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Citostatska zdravila v primerjavi z drugimi

zdravili v okolju

Poti vnosa v okolje so enake, kot za
vsa druga zdravila.

Pri Cakovane konce

S0, V primerjavi z mnogimi dugimi
zdravili (npr. NSAID, regulatorji

masScob, pomirjeva

Zaradi mehanizma delovanja — vpliv
na genetski material in sisteme
celi cnega s-Hdeguepl
neselektivno.

VecCina citostat.i
zelo nevarnih snovi (ti. CMR)

Ali ostanki citostatikov
predstavljajo tveganje za okolje?
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Navodila za oceno tveganja za okolje za zdravila za
judi (EMA 2006)

Ce ni bi okoncentracije ijn/ ald. speci
(npr. motenje hormonskega sistema)

Ocena izpostavljenosti

@ * jzracun PEC ﬁ STOP

PEC < 10 ng/L i
PEC > 10 ng/L

Analiza usode v okolju

Adsorbcija-desorbcija

Bi ol oazgkadljivost

Aerobna & Anaerobna pretvorba

Bioakumulacija ¢ ge logKow > 4.5 PEC/PNEC <1

Faza ll A

Analiza u€inkov v okolju

 Test inhibicije rasti alg

 Test inhibicije reprodukcije Daphnia sp. |

e Testt o k s i ¢zagadsjifaziz i v | jibenj a
 Test inhibicije respiracije aktivnega blata

PEC/PNEC > 1

Razsirjene analize usode in u€inkov v okolju
enat andrmrejaECn

FazallB * pretvorbe v okolju — ekspertne ocene ﬁ | RISK MANAGEMENT ‘

* specific n RA za substance z logKkow > 4.5 |



|lzbrani citostatiki

Ime 5-fluorouracil cisplatin etopozid imatinib-mesilate
H g
OYN 0 Cls,,  W\NH; \@ [j
HN\IF CI”  NH, J ‘,‘,T‘l*:[_‘,u\.q Eg
MoA Animetabolit Alkilirakoc¢a Inhibitor Inhibitor tirosin
spojina topoisomeraze kinaz
Genotoksi¢nost
Mutagen za bakterije Pozitiven Pozitiven Negative Negativen
CA aber. in vitro Pozitiven Pozitiven Pozitiven Negativen/Pozitiven
CA aber. in vivo Pozitiven Pozitiven Pozitiven Negativen
\Ijit(r)os S @ CITY Il Pozitiven Pozitiven Pozitiven Negativen/Pozitiven
Rakotvornost : : : : o
Skupina 3 Skupina 2A Skupina 1 Ni klasificiran

(IARC)
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Ugotavl|janje toksicnho

Alga: P. subcapicata | Crustacea: Fish: D. rerio
Cyanobacteria: S. D. magha & (zebrafish)
leopoliensis C. dubia
D. magna: Acute Fish, Acute Toxicity Test —
Immobilisation Test (OECD  limit test (OECD 203)
Acutna 202, 2004). Fish Embryo Toxicity (FET)
toksiénost C.dubia: Acute mortality Test (OECD draft GD)
Freshwater Alga and assay (EPA-600-4-
Cyanobacteria, Growth 90/027F, 1993)
Inhibition Test (OECD Reproduction inh. Fish, Early-Life Stage Toxicity
201) D. magna: (OECD 211, Test (OECD 210)
‘v 2008); Fish two-generation
:(':’ hicna . C. dubia (ISO/FDIS 20665, toxicity test (EPA draft)
eh&iE ek 2008; EPA-600/4-91-002,
1994)
- Comet assay Comet assay,
Genotoksi¢nost MN assay
Izrazanje genov Gene expression analysis:

microarrays, QRT-PCR
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Akutn a t o k ga vodneocosganizme
mg/L

Test 5-FU Etoposid Cisplatin Imatinib
EGy | BGo | BGo | BEGo | BGy | BEGo | BGo | EGo
P.subcapitata(72hy| 0,13 | 0,017 | 30,43 | 13,61 1,52 | 0,61 | 2,29 | 0,79
S.leopoliensig72h)a| 1,2 0,13 nd nd 0,67 | 0,13 | 5,34 | 3,12
C.dubia(24 Q" 500 | 16,83 | nd 30,2 | 2,5 | 1,35 |31,92| 6,79
D.magna(48h)d | 26,42 5,64 nd 525 | 0,94 | 0,51 | 11,97, 1,87
D.rerio FET (120 B)| 2441 nd >300| nd 81,3 | nd 65,9 | nd

D.rerio acute(96h) | >100 >100 64,5 70,8

Klasifikacija glede toksicnosti za okolje (EU Directive 93/67/EEC):

e  5-fluorouracil in cisplatin —

zel o

t o kg £1dng/b)

 Imatinib mesilat—t o k si CsgIn— 10 EEL)
« FEtopozid—-S k o d | jg1@ - 1QOENG/L)

aBrezovsek, P., Elersek, T.,
b) Parrella, A., et al. (2014). Chemosphere 115, 59-66
¢) Kovacs R. et a. (2016) Environ Sci Pollut Res 23, 14718-14729
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Kr oni C na tza¥odne grgaoizane

pg/ L

Test 5-FU Etoposid Cisplatin Imatinib

LOEC| ACR | LOEC| ACR | LOEC| ACR | LOEC| ACR

C.dubia (7 d)® 2,22 | 150000f 312 - 14,7 | 147 | 0,87 | 277
D.magna(21 d» | 2,06 | 789 111 90 1 588 | 2,98 | 39
D.rerio (33 d© 1000 - - - - - 10000, -
D.rerio (2 generacijiy| 0.01 - - - - - 0,1 -

ACR: razmerje akutnal/gdroni cna toksicnost (EC

b) Parrella, A., et al. (2014). Chemosphere 115, 59-66
¢) Kovacs R. et a. (2016) Environ Sci Pollut Res 23, 14718-14729




Testiranje genoto

1 2 4 5

E ) 17
e Po 3 k oDNAeest komet N\ € @j QV n
— D. magna & C. dubia (24 h izpostavljenost) Z 3

— DurerioF1,j et ra, Skrge, gonade R cel
(izpostavljenost 4 mesece) [+

-b & '-b
— D.rerio krvne celice:
* FO generation — izpostavljenost 2 tedna
* F1 generacija — izpostavljenost 4 mesece

- PoSkodbe kr:teshmikaes v @ M @
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Genotoksi Cni uci n®4Ah) p
 compound | Dmagna | Cdwia

Cometassay Ch toxicity EG, Cometassay Ch toxicity EG,
LOAEG ¥ FK [ © Ok Pk[ O LOAEG ¥ 3%k [ © 6k 3% [ 0
5-Fluorouracil 0.50 4.58 0.06 0.55
Etoposide 0.30 90 0.10 170
Cisplatin 0.01 0.25 0.30 1.75
Imatinib 2.00 46 0.30 2.4

LOAEC(comet) < EC10 (chronic tox.)

exh0808 | |15 abde =
¢ F e PP L 540. g
D. magna || = . W e PoSkodbe DNA |s®o
P NI I povezane z zaviranjem ’ 1 i
gééééééé éwag’@é razmnozZevan Gl
Y EREYY “E @ v b g
e PoSkodbe DN S0
100 S-Fu 100 CDDP ‘ ZgOdnJ| pOkazatte
o Ta sk Skodl jivih G i -
. e 4 é é &5 é e é é é izpostavljenosti —
C.dubia = BEE T : : E o
I ERE I EEEE citostatikom
g"’ N e = T § : 2 LA é ° ¥ 1 1!0 * 1(1)0 10’00 10&00
o . é ééé " 2 é é [(mg/L]
D"‘ & e N R @ u-c? & e L

Parrella, A., M. Lavorgna, E. Criscuolo, C. Russo, and M. Isidori, 2015, Journal of Hazardous Materials, 286, 573-580



|lzpostavljenost rib cebric 5-FU oz. IM prek
dveh generaci
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5-FU exposure

FO F1

A A A A
Fish age: 6m 6.5m 1m 4 m 5m 7 m 1m
I
Start of 5-FU exposure n=18| F1 Larvae survival, body
length and wet and dry
Spawning of FO 6.5 months weight n=133
old fish after 14 days of F2 Larvae survival, body
exposure n=18 Sampling of 4 months old length and wet and dry
fish for genotoxicity and | | weight n=100

gene expression analysis

Spawning of 5 months old

Koncentracije: fish n=16-30
0. 01, 1, 100 Hipfjoga?"'\olgg}/analysesand

ermination of body
length and wet and dry
weight of 7 months old fish.
Additional micronucleus test
sampling.

5-FU:
Kovacs, R., Z. Csenki, K. Bakos, B. Urbanyi, A. Horvath, V. Garaj-Vrhovac, G. Gajski, M. Geric, N. Negreira, M. L. de Alda, D. Barcelo, E. Heath, T. Kosjek, B. Zegura, M. Novak,
I. Zajc, S. Baebler, A. Rotter, Z. Ramsak, and M. Filipic, 2015, Water Research, v. 77, p. 201-212.



Toksi C

o-FU
Smrtnost v FO, F1 in F2 generacijah ni .
blapovecana
Ni bilo razlik v telesnit eibd ol Z i nie
NibilosS k o d lujCii wviao v

raz mno z éistanej podnost, .
razmerje med spoloma)
Ni bilo nenormalnosti zarodkov .

Histopatoloske spremembe (pri
vseh koncentracijah):
— jetra:z a ma S C gregesvha
degeneracija; atrofija (le pri 100
b d) .
— ledvica: hyperplazia
hematopoetskega tkiva;
— Nefroza tubulov (le pri 100 y @)

N

IM

Smrtnost v FO in F1 generacijah ni bila
povecana

Povecana smrtnost vV o
vseh koncentracijah.

povprecna tel e
rib F1 generacije

Ni zj a
Ni bi
Ni bi
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Genot ok 81 ofluerouracila in imatiniba

5-FU IM

Comet assay Comet assay
30+ = Control 30+ * = Control
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Whole genome gene gene expression analysis in
liver of F1 generation zebrafish

Transcriptomic analyses enable:

* Describtion/understanding/predicting modes of action
» Discovering biomarkers of exposure and effects

« Effect assesment
5-FU

» Genes involved in responses to DNA
damage (CHKIls, gadd45a, xxrc5, bax,
bcl2)

e Tumor-related genes (TNFs)
» Oncogens (myc, jun, est2)

Consistent with the genotoxic activity
and potential carcinogenicity

IM

» Downregulation of vtg genes in males
» Sterol metabolism genes (cyp54, hsd)

 Hormone metabolism (androgen
receptor, estrogen ralated, luteizing
hormone, thyroid..)

e Cyrcadian rhytm (Perl, Per2, crypl,2,5,
arnt)

Implication for possible endocrine
disrupting activity



Anali za sprememb 1 zraza
cebricah izpostavljenih 5-FU oz. IM

Transkriptomske analizeo mogocC aj o
* Razumevanije in predpostavljanje mehanizmov delovanja

e Odkrivanje pokazateljev ucCinkov izpost
e Oceno ucinkov :
o-FU IM
e Povecano izrazanje gendmawnpi atmearvitelbhgemna pri
odziv na poSkodbe DNA samcih
e Povecano izrazanj e ¢e nyUphvnpgenegpavazane & presnovo
nastankom tumorjev sterolov
e PovecCcano izrazanj e o0nkVYpgjenagene povezane s presnovo

hormonov (androgeni, estrogeni, tiroidni..)

» Vpliv na gene povezane s cirkadianim
ritmom

Ujemanje z genotoksi€énim in
potencialno karcinogenim delovanjem
5-fluorouracila.

Mozno, da imatinib deluje kot motilec
hormonskega sistema.



Ocena tveganja za vodne organizme

Y2TAG6YA]l Gd@S3IlFyal owvo T LT LI2adl ¢

Spojina PEQL |TestniaAadSy 1T yI 2NOEO22 |@NERRY 2 3§ R@ 2
¢21ar6yz2aid 11 NBLINRRdIzZ] OA 22
5-FU 39.6 Reprod inh. D.magna 206 0.19
ET 0.94 Reprod inh. C.dubia 98 0.01
CDDP 0.54 Reprod inh. D.magna 100 0.005
IM 20.0 Reprod inh. C.dubia 27 0.74
DSy2i(21aA6y2ai

CometassayC.dubia 6 6.6
5-FU 39.6

MN inzebrafish 1 39.6
ET 0.94 CometassayC.dubia 10 0.09
CDDP 0.54 CometassayD. magna 1 5.4
IM 20.0 CometassayC.dubia 30 0.67

RQ > 1 pomeni tveganje



Zakl jucki

OstankiR 2 f 2 @i®sfatikov v vodnemokolju predstavljajonevarnostza

vodneorganizme

w CiljaneS { 2 G 2 | arazisiaéaugihclostatskihzdravil
w Revizijanavodilzaocenotveganjazaokolje zacitostatskazdravila(EMA
2006):

¢ Ocenatveganjanajbo obveznatudi 6 SopredvideneokoljskekoncentracijePEC < 10 ng/L
¢ Temeljitimoranapodatkin] NB y & 8 ¥ & K {testov Wiinkmiorganizmi
¢+x1te2dz6SOlFr A oA Y2NYftl LRRFG1S 2 3ASy20214.

w Sistematskmonitoringnjihovegapojavljanjain usodev okolju, da se
ugotovidejanskazpostavljenost

w Priocenitveganjaje trebadzLJ2 O Gt&ldkonmibikiranedz6 A 3fries
ostankovcitostatskihzdravil
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