilnosci prowadzacej do ich
przenikania zaré6wno do wod powierzchniowych oraz podpowierzchniowych.

Majac na uwadze dotychczas omowione wyniki badan oraz wczesniej wspomniane
problemy zwigzane z obecnie obowigzujacymi wytycznymi dotyczacymi oceny ryzyka
srodowiskowego lekow, przeprowadzone zostaty dogtebne badania ekotoksykologiczne, ktorych
schemat przedstawiono na Rysunku 4. Obejmowaty one w pierwszej kolejnosci wyznaczanie

dotad nie poznanej toksycznosci wielu lekow (jako substancji pojedynczych) i ich wybranych
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produktow transformacji z wykorzystaniem baterii biotestOw opartej o organizmy reprezentujace
rdézne poziomy organizacji biologicznej [H6-H10].

Nastepnie dla najbardziej toksycznych substancji oraz najbardziej wrazliwych organizméw
dokonano oceny toksycznosci mieszanin [H10-H11], jak i toksycznosci chronicznej [H12].
W badaniach tych zastosowano techniki chromatografii cieczowej z r6znymi systemami detekcji
(Rysunek 4), co umozliwito zar6wno wyznaczenie frakcji biodostepnej badanych substancji dla
poszczegoOlnych organizméw, jak i okreslenie ich stabilno$ci w warunkach prowadzonych
biotestow. Mialo to na celu uniknigcie niedoszacowania ryzyka oraz wyjasnienie potencjalnych
przyczyn  obserwowanych  efektow  biologicznych. Takie holistyczne podej$cie
(uwzgledniajace zastosowanie technik analitycznych w testach ekotoksykologicznych)
dalece bardziej uwiarygadnia obserwacje biologiczne. Podejscie to odbiega znaczaco od
dotychczasowych rutynowo prowadzonych w tym obszarze na calym Swiecie. Tym
bardziej nalezy zywi¢ nadzieje, ze stanie si¢ ono standardem metodycznym ekotoksykologii
»nowopojawiajacych” si¢ zanieczyszczen Ssrodowiska, biorac pod uwage uzyskane

i przedstawione w tym osiagnie¢ciu wyniki badan.

|

Dla najbardziej toksycznych substancji
i wrazliwych organizméw

|

Analizy chemiczne (HPLC-UV, LC-MS (TIC), LC-MS/MS, LC-MS/MS(MRM))

[ Wyznaczenie frakcji biodostepnej, stabilnosci celem unikniecia niedoszacowania J

ryzyka i wyjasnienia przyczyny obserwowanych efektéw biologicznych

Test inhibicji wzrostu
rzesy wodnej
Lemna minor
7d/14d

£

Test hamowania wzrostu
glonow zielonych
S. vacuolatus (24 h),
R. subcapiatata (72 h),
C. vulgaris (48,72 h)

Test unieruchomienia
skorupiakow
Daphnia magna,
48h

Bateria biotes

Test inhibicji baterii Test inhibicji wykorzyst
glebowych luminescencji bakterii w bada
Arthrobacter globiformis, Vibrio fischeri,
4h 30 min

Rysunek 4. Schemat przeprowadzonych badan ekotoksykologicznych
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W ponizszych tabelach (Tabela 2a oraz 2b) przedstawiono zbiorczo wszystkie dane
ekotoksykologiczne uzyskane w toku badan, ktére opublikowane zostaty w pracach [H6-H12].
Wszystkie testy przeprowadzone zostaly zgodnie z wytycznymi OECD czy DIN, co zostalo
szczegdtowo opisane w pracach [H6-HI11]. Na podstawie wyznaczonych warto$ci parametru
ECs (o ile bylo to mozliwe w badanym zakresie stezen) dokonano klasyfikacji pod wzgledem
toksyczno$ci wobec organizmow wodnych zgodnie z Dyrektywa UE 93/67/EEC [21] kazdej
z badanej substancji (pojedynczych lekow oraz wybranych produktéw transformacji). Nalezy
doda¢, iz najwyzsze stezenia analitow w poszczegdlnych testach ekotoksykologicznych
uwarunkowane byly rozpuszczalnos$cia danej substancji w wodzie i odpowiedniej pozywce
biologicznej. Najwyzszym testowanym st¢zeniem danego zwigzku chemicznego (o ile byty to
zwigzki dobrze rozpuszczalne w wodzie oraz pozywce biologicznej) bylo 100 mg/l (za
wyjatkiem trimetoprimu i oceny wptywu zasolenia na jego toksycznos¢ [H9]), bowiem zgodnie
z wyzej wymieniong Dyrektywa substancje, dla ktorych wartos¢ parametru ECsg jest wyzsza niz
100 mg/l uznaje si¢ za nietoksyczne. Wsrdd badanych lekow uwzgledniono takze wybrane
produkty transformacji, tj. 7-hydroksymetotreksat (metabolit i1 produkt biodegradacji
metotreksatu — leku przeciwnowotworowego) [H8] oraz sulfanilamid i kwas sulfanilowy
(najczgsciej] wykrywane produkty transformacji sulfonamidow — lekéw o dziatania
przeciwbakteryjnym powszechnie stosowanych w weterynarii, ale takze i medycynie) [H10].
Natomiast jako organizmy testowe wybrano takie, ktére sa z jednej strony powszechnie
spotykane w §rodowisku i juz rutynowo wykorzystywane w badaniach ekotoksykologicznych,
ale jednoczes$nie reprezentujace rozne poziomy organizacji biologicznej, tak aby w mozliwe jak

najszerszym stopniu oceni¢ potencjalny wplyw tych substancji na funkcjonowanie ekosystemu.
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Tabela 2a. Zestawienie wynikow z przeprowadzonych badan ekotoksykologicznych

GLONY ZIELONE
Organizm BAKTERIE  S. vacuolatus (24 h)* BAKTERIE
testowy/ MORSKIE R. subcapiatata RLOiI;;ZY SKg le;P;':KI GLEBOWE
Nazwa substancji V. fischeri (72 h)** ' (7 d) ( 48 ﬁ) A. globiformis
(30 min) C. vulgaris (4h)
(48, 72 h)***
- >100/218
propranolol[ 1 24* - W. (w/ bez obecnosci
gleby)
metoprolol™®! > 100
nadolol™®! > 100
fenbendazol™” n. w.
flubendazol™”! n. w.
5-fluorouracyl™ n. w.
cyklofosfamid™™® n. w.
ifosfamid ™™ n. w.
imatynib™" 23,06 5,08%* nw.
tamoksyfen[HS] >0,2 >(),2%* n. w.
metotreksat!™®) - 9,51%* n. w.
oSy > 10 > 10% 8.3 n. w. n. w.

n. w. — nie wyznaczono

Klasyfikacja toksyczno$ci wobec organizméw wodnych wg. Dyrektywy UE 93/67/EEC [21]:

1-10 mg/l Toksyczny

10 - 100 mg/l Szkodliwy

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, iz najbardziej czulym organizmem jest
rz¢sa wodna (L. minor), a nastgpnie glony zielone. Czes$¢ lekow zostala sklasyfikowana jako
niezwykle toksyczna wobec organizméw wodnych, tak jak S5-fluorouracyl, fenbendazol,
flubendazol i metoreksat oraz bardzo toksyczne jak tamoksifen. Udowodniono takze, ze
toksyczno§¢ metabolitu metotreksatu jest mniejsza niz formy natywnej. Sposrdd
przetestowanych organizméw za najmniej wrazliwe uzna¢ nalezy bakterie luminescencyjne
V. fischeri, co moze wynika¢ z faktu, iz testy z ich uzyciem trwaja bardzo krotko (30 min).
W przypadku testu z wykorzystaniem rzesy wodnej (L. minor), ktory trwa 7 dni, czas ekspozycji
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wydaje si¢ dostatecznie dlugi do zaobserwowania okre$lonych efektow biologicznych na
wybrane leki. Jesli dla przykladu wezmie si¢ pod uwage wytypowane do badan leki
cytostatyczne (za wyjatkiem CK 1 IF), ktore prowadza do inhibicji syntezy DNA w komorce na
drodze roéznych mechanizméw, a w czasie tego testu dochodzi do intensywnego podziatu
materialu genetycznego, to ich mechanizm toksycznego dzialania wobec wytypowanego gatunku
ros$lin moze wynika¢ z ich farmakologicznego mechanizmu dziatania (ang. Mode of Action,
MoA) [H8]. Natomiast zaréwno CK i IF okazaly si¢ by¢ nietoksyczne wobec wszystkich
z testowanych organizmow, co przede wszystkim moze wynika¢ z faktu, iz leki te aktywowane
sa dopiero w organizmie czlowieka i to ich metabolity wykazuja aktywnos$¢ biologiczna, a nie
formy natywne [HS]. Bioragc tym samym pod uwage wczesniej wykazany wysoki potencjal do
przenikania tych cytostatykow do zbiornikdbw wodnych [H5], a takze udowodniong niska
toksyczno$¢ [H8], mozna sadzi¢, iz ryzyko srodowiskowe dla tych substancji jest niewielkie.

Podobnie, stosunkowo niskim zagrozeniem dla organizméw wodnych charakteryzuja si¢
pozostatosci beta-blokeréw [Tabela 2, H6]. Zaobserwowano jedynie, ze wraz ze wzrostem ich
hydrofobowosci wzrasta ich toksyczno$¢ wobec glondow zielonych (S. vacuolatus). Co cieckawe,
wykazano, ze toksycznos¢ propranololu wobec bakterii glebowych A. globiformis byta wyzsza
w tescie bez gleby niz z gleba (Rysunek 3S, [H6]), co potwierdza fakt, iz sorpcja tych zwigzkow
do struktur glebowych prowadzi do obnizenia frakcji biodostepnej dla danego organizmu.

Na uwagg zastuguje fakt, iz sposrod przetestowanych lekow jedynie imatynib o dziataniu
przeciwnowotworowym [H8] wykazywal ré6znorodng toksyczno$¢ wobec wszystkich wzigtych
pod uwage organizméw testowych. Wynika¢ to moze takze z jego specyficznego MoA, ktory
polega na inhibicji kinaz tyrozynowych. Te za$§ s3 kluczowym elementem systemu
przekazywania informacji we wszystkich komorkach 1 stanowia niezbedne ogniwo
odpowiedzialne za kontakt i komunikacj¢ ze srodowiskiem zewngtrznym.

Udowodniono takze niezwykle toksyczne dziatanie dwoch lekéw o dziataniu
przeciwpasozytniczym: fenbendazolu (FEN) i flubendazolu (FLU) wobec rozwielitki D. magna
[Tabela 3, H7]. Bioragc pod uwage wyznaczone warto$ci parametrow stezen skutecznych
wynoszace odpowiednio ECso pry = 0,045 mg/l, ECso, peny = 0,019 mg/l, jak i1 ich wartosci
wspotczynnikdéw logPrry = 2,91 oraz logPren = 3,93 zaistnialo podejrzenie, iz ich toksycznosé
moze wynika¢ z ich hydrofobowego charakteru. Przeprowadzono dodatkowe obliczenia
z uzyciem dostgpnych modeli pozwalajacych na przewidywanie mechanizmu dziatania
substancji zwanych jako ,baseline toxicants”. Na ich podstawie wykazano jednak, ze

obserwowany efekt biologiczny wobec D. magna wynika z ich specyficznego mechanizmu
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dzialania. Biorac pod uwage fakt, iz ich MoA polega na wigzaniu si¢ tych lekow do beta-tubulin
1 inhibicji tworzenia si¢ mikrotubuli w komorkach, ktore to obecne sa zarowno w komorkach
zwierzecych, roslinnych jak i bakteryjnych — niemozliwe jest na chwile obecna jednoznaczne
wskazanie przyczyn obserwowane;j silnej toksycznosci tych dwoch lekow.

W toku dalszych prac (wyniki tych badan zestawiono w Tabeli 2b) postanowiono
dokona¢ oceny toksycznos$ci dwoch najczegsciej identyfikowanych produktow transformacji
sulfonamidéw (SAs), wskazujac tym samym, ze tylko jeden z nich (sulfanilamid, SN) wykazuje
pewna aktywno$¢ biologiczng, aczkolwiek nizsza niz formy natywne lekow [H10]. Gtownag
przestanka pojetych badan nad charakterystyka toksycznosci produktéw degradacji
sulfonamidéw [H10], a takze i oceng efektow biologicznych ich mieszanin [H10] oraz skutkow
dlugofalowych [H12], byly uzyskane w ramach realizacji pracy doktorskiej podstawowe badania
odnoszace si¢ do oceny toksyczno$ci dwunastu sulfonamidow (jako substancji pojedynczych)
wobec réznorodnych organizméw [22]. Udowodniono woéwcezas, ze leki te wykazuja silnie
dzialania fitotoksyczne wobec L. minor oraz toksyczne wobec glondéw zielonych (S. vacuolatus),
co takze zostalo przedstawione w Tabeli 2b. Z tych tez wzgledow badania te postanowiono
kontynuowac¢ i znaczaco rozszerzy¢, co zostato m. in. zrealizowane podczas odbytego przeze
mnie  o$miomiesiecznego  stazu  podoktorskiego w  Centrum Badan  Srodowiska

1 Zrownowazonych Technologii (UFT) Uniwersytetu w Bremie w Niemczech.
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Tabela 2b. Zestawienie wynikow z przeprowadzonych badan ekotoksykologicznych c.d. (klasyfikacja
kolorystyczna jak w Tabeli 2a)

LONY ZIELONE
Organizm BAKTERIE SGVZ:uolatus (2?1 h)* 5 BAKTERIE
' . ROSLINY SKORUPIAKI GLEBOWE
testowy/ MORSKIE R. subcapiatata :
. . L. minor D. magna A.
Nazwa substancji V. fischeri (72 h)** . .
. . (74d) (48 h) globiformis
(30 min) C. vulgaris (4 1)

(48, 72 h)***

;jlfonamidéwm] >20 2,22 - 32,25% - n. w. > 80

sulfanilamid™'” n. w. 25,83* 5,09 n. w. n. w.
l;lvls{?snﬂowy[mo] n. w. >100* >100 n. w. n. w.

Wplyw zasolenia
na toksyczno§é™®

[48 h]: 0,98 — 9,31 ***
sulfametoksazol [72 h]: 0,95 — 1,53***

(w zaleznosci od zasolenia)

[48 h]: 4,94 — 26,65***
sulfadimetoksyna [72 h]: 1,02 — 7,65%**

(w zaleznosci od zasolenia)

[48 h]: 1,79 — 3,20%***
sulfapirydyna [72 h]: 0,28 — 1,81 %**

(w zaleznosci od zasolenia)

[48 h]: 123 — n. w.***
trimetoprim [72 h]: 90 — n. w.***
(w zaleznosci od zasolenia)

. . Toksyczno$é
Toksyczno$¢ mieszaniny 6SAs oraz

Toksyczno$¢ 6SAs+SN wobec fieszamy
mieszanin'"'* ") S. vacuolatus i L. minor™" FEN+FLU
' ' wobec
D. magna™"
Toksyczno$é
5SAs wobec
Toksyczno$¢ L minor w
chroniczna'™'? tescie
przedtuzonym,
14 d

n. w. — nie wyznaczono

W ramach tych badan postanowiono takze po raz pierwszy dokonaé oceny wplywu
zasolenia na toksyczno$¢ trzech najczg$ciej wykrywanych sulfonamidow (sulfametoksazol,
sulfapirydyna, sulfadimetoksyna) i trimetroprimu w probkach wod morskich pobranych ze strefy
przybrzeznej potudniowego Baltyku [H9] (majac na uwadze uzyskane wyniki opisane
w pracach [H1-H2]). Jako przedstawiciela organizmoéw bytujacych w $rodowisku morskim,
w tym powszechnie wystepujacym w Morzu Battyckim, wybrano glony zielone — Chlorella
vulgaris (gatunek glonow kosmopolityczny, wystepujacy nie tylko wodach morskich, ale takze
stodkowodnych oraz estuariowych), spodziewajac si¢ réwnocze$nie znaczacego wplywu
toksycznego sulfonamidéw na te organizmy. Dane literaturowe dla tego gatunku glonow byly

ograniczone 1 dostgpne tylko dla sulfadimetoksyny oraz sulfametoksazolu. Toksyczno$¢ tych
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lekdw oceniana byla przy zasoleniu w zakresie od 0 do 9 PSU (0, 3, 6 i 9 PSU),
odzwierciedlajacym zakres zasolenia wod Morza Battyckiego [H9], po czasie 48 h oraz 72 h. Na
podstawie wyznaczonych warto$ci parametru ECsy po czasie 48 h oraz 72 h, jak i zalezno$ci od
zasolenia (Tabela 4, [H9]) oraz przeprowadzonej analizy statystycznej uzyskanych danych,
udowodniono, ze: i) SAs wykazuja toksyczne dziatania takze wobec C. vulgaris niezaleznie od
zastosowanego zasolenia; ii) trimetroprim jest zwigzkiem nietoksycznym wobec C. vulgaris,
a jego toksyczno$¢ wraz ze wzrostem zasolenia maleje; iii) w wigkszosci przypadkdéw najnizsza
toksyczno$¢ SAs obserwowana byta przy najwyzszym zasoleniu (9 PSU), za wyjatkiem
sulfadimetoksyny (72 h), ktéra najmniej toksyczna byta w wodzie niezasolonej (0 PSU); iv)
wzrost czasu ekspozycji tych organizmow na obecno$¢ badanych lekow prowadzit, w wigkszosci
przypadkoéw, do wzrostu toksycznosci, szczegoélnie w $rodowisku o najwyzszym zasoleniu.
Biorac pod uwagg uzyskane w toku tych badan wyniki analiz chemicznych wykazano, ze badane
leki sg stabilne w warunkach prowadzonych testow toksykologicznych, a takze sg bardzo dobrze
rozpuszczalne w zastosowanych pozywkach. Obserwowane efekty biologiczne wynikaty zatem
z dziatania formy natywnej badanych lekow a nie ze zmniejszajacego si¢ st¢zenia frakcji
biodostepnej (fatwo przyswajalnej) dla organizméw lekow wraz ze wzrostem zasolenia, czy tez
powstaniem bardziej toksycznych produktéw degradacji. Bioragc pod uwage ich wlasciwosci
kwasowo-zasadowe, a co za tym idzie potwierdzong obecno$¢ tych lekéw w warunkach
prowadzonego testu w formie obojetnej (trimetoprim ok. 90 %, sulfapirydyna ok. 85 %) lub
anionu (sulfametoksazol ok. 95 %, sulfadimetoksyna ok. 84 %) potencjalne oddzialywanie
analitow obecnych w formie kationu z anionami chlorkowymi obecnymi w najwigkszej ilosci
w wodach morskich, prowadzacymi do ich zmniejszonej biodostepnosci — jest takze niemozliwe.
Ponadto, podobnie jak dla FEN i FLU, stosujac odpowiednie modele przewidywania
mechanizmu toksycznosci substancji chemicznych wobec C. vulgaris (co szczegblowo opisano
w Rozdziale 2.6 oraz 3.4 [H9]) wykazano, ze mechanizm toksycznego dziatania tych lekéw ma
charakter specyficzny, a zatem nie wiaze si¢ wylacznie z ich hydrofobowoscia i zdolnosciag do
pokonywania barier biologicznych.

Jak juz wspomniano, przeprowadzone zostaly analizy chemiczne probek (roztworow
analitow w danej pozywce testowej) przed oraz na zakonczenie testu ekotoksykologicznego.
Miato to na celu wyznaczenie frakcji biodostgpnej analitow oraz okreslenie ich stabilno$ci
w warunkach prowadzonego testu. Uzyskane wyniki badan zaprezentowane w pracach [H6-
H12] (zebrane zbiorczo w Tabeli 3) pozwolily na stwierdzenie, iz zastosowane w testach

ekotoksykologicznych stezenia nominalne analitéw byly bliskie stezeniom rzeczywistym
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(r6znica zgodnie z zaleceniami OECD mie$cita si¢ w zakresie 80 — 100 %, co zostalo oznaczone
kolorem zielonym), a zatem frakcji biodostepnej dla organizméw. Wyznaczona toksycznosé
przebadanych substancji zostata zatem poprawnie oszacowana, za wyjatkiem tamoksyfenu, dla
ktorego ze wzgledu na jego niska rozpuszczalno$¢ w wodzie, mozna méwi¢ o pewnym

niedoszacowaniu ryzyka.

Tabela 3. Wyznaczona zawarto$¢ frakcji biodostgpnej dla najwyzszego st¢zenia danego analitu w warunkach
prowadzonych testow ekotoksykologicznych

Oroanizm testowy/ BAKTERIE GLONY ZIELONE ROSLINY SKORUPIAKI
Nagzwa substan c'}i’ V. fischeri S. vacuolatus (24 h)*/ L. minor D. magna
! (30 min) R. subcapiatata (72 hy**/ (7 d) (48 h)
C. vulgaris (48, 72 h)***

propranolol[H6]
metoprolol[HG]
nadolol™®!
fenbendazol™”!
flubendazol™”!

5-fluorouracyl™!

cyklofosfamid™®!

ifosfamid™®!

imatynib™®!
tamoksyfen"*)
metotreksat"*)

7-hydroksymetotreksat
o

[H8]

sulfanilami

kwas sulfanilowy""'"!

Wplyw zasolenia na
toksycznoéélm]

sulfametoksazol

sulfadimetoksyna

sulfapirydyna

trimetoprim

Toksycznos$¢
mieszanin!' 1!

6SAs
6SAs + SN
FEN + FLU

Toksyczno$é chroniczna, 14
d (2

5SAs
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Wyniki badan nad oceng stabilnosci (Tabela 4) badanych substancji w warunkach
prowadzonych testéw udowodnity, iz w wigkszosci przypadkéw (dla ktorych stabilnosé
wynosita > 80 %, kolor zielony) obserwowany efekt biologiczny wynikal gtdwnie z obecnosci
formy natywnej tych substancji. Wyjatek stanowity metotreksat (MET), 7-hydroksymetotrksat
(7-OH-MET) oraz tamoksifen (TAM), dla ktérych w ogoéle nie zaobserwowano formy natywne;j
na zakonczenie testu, a zatem ich toksyczno$¢ mogta wynikaé¢ z potencjalnie powstajacych

w warunkach prowadzonego eksperymentu produktow degradacji.

Tabela 4. Wyznaczona stabilno$¢ danego analitu w warunkach prowadzonych testow ekotoksykologicznych

Organizm testow.).'/ BAKT. ERIE f 5‘2};0‘;2:2(12‘?35/ ROSI.‘INY SKORUPIAKI
Nazwa substancji V. ﬁsc}?erz R subcapiatata (72 hy**/ L. minor D. magna
(30 min) C. vulgaris (48, 72 h)*** (7d) (48 h)

propranolol"! n.w n.w. n. w.

metoprolol[HG] n.w n. w. n. w.

nadolol™® n. w n. w. n. w.

fenbendazol™” n.w n.w. n. w.

flubendazol™” n.w n. w. n. w.

5-fluorouracyl™® n.w.

cyklofosfamid™™® n.w

ifosfamid ™™ n.w

imatynib™*! n.w

tamoksyfen!"*! n.w

metotreksat!"®) n.w

7-hydroksymetotreksat'"'*! n.w

sulfanilamid™!"

kwas sulfanilowy™'"

Wplyw zasolenia na
toksyczno$é!™”

sulfametoksazol

sulfadimetoksyna

sulfapirydyna

trimetoprim

Toksycznos§¢
mieszanin!! !

6SAs + SN
FEN + FLUM!!
Toksyczno$¢ chroniczna,

14 q 112 0-94,9
5SAs
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Poniewaz cze$¢ wybranych do badan lekéw charakteryzowata si¢ stosunkowo wysokimi
warto§ciami wspodtczynnika logP (szczegdlnie TAM, a takze FEN i FLU) zachodzito
podejrzenie, ze w warunkach prowadzonych eksperymentow ekotoksykologicznych
z uzyciem polipropylenowych naczyn testowych, obserwowany ubytek leku mogt wynikaé
réwniez z ich adsorpcji na powierzchni tych naczyn. W zwiazku z tym przeprowadzono
dodatkowe analizy chemiczne z uzyciem zarowno naczyn szklanych i polipropylenowych.
Stwierdzono, ze zar6wno w przypadku FEN i FLU w te$cie z wykorzystaniem D. magna [H7]
ubytek tych lekdw w naczyniu polipropylenowym nie przekraczat 20 % (Rysunek 1, [H7]),
a zatem uznany moégt by¢ za nieznaczacy. Podobne obserwacje poczyniono dla MET i jego
metabolitu (7-OH-MET) oraz TAM w warunkach testu z wykorzystaniem rzesy wodnej
(L. minor) (Rysunek 2A, [H8]). Pod uwage wzigto takze mozliwos¢ ulegania biosorpcji czy
bioakumulacji tych substancji na powierzchni/do badanych organizméw. Jednak
przeprowadzone w tym zakresie badania dla FEN i FLU wobec rozwielitki (w warunkach testu
w obecnosci organizmow jak i bez) nie wykazaly Zadnych istotnych statystycznie roznic
pomigdzy tymi probami [Rysunek 2, [H11]). Z kolei w przypadku 7-OH-MET oraz TAM
(Rysunek 2A, [HS8]), wyniki badan wskazuja, ze ich biosorpcja/bioakumulacja do materiatu
ro$linnego (L. minor) nie moze by¢ catkowicie wykluczona.

Pod uwage wzicto takze mozliwos¢ fotodegradacji badanych zawigzkow w warunkach
testu z rz¢sa wodng, bowiem prowadzony jest on przy cigglym naswietlaniu (6 klx) przez 7 dni.
Uzyskane w toku badan wyniki (Rysunek 2, [H8]) potwierdzity, iz w przypadku wszystkich
trzech analitéw dochodzi do stopniowej fotodegradacji tych zwigzkow. Z tych tez wzgledow, dla
TAM i MET przeprowadzone zostaly rozszerzone badania ekotoksykologiczne (Rysunek 1A,
[H8]) w tak zwanych warunkach semi-statycznych, czyli z wymiang roztworu analitu w medium
w czasie trwania eksperymentu. Na podstawie uzyskanych wynikéw (Tabela 4, [HS])
stwierdzono, ze toksyczno$¢ MET wrzrastata wraz z czgstotliwo$cia wymiany medium, czyli
wraz ze wzrostem czgstotliwos$ci dostarczania $wiezej porcji formy natywnej: ECso, wymiana
codziennic = 0,08 mg/l, ECso, wymiana w 3 i 5 dzien = 0,11 mg/l, ECs0, bez wymiany = 0,16 mg/l. Natomiast
toksyczno$¢ TAM utrzymywata si¢ ona na podobnym poziomie: ECso, wymiana codziennic = 0,23 mg/I,
ECso, wymiana w 3 i 5 dzien = 0,22 mg/l, ECso, bez wymiany = 0,18 mg/l. Wykazano tym samym, ze
powstajace produkty degradacji MET s3 mniej toksyczne, w przeciwienstwie do produktow
TAM, ktoére wykazuja najprawdopodobniej podobng toksyczno$¢ co forma natywna.

Wykorzystujac technike LC-MS/MS podjeto si¢ takze probe identyfikacji powstajacych
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produktéow degradacji, potwierdzajac dla przykladu tym samym obecno$¢ dwoch najczgsciej
identyfikowanych produktow fotodegradacji TAM o m/z =370 [HS].

Majac na uwadze na uzyskane wyniki badan dla najbardziej toksycznych substancji oraz
najbardziej wrazliwych organizméw postanowiono dokonaé¢ oceny toksycznos$ci mieszanin.
Poniewaz mozliwo$¢ kombinacji jest nieskonczenie wielka, jako modelowe uktady wytypowano
mieszaniny fenbendazolu i flubendazolu wobec D. magna [H11], a takze sze$ciu sulfonamidow
(6SAs) wraz z ich produktem transformacji (6SAs+SN) wobec nie tylko rzesy wodnej L. minor,
ale i glonéw zielonych S. vacuolatus [H10]. Do badan wytypowano: sulfatiazol, sulfamerazyne,
sulfadimidyne, sulfametoksazol, sulfadimetoksyng¢ oraz sulfapirydyng, jako substancje
o szerokim spektrum toksyczno$ci wobec testowanych organizméw [22], jak 1 czesto
wykrywanych w probkach $rodowiskowych. W badaniach tych uwzgledniono zastosowanie
dwoch rekomendowanych w literaturze przedmiotu modeli do przewidywania toksycznosci
mieszanin roznorodnych substancji: model addytywnos$ci (ang. Concentration Addition, CA)
oraz model niezaleznego dziatania (ang. Independent Action, 1A). Zgodnie z podstawowymi
zatozeniami modelu CA, substancje w mieszaninie majg podobny mechanizm dziatania, rdznia
si¢ tylko sita, za$ kazda substancja wpltywa na toksyczno$¢ calej mieszaniny proporcjonalnie do
dawki. Ponadto, co jest niezmiernie istotne, substancje w mieszaninie w stezeniach mniejszych
lub rownych ich NOECs (ang. No — Observed Effect Concentration — st¢zenie niewywolujace
efektu toksycznego) moga wywiera¢ efekt toksyczny. Model A zaktada natomiast, ze substancje
w mieszaninie dziataja niezaleznie i charakteryzuja si¢ odmiennym mechanizmem dziatania,
a wystepujac razem w stezeniach mniejszych lub réwnych ich NOECs nie beda wywiera¢ efektu
toksycznego. W badaniach toksyczno$ci mieszanin sugeruje si¢ zastosowanie modelu CA jako
domyslnego i najbardziej bezpiecznego do przewidywania toksycznosci danych mieszanin, co
tez zostato uwzglednione w pracach [H10-H11].

Schemat przeprowadzonych badan oceny toksyczno$ci mieszanin FEN 1 FLU
przedstawiono na Rysunku S1 w [H11], natomiast dla sze$ciu sulfonamidow (6SAs) oraz
sze$ciu sulfonamidéw 1 sulfanilamidu (6SAs+SN) na Rysunku Al w [H10]. W efekcie
porownano przewidywane wartosci parametru ECsy (lub przewidywanego efektu biologicznego
[%]), obliczone zgodnie z omawianymi modelami (opisanymi m. in. w Rozdziale 2.5, [H11])
oraz wyznaczone eksperymentalnie warto$ci tego parametru (Tabela 3 [H11] oraz Tabela 4
[H10]). Na tej podstawie udowodniono, ze model addytywnosci, jest modelem wystarczajaco
bezpiecznym do przewidywania toksyczno$ci mieszanin lekéw o tym samym mechanizmie

dzialania zaréwno dla mieszaniny dwoch benzimidazoli [H11], jak i sulfonamidéow wraz z ich
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produktem transformacji [H10]. Dla przykladu, stuszno$¢ zastosowania tego modelu
potwierdzaja dane zaprezentowane na ponizszym wykresie (Rysunek 5), gdzie pojedyncze
sulfonamidy w danym st¢zeniu nie wywotujg efektu toksycznego, za§ zmieszane ze sobag
doktadnie w takich dawkach ten efekt toksyczny wykazuja (cho¢ mniejszy niz przewidywany

zgodnie z modelem CA).

12

1.0

,E%L§@

0.8
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—— 6SAs
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-~ SDIMID (EC50/6)

m ----  SDM (EC50/6)
SMR (EC50/6)

= SMX (EC50/6)
SPY (EC50/6)
STZ (EC50/6)

Znormalizowana odpowiedz

0.2

logC [mg/1]

Rysunek 5. Wyznaczona toksyczno$¢ sulfonamidéw jako substancji pojedynczych w stezeniu rownym ich 1/6
wartos$ci ECs, (niewywolujacym znacznego efektu biologicznego — odpowiedz bliska 1) oraz ich mieszaniny
w doktadnie takich samych dawkach (wywotujacej efekt toksyczny — oznaczony kolorem czerwonym)

Badania te stanowig istotny wktad w stan wiedzy na temat zagrozen jakie moga nies$¢
pozostatlosci tych lekow w $rodowisku. Udowodniaja one réwnocze$nie, iz toksycznosé
mieszanin lekow w $rodowisku nie powinna by¢ ignorowana, poniewaz nawet gdy dane leki
obecne sg w srodowisku w stezeniach niewywotujacych efektu toksycznego, to w mieszaninie
ten efekt biologiczny moga wywota¢. Uzasadnia to obawy wielu naukowcoéw co do
adekwatnos$ci obecnie obowigzujacych wytycznych ERA farmaceutykéw, ktére nie biorg pod

uwage oceny toksyczno$ci mieszanin.

Ostatecznie, po raz pierwszy dokonano takze oceny toksycznos$ci chronicznej wybranych
sulfonamidow w warunkach przedtuzonego testu z wykorzystaniem rzgsy wodnej jako
najbardziej wrazliwego organizmu na t¢ grupe lekow [H12]. Do badan wybrano pig¢ substancji
nalezacych do tej grupy: sulfadimetoksyne (SDM), sulfametoksazol (SMX), sulfamerazyng
(SMR), sulfadimiding (SDIMID) oraz sulfatiazol (STZ) [H12]. Eksperymenty polegaly na:
i) ocenie toksycznosci pieciu wybranych SAs w tescie przedtuzonym (czas trwania testu wynosit

14 dni) z wykorzystaniem rze¢sy wodnej L. minor, ktdrag poréwnano z ta wyznaczong
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w warunkach standardowych (test trwajacy 7 dni); ii) ocenie toksyczno$ci roztwordow
sulfonamidow (na 3 wybranych poziomach stezen, Tabela 1 [HI12]) po naswietlaniu;
iii) przeprowadzeniu szeregu analiz chemicznych z wykorzystaniem techniki HPLC-UV (do
analiz ilosciowych), jak i LC-MS/MS w trybie MRM (do analizy jakosciowej) w celu okreslenia
stopnia eliminacji formy natywnej leku w czasie trwania eksperymentu jak i do potwierdzenia
obecnosci formy natywnej leku w probce oraz dwodch najczesciej wykrywanych produktow
fotodegradacji sulfonamidéw — kwasu sulfanilowego oraz sulfanilamidu.

Na tej podstawie stwierdzono, ze szereg toksyczno$ci ostrej rézni si¢ od toksycznosci
chronicznej (Rysunek 3, [H12]). Dla dwoéch z testowanych sulfonamidow — najbardziej
toksycznych w te$cie standardowym (SDM i SMX) zaobserwowano spadek toksycznosci (dla
SDM: ECsg, 7dni= 0,02 mg/l vs. ECsg 14 dani= 0,15 mg/l; dla SMX: ECsg, 7 4ni = 0,21 mg/l vs. ECsy,
14dni = 1,90 mg/l), a dla pozostatych wzrost w tescie przedtuzonym (dla SMR: ECsg, 7 4ni= 0,68
mg/l vs. ECsg, 14 ani = 0,28 mg/l; dla STZ: ECsp, 7 ani = 4,89 mg/l vs. ECso, 14 ani = 2,76 mg/l; dla
SDIMID: ECso, 7 4ni= 1,74 mg/l vs. ECso_ 14 ani = 0,85 mg/l).

Biorac pod uwage uzyskane wyniki analiz chemicznych (Tabela 3, [H12]) wykazano, iz
niemozliwe jest w prosty sposob wytlumaczenie tego zjawiska ubytkiem formy natywnej leku
w warunkach prowadzonego testu, bowiem wszystkie sulfonamidy ulegalty w pewnym stopniu
w trakcie tego testu fotodegradacji. O ile ten ubytek dla roztworéw wzorcowych
(przechowywanych w komorze fitotronowej dokladnie w tym samym czasie i warunkach
w jakich prowadzony byt test przedtuzony) byt mniejszy, to dla probek pobieranych w trakcie
1 na zakonczenie testu przedtuzonego byl on znacznie wigkszy, co potwierdza mozliwosé
biosorpcji/bioakumualcji tych lekéw na/w rzesie wodnej. Spodziewano si¢ zatem, ze powstajace
produkty rozpadu fotolitycznego i ich toksyczno$¢ moga by¢ przyczyna obserwowanych roznic.
Toksycznosé¢ takich mieszanin podegradacyjnych okre§lona zostala w warunkach 7 dniowego
testu standardowego (wyniki zestawiono na Rysunku 4, [H12]). Réwniez w trakcie tego
eksperymentu przeprowadzono odpowiednie analizy chemiczne (Tabela 3, [H12]). Uzyskane
wyniki potwierdzity, iz SAs w warunkach takiego ,,naswietlania” ulegaja fotedegradacji. Jednak
jedynie dla SDM 1 SMX zaobserwowano przy tym znaczacy spadek toksycznosci,
w przeciwienstwie do trzech pozostatych lekow, gdzie toksyczno$¢ utrzymywata si¢ niemal na
tym samym poziomie. By¢ moze obserwowany efekt biologiczny wynika ze zmniejszonego
stezenia biodostgpnej dla organizméw frakcji danego leku lub tez toksyczno$ci powstajacych
produktow degradacji. Biorac pod uwage wyznaczong uprzednio stosunkowo niska toksycznosé

dwoch najczesciej powstajacych produktow fotodegradacji SAs [H10], mogacych by¢ przyczyna
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obserwowanego spadku toksycznosci, postanowiono sprawdzi¢ ich obecno$¢ w pobieranych
probkach. Jednakze, nie dokonano ich identyfikacji w badanych prébkach. Z tych wzgledow,
o ile zaobserwowany spadek toksycznosci SDM i SMX w warunkach testu chronicznego mozna
wytlumaczy¢ ubytkiem ich formy biodostepnej dla organizmdéw i potencjalnie powstajacymi
produktami degradacji o mniejszej toksycznosci, to w przypadku trzech pozostatych
sulfonamidow (STZ, SDIMID i SMR) ta hipoteza jest niestuszna. Wskazuje to tym samym na
fakt, iz zagrozenie jakie niosa za soba pozostatosci tych trzech substancji mimo, ubytku ich
formy natywnej, nie moze by¢ zredukowane, a nawet jak pokazuja dane uzyskane w tescie
przedluzonym — moze ono by¢ zwigkszone. Mozna zatem przypuszczaé, iz przyczyna
obserwowanych r6zni¢ w toksyczno$ci chronicznej SAs wobec L. minor byt inny mechanizm ich
toksycznego dziatania i przenikania przez membrany biologiczne, ktéory by¢ moze byt
powiazany z formg ich wystepowania, bowiem tylko dla tych trzech lekow (SDIMID, STZ,
SMR) udzial procentowy formy obojetnej znaczaco przekraczat 90 %, w stosunku do dwoch

pozostatych (SMX, SDM) (Tabela 4, [H12]).

I11. Podsumowanie

Uzyskane w toku przeprowadzonych badan wyniki, stanowigce podstawe osiagnigcia
habilitacyjnego, pozwalaja na sformutowanie nastepujacych wnioskow:

* Udowodniono, jak wazne i cenne jest dysponowanie oraz zastosowanie odpowiednich
narzgdzi analitycznych nie tylko do oceny stopnia narazenia (stopnia zanieczyszczenia
czy analizy losu srodowiskowego lekéw), ale tez do charakterystyki zagrozen jakie moga
one nie$¢ dla srodowiska (w badaniach ekotoksykologicznych — co pozwala na bardziej
doglebne zrozumienie obserwowanych przyczyn efektéw biologicznych);

* Po raz pierwszy zasygnalizowano w badaniach nad oceng stopnia zanieczyszczenia
pozostatlosciami lekéw problem konieczno$ci wyznaczania rozszerzonej niepewnosci
uzyskiwanych wynikéw analitycznych, co ma szczegdlne znacznie w analityce
sladowych zanieczyszczen §rodowiska, do ktéorych zaliczane s3 pozostatosci
farmaceutykow 1 powinno by¢ rutynowo brane pod uwage;

* Dzigki opracowanej metodyce oznaczania wybranych lekow w wodach morskich oraz
przeprowadzonym badaniom monitoringowym w strefie przybrzeznej poludniowego
Battyku, zwigkszono stan wiedzy na temat zanieczyszczenia Morza Battyckiego tymi

substancjami, co zostato juz wzicte pod uwage w niedawno opublikowanym raporcie
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komisji helsinskiey HELCOM (2017) pt.: ,,Pharmaceuticals in the aquatic environment
of Baltic Sea region — A status report”;

*  Okres$lono mobilno$¢ wybranych lekow (z grupy beta-blokeréw i lekéw cytostatycznych)
w $srodowisku glebowym, co stanowi istotny wktad w stan wiedzy na temat ich losu
srodowiskowego;

* Zaprezentowano nowe dane toksykologiczne dla wielu zwigzkéw dotad nie w pelni
wzigtych pod uwage w ocenie ryzyka srodowiskowego;

* Po raz pierwszy zbadano wplyw zasolenia na toksyczno$¢ lekow (sulfonamidéw
1 trimetoprimu) wobec organizméw wodnych (glonéw zielonych);

* Przeprowadzono pionierskie badania nad wyznaczeniem toksyczno$ci mieszanin
sulfonamidéw 1 jednego ich produktu transformacji wobec glonéw zielonych i rzesy
wodnej, a takze benzimidazoli wobec rozwielitki, dowodzac ich istotnosci w interpretacji
wynikow;

* Dowiedziono istotnej zaleznosci pomigdzy czasem narazenia (ekspozycji) organizmow
na obecnos¢ sulfonamidéw w §rodowisku wodnym a ich toksycznoscia;

* Dostarczono pul¢ nowych, oryginalnych danych analitycznych i toksykologicznych,
ktére beda mogly by¢ w przysztosci wykorzystane do dokonania peinej oceny ryzyka

srodowiskowego wybranych grup lekow.
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5. Omowienie pozostalych osiagni¢e¢ naukowo-badawczych

Moje pozostate zainteresowania naukowo-badawcze wynikaja z checi ciagltego
poglebiania stanu wiedzy, jak i holistycznego spojrzenia na problem obecnosci w $rodowisku
nietypowych, ,nowopojawiajacych” si¢ zanieczyszczen $rodowiska. Wsrod —moich
zainteresowan naukowych oprdcz farmaceutykéw znalazty sie takze substancje, takie jak ciecze
jonowe. Kazdorazowo za cel obieram dokonanie, w miar¢ mozliwos$ci, petnej oceny ryzyka
srodowiskowego tych substancji chemicznych. Stanowia one kontynuacj¢ 1 znaczace
rozszerzenie wczesniej podjetych przeze mnie badan przede wszystkim w ramach pracy
doktorskiej. Te zainteresowania staty si¢ podstawg uczestnictwa w kilku projektach badawczych,
w ktorych biore i bratam udziat zarowno charakterze kierownika (MNiSW 0012/1P3/2015/73),
gléwnego wykonawcy (NCN DEC-2011/03/B/NZ8/03009), jak i wykonawcy (NCN DEC-
2011/03/B/NZ8/03010, MNiSW N306 300536, MNISW N204 260237). Spis wraz z krotka
charakterystyka osiagnie¢ naukowo-badawczych zdobytych po uzyskaniu stopnia doktora nauk
chemicznych przedstawitam w Rozdziale 5.1, natomiast wykaz osiggnie¢ naukowo-badawczych

zdobytych przed uzyskaniem tego stopnia zawartam w Rozdziale 5.2.
5.1. Osiagni¢cia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora nauk chemicznych

Pozostate osiaggnigcia naukowo-badawcze mozna podzieli¢ na nastgpujace obszary

tematyczne:
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A) Rozwoj szeregu dodatkowych metodyk analitycznych i ocena stopnia narazenia na
obecnos¢ innych grup lekéw w roznych komponentach srodowiska (kontynuacja lub

rozszerzenie badan wchodzacych w sklad osiaggniecia naukowo-badawczego).

W ramach tego zadania badawczego opracowano i poddano procesowi walidacji szereg metodyk
analitycznych do oznaczania m. in. lekoéw weterynaryjnych, w tym stosowanych jako dodatki do
pasz i/lub w hodowlach ryb (akwakulturach) w wodach powierzchniowych, osadach dennych
i tkankach ryb [U1-US5]; antybiotykéw w osadach dennych i wodach przydennych pobranych ze
strefy przybrzeznej Poludniowego Baltyku [U6-US]; oraz antybiotykéw stosowanych
w weterynarii w glebach pochodzacych z rejonu Polski Potnocnej [U9] z zastosowaniem
techniki chromatografii cieczowej sprz¢zonej z tandemowga spektrometria mas (LC-MS/MS).
W ramach tych badan przeprowadzono takze ocene wptywu sktadu matrycy na wielko$¢ efektow
matrycowych obserwowanych w podczas oznaczania wybranych sulfonamidow w réznych
probkach $rodowiskowych z zastosowaniem techniki LC-MS [U10] oraz podjeto si¢ oceny
mozliwosci  zastosowania metod chemometrycznych do oceny efektywno$ci procesu
derywatyzacji analitow podczas ich oznaczania z zastosowaniem techniki chromatografii
gazowej (GC-MS) [Ul1]. Zastosowanie opracowanych metodyk analitycznych pozwolitlo na
oceng stopnia zanieczyszczenia roznych komponentdw §rodowiska wybranych rejonéw naszego

kraju pozostato$ciami tych lekow.

B) Studium potencjalu i mechanizmu sorpcji wybranych sulfonamidow (kontynuacja
badan rozpoczetych w ramach realizacji pracy doktorskiej) i beta-blokerow do gleb

(kontynuacja i rozszerzenie badan wchodzacych w sklad osiagniecia naukowo-badawczego)

Badania te prowadzono zarowno w tescie statycznym [U12-U14], jak i dynamicznym [U14] oraz
obejmowaty oceng¢ wptywu nie tylko takich czynnikéw jak pH i sita jonowa [U12], ale takze

temperatury na proces sorpcji tych zwigzkow do gleb [U13].

C) Ocena stabilnosci innych lekow w procesach degradacji biotycznej i abiotycznej

(rozszerzenie badan wchodzacych w sklad osiagniecia naukowo-badawczego)

W ramach tego zadania badawczego dokonano oceny podatnosci na biodegradacje lekow
przeciwcukrzycowych oraz zidentyfikowano podstawowe produkty rozpadu wybranych lekow
z tej grupy wraz z zaproponowaniem drog ich rozpadu i oceng ekotoksykologiczng powstajacych
mieszanin podegradacyjnych [U15-U16]. Dokonano takze oceny stabilnosci hydrolitycznej

innych lekéw weterynaryjnych o dziataniu przeciwbakteryjnym w srodowisku wodnym [U17].
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D) Ocena ryzyka (eko)toksykologicznego innych substancji chemicznych, w tym lekow,
z wykorzystaniem baterii biotestow (kontynuacja lub rozszerzenie badan wchodzacych

w sklad osiagniecia naukowo-badawczego)

Dokonano kompleksowej oceny =zagrozen wynikajacych z obecnosci w $rodowisku
réznorodnych substancji chemicznych: i) trzech najczgéciej stosowanych w weterynarii
fluorochinolonéw (tj. enrofloksacyny, norfloksacyny i ciprofloksacyny) wobec organizmow
wodnych tj. baterii luminescencyjnych Vibrio fischerii, glonéw zielonych Scenedesmus
vacuolatus, rz¢sy wodnej Lemna minor 1 rozwielitki Daphnia magna [U4]; ii) lekow
weterynaryjnych powszechnie stosowanych jako dodatki do pasz i w hodowlach ryb
(metronidazolu, doramektyny, florfenikolu i oksytetracykliny) wobec ww. organizméw wodnych
[U18]; iii) metylotrioksorenu(VII) i jego pochodnych [U19] oraz cieczy jonowych [U20].
W badaniach tych [U4, U18-19] réwniez zastosowano techniki analityczne, dzigki ktorym

uzyskano wyniki komplementarne do danych ekotoksykologicznych.

E) Poszukiwanie alternatywnych metod usuwania polarnych zanieczyszczen z wod wraz

okreslenie ekotoksycznosci potencjalnych produktow degradacji

Moje zainteresowania badawcze skierowane zostaly takze na poszukiwanie alternatywnych do
obecnie stosowanych metod/technologii oczyszczania $ciekow, ktore charakteryzowatyby sig¢
wigksza efektywno$cig usuwania nie tylko pozostatosci lekéw [U21], ale i cieczy jonowych
[U20, U22]. Badania przeprowadzone w ramach prac [U20-U21] zostaly przeprowadzone we
wspolpracy z Katedra Technologii Srodowiska Uniwersytetu Gdanskiego oraz Centrum Badan
Srodowiska i Zréwnowazonych Technologii Uniwersytetu w Bremie. Oprocz standardowej
oceny wydajno$ci zaproponowanych procesow elektrolizy do wusuwania wybranych
sulfonamidéow [U21] i cieczy jonowych [U20] z wodd $ciekowych, dokonano oceny
ekotoksyczno$ci mieszanin podegradacyjnych. Pozwolito to na uzyskanie szerszego pogladu na
temat wydajno$ci/skuteczno$ci proponowanej metody. Ponadto, dokonano takze oceny
zastosowania nanorurek weglowych jako potencjalnych adsorbentow do usuwania cieczy

jonowych z matryc wodnych [U22].
F) Opublikowanie prac przegladowych

Zdobyte podczas realizacji wyzej wymienionych prac do$wiadczenie naukowe i wiedza
pozwolily na przygotowanie i opublikowanie 12 prac przegladowych dotyczacych stanu wiedzy,

probleméw i wyzwan zwigzanych z analityka pozostato$ci farmaceutykéw w roéznych
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komponentach srodowiska [U23-U35], jak 1 oceng stopnia narazenia i zagrozenia wynikajacego
z obecnosci wybranych lekow w $rodowisku [U32-U34], w tym odnoszacych si¢ do ryzyka
wynikajacego z obecnosci sulfonamidow w $rodowisku glebowym [U32]. Posrod tych prac
znalazta si¢ takze taka, w ktorej dokonano podsumowania dostgpnych danych dotyczacych

toksyczno$ci mieszanin i chronicznej tej grupy lekéw w srodowisku [U33].

Na wyrdznienie zastuguje niedawno opublikowana praca w Trends in Analytical Chemistry
o charakterze eksperymentalno-przegladowym, dotyczaca wyznaczania réznymi metodami
warto$ci pKa wybranych lekéow stosowanych w chemioterapii [U35]. Koniecznosé
przeprowadzenia takich badan podyktowana byta faktem, iz informacje zawarte w literaturze na
temat wlasciwosci kwasowo-zasadowych tych zwiazkéw byly niespojne, co wigzato si¢

z niemozliwo$cig dokonania pelnej interpretacji uzyskiwanych wynikéw badan.
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5.2. Osiagnie¢cia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora nauk chemicznych

Moje osiggniecia-naukowo badawcze zdobyte przed uzyskaniem stopnia doktora nauk
chemicznych zwigzane byly z realizacja pracy doktorskiej (w latach 2007 — 2015)
1 dostarczeniem istotnych danych na temat analityki [U1-U2], losu $§rodowiskowego [U3-U4]
i ekotoksyczno$ci [US5] jednej grupy lekéw — sulfonamidéw. Obejmowato to takze
opublikowanie dwoéch prac przegladowych z zakresu podstawowych probleméw zwigzanych
z analityka pozostatosci lekéw, w tym antybiotykow, w probkach srodowiskowych [U6-U7].
Dodatkowo we wspoétpracy z innymi zespotami badawczymi, opracowano metody oznaczania

glutationu i identyfikacji pochodnych akrydyny z wykorzystaniem techniki LC-MS [U8-U9].
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Organic Environments. Journal of Physical Chemistry, 114, 10550—10562. IF2¢19 = 2,732

5.3. Dalsze plany naukowe

Mimo wielu prac naukowych dostepnych na temat obecnosci i zagrozen wynikajacych
z obecnosci pozostatosci lekéw w srodowisku, temat ten nie jest w dalszym ciggu dostatecznie
poznany. W przyszloSci zamierzam kontynuowaé rozpoczg¢te zadania badawcze zwigzane

z obecnoscig produktéw transformacji tych substancji leczniczych w srodowisku. Pozwoli to na
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bardziej doglebne oszacowanie skali problemu zwigzanego z obecnoscig lekdéw i1 posrednio takze
produktow degradacji i/lub metabolitéow w $rodowisku. Tematyka ta stanowi¢ bedzie
kontynuacje projektu, ktérego bytam kierownikiem (MNiSW 0012/1P3/2015/73, 2012-2017)
oraz realizowana bedzie w ramach projektu badawczego, w ktorym obecnie bior¢ udziat
w charakterze wykonawcy (NCN UMO-2015/17/B/NZ8/02481, 2016 — 2019).

Majac na uwadze wspomniany powyzej cel zasadniczy (niezaleznie od zadan
badawczych przewidzianych w ww. projektach), zamierzam w dalszym ciggu doskonali¢ swdj
warsztat analityczny i dazy¢ do opracowania metodyk analitycznych do oznaczania jeszcze
wickszej ilosci analitbw podczas jednego przebiegu analizy chromatograficznej
(. ang. multi-analysis) z uwzglgdnieniem form natywnych lekow, produktéow transformacji
1 wzorcoOw znakowanych izotopowo. Do tego celu planuje wykorzysta¢ technike ultrasprawne;j
chromatografii cieczowej sprzezonej z spektrometria mas (UHPLC-MS), aby skroci¢ w jak
najbardziej] mozliwy sposob czas analiz i prowadzi¢ rutynowe badania monitoringowe, ktére
pozwolityby w jeszcze szerszym stopniu na uzyskanie informacji na temat stopnia
zanieczyszczenia Srodowiska lekami i ich produktami transformacji. Zastosowanie takiej
techniki wpisatoby si¢ w zasady Zielonej Chemii Analitycznej poprzez skrocenie czasu analizy,
oszczedno$¢ energii i ilosci zuzywanych rozpuszczalnikow oraz produkowanych odpadow,
a takze zmniejszeniem czasu pracy analityka. W tym konteks$cie zamierzam prowadzi¢ analizy
w dwoch trybach tzw.: analiz¢ celowana (j. ang. farget analysis) 1 niecelowang (j. ang. non-
target analysis). Z tego wzgledu planuje zastosowac technike ultrasprawnej chromatografii
cieczowe] w potaczeniu z wysokorozdzielczym spektrometrem mas (UHPLC-Q-TOF), co
pozwoli przede wszystkim na realizacj¢ zadania obejmujacego poszukiwanie i identyfikacje
réznorodnych substancji obecnych w danych probkach. Niezmiernie ciekawym bytoby tez
sprawdzenie czy mozliwe byloby wyznaczenie pewnych standardowych profili tych polarnych
zanieczyszczen w roznych typach probek srodowiskowych, co oprocz zastosowania omawianej
techniki UPLC-Q-TOF, wymagaloby zastosowania dodatkowych technik spektroskopowych
(NMR, IR) oraz metod chemometrycznych. Umozliwitoby to katalogowanie i oznaczanie
ilosciowe jak najwigkszej liczby zwigzkoéw chemicznych w analizowanych probkach oraz
monitorowanie zmian w tych profilach na skutek zachodzacych incydentow.

Ponadto, w dalszym ciggu niezwykle pasjonujace jest dla mnie poszukiwanie odpowiedzi
na pytanie Czy obecnos¢ lekow, a tym samym i ich pochodnych, w srodowisku niesie za sobg
jakies ryzyko? Dlatego tez zamierzam kontynuowaé podjete badania nad oceng losu

srodowiskowego 1 toksycznosci lekow, ich produktow transformacji wobec roznych organizmow
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ze szczegblnym uwzglednieniem badan nad wyznaczeniem toksyczno$ci ich mieszanin oraz
efektow dlugofalowych, takze dla mieszanin. Oceng¢ toksyczno$ci mieszanin zamierzam
rozszerzy¢ nie tylko o produkty transformacji lekoéw, ale takze inne powszechnie wystgpujace
w $rodowisku zanieczyszczenia, tak aby te badania modelowe jeszcze w wigkszym stopniu
odnosily si¢ do rzeczywistych warunkow srodowiskowych. Ponadto, dla wybranych substancji
(o wysokim potencjale sorpcyjnym) zbadana zostanie takze toksyczno$¢ wobec wybranych
organizméw glebowych. Istnieje ogromna potrzeba prowadzenia takich badan, bowiem liczba
danych na ten temat jest bardzo ograniczona.

Ostatecznie, chciatabym takze kontynuowac rozpoczegte badania nad poszukiwaniem
skutecznych i wydajnych metod usuwania tych zanieczyszczen $rodowiska wraz z oceng

toksycznos$ci powstajacych produktow mieszanin podegradacyjnych.
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5.4. Zestawienie dorobku naukowego i innych osiagnieé

. A. Przed B. Po C. W tym do cyklu Razem
Stan nadzien 0.01.2015 1 doktoratem doktoracie habilitacyjnego (A+B)
Indeks H (Web of Science) 14
Liczba publikacji z listy 5
filadelfijskiej 7 36 12 43
Liczba publikacji spoza listy ) 7 9
filadelfijskiej
IF sumaryczny 19,079 138,906 50,494 157,985
Liczba cytowan (Web of Science)
* bez autocytowan 142 427
¢ 7z autocytowaniem 151 503
Rola w publikacjach z cyklu
habilitacyjnego
e pierwszy autor 4
e autor korespondencyjny 8
e autor ostatni 4
* inny 1
Liczba rozdzialow w ksiazkach 0 4 4
Liczba wystgpien ustnych na
konferencjach krajowych
i miedzynarodowych
¢ jako autor referujacy 1 3 4
e jako wspotautor referatu 0 17 17
ustnego
Liczba komunikatow o
plakatowych 2 61 L4
Liczba realizowanych projektow
w charakterze
e kierownika
0 1 1
* wykonawcy (eksperta) ) 4 6
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