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Citostatska zdravila v primerjavi z drugimi 

zdravili v okolju

• Poti vnosa v okolje so enake, kot za 

vsa druga zdravila.

• Pričakovane koncentracije v okolju 

so, v primerjavi z mnogimi dugimi 

zdravili (npr. NSAID, regulatorji 

maščob, pomirjevala…), manjše. 

• Zaradi mehanizma delovanja –vpliv 

na genetski material in sisteme 

celičnega signaliziranja –delujejo 

neselektivno. 

• Večina citostatikov spada v skupino 

zelo nevarnih snovi (ti. CMR) 

• Ali ostanki citostatikov 

predstavljajo tveganje za okolje? 



Navodila za oceno tveganja za okolje za zdravila za 

ljudi (EMA 2006)

Ocena izpostavljenosti

•izračun PEC  

Analiza usode v okolju
•Adsorbcija-desorbcija

•Biološkarazgradljivost

•Aerobna & Anaerobna pretvorba

•Bioakumulacijačeje logKow > 4.5

Analiza učinkov v okolju
•Test inhibicije rasti alg

•Test inhibicije reprodukcije Daphnia sp. 

•Test toksičnostiv zgodnji faziživljenjarib

•Test inhibicije respiracije aktivnega blata

Če ni biokoncentracije in/ali specifične toksičnosti 

(npr. motenje hormonskega sistema)

PEC > 10 ng/L

STOP
PEC < 10 ng/L

PEC/PNEC < 1

PEC/PNEC > 1

RISK MANAGEMENT
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Razširjene analize usode in učinkov v okolju
•natančnejšiizračunPEC

•pretvorbe v okolju–ekspertne ocene

•specifičnaRA za substance z logKow > 4.5



Izbrani citostatiki

Ime 5-fluorouracil cisplatin etopozid imatinib-mesilate

MoA Animetabolit Alkilirakoča

spojina

Inhibitor 

topoisomeraze

Inhibitor tirosin

kinaz

Genotoksičnost

Mutagen za bakterije Pozitiven Pozitiven Negative Negativen

CA aber. in vitro Pozitiven Pozitiven Pozitiven Negativen/Pozitiven

CA aber. in vivo Pozitiven Pozitiven Pozitiven Negativen

PoškodbeDNA in

vitro
Pozitiven Pozitiven Pozitiven Negativen/Pozitiven

Rakotvornost

(IARC)
Skupina 3 Skupina 2A Skupina 1 Ni klasificiran



Ugotavljanje toksičnosti in genotoksičnosti

Učinek Alga: P. subcapicata

Cyanobacteria:  S. 

leopoliensis

Crustacea:

D. magna & 

C. dubia

Fish: D. rerio

(zebrafish)

Acutna

toksičnost
Freshwater Alga and 

Cyanobacteria, Growth 

Inhibition Test (OECD 

201) 

D. magna: Acute

Immobilisation Test (OECD 

202, 2004):

C.dubia: Acute mortality

assay (EPA-600-4-

90/027F, 1993)

Fish, Acute Toxicity Test –

limit test (OECD 203)

Fish Embryo Toxicity (FET) 

Test (OECD draft GD) 

Kronična

toksičnost

Reproduction inh.

D. magna: (OECD 211, 

2008);

C. dubia (ISO/FDIS 20665, 

2008; EPA-600/4-91-002, 

1994)

Fish, Early-Life Stage Toxicity 

Test (OECD 210)

Fish two-generation 

toxicity test (EPA draft)

Genotoksičnost
Comet assay Comet assay, 

MN assay

Izražanje genov Gene expression analysis: 

microarrays, QRT-PCR



Akutna toksičnostza vodne organizme

mg/L

Test 5-FU Etoposid Cisplatin Imatinib

EC50
* EC10

* EC50
* EC10

* EC50
* EC10

* EC50
* EC10

*

P. subcapitata(72 h)a) 0,13 0,017 30,43 13,61 1,52 0,61 2,29 0,79

S. leopoliensis(72 h)a) 1,2 0,13 nd nd 0,67 0,13 5,34 3,12

C. dubia(24 h) b) 500 16,83 nd 30,2 2,5 1,35 31,92 6,79

D. magna(48 h)b) 26,42 5,64 nd 5,25 0,94 0,51 11,97 1,87

D. rerio FET (120 h)c) 2441 nd >300 nd 81,3 nd 65,9 nd

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

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

• 5-fluorouracil in cisplatin–zelo toksična (EC50 <1 mg/L) 

• Imatinib mesilat–toksičen (EC50 1–10 mg/L) 

• Etopozid–škodljiv (EC50 10 - 100 mg/L) 

a) Brezovšek, P., Eleršek, T., & Filipič, M. (2014)  Water Research, 52, 168-177.

b) Parrella, A., et al. (2014). Chemosphere 115, 59-66

c) Kovacs R. et a. (2016) Environ Sci Pollut Res 23, 14718-14729



Kronična toksičnostza vodne organizme

µg/L

Test 5-FU Etoposid Cisplatin Imatinib

LOEC* ACR LOEC* ACR LOEC* ACR LOEC* ACR

C. dubia (7 d)b) 2,22 150000 312 - 14,7 147 0,87 277

D. magna(21 d) b) 2,06 789 111 90 1 588 2,98 39

D. rerio (33 d) c) 1000 - - - - - 10000 -

D. rerio (2 generaciji) c) 0.01 - - - - - 0,1 -

ACR: razmerje akutna/kronična toksičnost (EC50)

b) Parrella, A., et al. (2014). Chemosphere 115, 59-66

c) Kovacs R. et a. (2016) Environ Sci Pollut Res 23, 14718-14729



Testiranje genotoksičnosti

•Poškodbe DNA: test komet
– D. magna & C. dubia (24 h izpostavljenost)

– D.rerio F1, jetra, škrge, gonade, krvne celice: 

(izpostavljenost 4 mesece)

•Poškodbe kromosomov: test mikrojeder 
– D.rerio krvne celice:

•F0 generation–izpostavljenost 2 tedna

•F1 generacija –izpostavljenost 4 mesece



Genotoksični učinki pri vodnih bolhah(24h)
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Compound D. magna C. dubia

Comet assay
LOAEC όҡƎκ[ύa)

Ch. toxicity EC10 

όҡƎκ[ύb)

Comet assay
LOAEC όҡƎκ[ύa)

Ch. toxicity EC10 

όҡƎκ[ύb)

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

•Poškodbe DNA so 

povezane z zaviranjem  

razmnoževanja. 

•Poškodbe DNA so 

zgodnji pokazatelj 

škodljivih učinkov 

izpostavljenosti 

citostatikom

LOAEC(comet) < EC10 (chronic tox.)

D. magna

C.dubia

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



Izpostavljenost rib cebric 5-FU oz. IM prek 

dveh generacij

Koncentracije: 

0.01, 1, 100 µg/L; 

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.



Toksični in škodljivi učinki

5-FU

• Smrtnost v F0, F1 in F2 generacijah ni

bilapovečana

• Ni bilo razlik v telesnitežiin dolžini.

• Ni biloškodljivihučinkovna

razmnoževanje(drstenje, plodnost, 

razmerje med spoloma)

• Ni bilo nenormalnosti zarodkov

• Histopatološke spremembe (pri

vseh koncentracijah):

– jetra: zamaščenost, regresivna

degeneracija; atrofija (le pri 100 

μg/L)

– ledvica: hyperplazia

hematopoetskega tkiva;

– Nefroza tubulov (le pri 100 μg/L)

IM

• Smrtnost v F0 in F1 generacijah ni bila 

povečana

• Povečana smrtnost v F2 generaciji pri 

vseh koncentracijah. 

• Nižja povprečna telesna teža odraslih 

rib F1 generacije

• Ni bilo razlik v telesni dolžini

• Ni bilo škodljivih učinkov na 

razmnoževanje (drstenje, plodnost, 

razmerje med spoloma)

• Ni bilo nenormalnosti zarodkov

• Ni bilo histopatoloških sprememb.



Genotoksičniučinki 5-fluorouracila in imatiniba

5-FU IM



Whole genome gene gene expression analysis in 

liver of F1 generation zebrafish

5-FU

•Genes involved in responses to DNA 

damage (CHKIs, gadd45a, xxrc5, bax, 

bcl2) 

•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..)

•Cyrcadian rhytm (Per1, Per2, cryp1,2,5, 

arnt) 

Implication for possible endocrine 

disrupting activity

Transcriptomic analyses enable:

• Describtion/understanding/predicting modes of action

• Discovering biomarkers of exposure and effects

• Effect assesment



Analiza sprememb izražanja genov pri ribah

cebricah izpostavljenih 5-FU oz. IM

5-FU

•Povečano izražanje genov vpletenih v 

odziv na poškodbe DNA

•Povečano izražanje genov povezanih z 

nastankom tumorjev

•Povečano izražanje onkogenov

Ujemanje z genotoksičnim in 

potencialno karcinogenim delovanjem 

5-fluorouracila. 

IM

•Zmanjšanoizražanjevitelogenina pri

samcih

•Vpliv na gene povezane s presnovo 

sterolov 

•Vpliv na gene povezane s presnovo 

hormonov (androgeni, estrogeni, tiroidni..)

•Vpliv na gene povezane s cirkadianim

ritmom

Možno, da imatinib deluje kot motilec 

hormonskega sistema. 

Transkriptomske analizeomogočajo:
•Razumevanje in predpostavljanje mehanizmov delovanja 

•Odkrivanje pokazateljev učinkov izpostavljenosti

•Oceno učinkov 



Ocena tveganja za vodne organizme

Spojina PECng/L Test niǎƛǎǘŜƳ Ȋ ƴŀƧƴƛȌƧƻ ǾǊŜŘƴƻǎǘƧƻ NOEC PNECng/L RQ

¢ƻƪǎƛőƴƻǎǘ Ȋŀ ǊŜǇǊƻŘǳƪŎƛƧƻ

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

DŜƴƻǘƻƪǎƛőƴƻǎǘ

5-FU 39.6
CometassayC. dubia 6 6.6

MN in zebrafish 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

Yƻƭƛőƴƛƪ ǘǾŜƎŀƴƧŀ όwvύ Ґ  LȊǇƻǎǘŀǾƭƧŜƴƻǎǘ κ ǘƻƪǎƛőƴƻǎǘ Ґ t9/κtb9/



Zaključki

OstankiŘƻƭƻőŜƴƛƘcitostatikovv vodnemokolju predstavljajonevarnostza
vodneorganizme. 

ω CiljaneŜƪƻǘƻƪǎƛƪƻƭƻǑƪŜraziskavedrugihcitostatskihzdravil.

ω Revizijanavodilzaocenotveganjazaokoljezacitostatskazdravila(EMA 
2006):

ςOcenatveganjanajbo obveznatudi őŜso predvideneokoljskekoncentracijePEC < 10 ng/L
ςTemeljitimora napodatkihƪǊƻƴƛőƴƛƘǘƻƪǎƛƪƻƭƻǑƪƛƘtestovz vodnimiorganizmi
ς±ƪƭƧǳőŜǾŀǘƛ ōƛ ƳƻǊŀƭŀ ǇƻŘŀǘƪŜ ƻ ƎŜƴƻǘƻƪǎƛőƴƛƘ ǳőƛƴƪƛƘ

ω Sistematskimonitoring njihovegapojavljanjain usodev okolju, da se 
ugotovidejanskaizpostavljenost.

ω Priocenitveganjaje trebaǳǇƻǑǘŜǾŀǘƛtudi kombiniraneǳőƛƴƪŜzmesi
ostankovcitostatskihzdravil.
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