@ Wydziat Inzynierii Srodowiska i Energetyki

Katedra Biotechnologii Srodowiskowe;

Politechnika
Slaska

ROZPRAWA DOKTORSKA
Badania ekotoksycznosci wybranych lekow
cytostatycznych i mozliwosci wykorzystania grzybow

do ich usuwania

mgr inz. Marcelina Jureczko

Promotor:

dr hab. inz. Wioletta Przystas, prof. Pol. SI.

Gliwice, 2021



Streszczenie

Wzrost wykorzystania lekéw przeciwnowotworowych, prowadzi do zwigkszonego
poziomu cytostatykow uwalnianych do $rodowiska, stad tez ich obecno$¢ w wodach
powierzchniowych, gruntowych, jak rowniez pitnych. Poniewaz wplywaja na stabilnos¢
materiatu genetycznego, moga by¢ zagrozeniem dla srodowiska. Zwiazki te sg oporne na
rozktad biologiczny w naturalnych wodach 1 nie sg skutecznie usuwane przez oczyszczalnie
sciekow. Badania nad skutecznym eliminowaniem lekéw przeciwnowotworowych z wod sg
zatem konieczno$ciag. Technologie oparte na grzybach bialej zgnilizny drewna sg szczegdlnie
warte zainteresowania. Organizmy te znalazly bowiem zastosowanie w usuwaniu wielu
zwigzkdw o budowie aromatycznej, dzigki synergistycznemu dziataniu wielu zewnatrz-
1 wewnatrzkomérkowych niespecyficznych enzymoéw oraz strategii nieenzymatycznych.
Dlatego oczyszczanie $ciekow z wykorzystaniem grzyboéw wydaje si¢ by¢ obiecujaca
alternatywa dla rozwigzania problemu obecnosci lekow antynowotworowych w wodach.

Studium literaturowe pozwolito na sformutowanie dwoéch tez badawczych, zgodnie
z ktorymi: 1) cytostatyki moga by¢ toksyczne dla organizméw nie bedacych docelowym
przedmiotem ich dzialania, zatem istnieje koniecznos¢ ich eliminacji ze $ciekdéw; 2) grzyby,
rozkladajace wiele ksenobiotykéw o strukturze pierscieniowej ze wzgledu na produkcje
szeregu enzymOw o niskiej specyficzno$ci, moga skutecznie usuwaé takze leki
przeciwnowotworowe o takiej wtasnie budowie. Z postawionych tez wyniknety gtowne cele
projektu: uzyskanie ztozonych danych poréwnawczych na temat ekotoksycznosci wybranych
lekow cytostatycznych i ich mieszaniny w $rodowisku wodnym oraz ocena przydatnos$ci
grzybdéw do usuwania tych substancji ze srodowiska.

Realizacji celéw badawczych dokonano dzigki wykonaniu szeregu eksperymentow
oraz  studium  literatury.  Najpierw  zebrano  doniesienia  dotyczace  lekow
przeciwnowotworowych jako substancji zanieczyszczajacych wode 1 ich szkodliwego
wplywu na $rodowisko naturalne. Nastepnie dokonano oceny ekotoksycznosci wybranych
lekow cytostatycznych: bleomycyny 1 winkrystyny, oraz ich mieszaniny wobec
przedstawicieli wszystkich trzech pozioméw troficznych organizméw wodnych (rosliny
Lemna minor, skorupiaka Daphnia magna i bakterii Pseudomonas putida). W kolejnym
kroku pochylono si¢ nad problemem eliminacji tych dwoéch zwigzkéw ze $rodowiska.
Wyselekcjonowano i wyizolowano grzyby biatej zgnilizny drewna (Fomes fomentarius
(szczep CB13), Hypholoma fasciculare (szczep CB15), Phyllotopsis nidulans (szczep CB14),

Pleurotus ostreatus (szczep BWPH) i Trametes versicolor (szczep CB8)) oraz okreslono ich



przydatno$¢ do usuwania badanych cytostatykéw. Najpierw przetestowano mozliwosci
wzrostu grzybow w obecnosci badanych lekéw, w zaleznosci od zawartosci substancji
odzywczych w pozywce. Nastepnie oceniono wydajno$¢ 1 mechanizm usuwania testowanych
substancji przez poszczeg6lne szczepy, wraz z analizg wptywu warunkow fizykochemicznych
na proces eliminacji lekow przez grzybni¢. Dokonano tego w testach usuwania lekéw na
drodze fizycznej sorpcji oraz biologicznej degradacji. Eksperymentom biodegradacji
towarzyszyla weryfikacja potencjatu enzymatycznego wybranych szczepow grzybow, oraz
ocena ekotoksycznosci probek po procesie usuwania lekéw antynowotworowych uzupetniona
o testy cytotoksycznos$ci na mysich fibroblastach 1L.929.

Przeglad literatury oraz badania wilasne pozwolity stwierdzi¢, ze cytostatyki moga
stanowi¢ istotne zagrozenie dla Srodowiska sa bowiem toksyczne dla organizméw nie
bedacych docelowym przedmiotem ich dziatania. Wykonane analizy pozwolity
zakwalifikowaé bleomycyne i winkrystyng, odpowiednio jako bardzo toksyczny i toksyczny
zwigzek zanieczyszczajacy wodg. W testach ekotoksycznosci oba farmaceutyki obecne
w mieszaninie wykazaty dziatanie antagonistyczne, co oznacza, ze bazowanie na efektach
uzyskanych dla pojedynczych substancji moze prowadzi¢ do bilednej oceny ryzyka
srodowiskowego. Wyniki usuwania bleomycyny i1 wiknrystyny w procesie sorpcji jak
1 biodegradacji wykazaty, ze grzyby bialej zgnilizny drewna mogg stanowi¢ przydatne
narzedzie do eliminacji badanych lekéw przeciwnowotworowych. Mimo, ze efektywnos$¢ jest
uzalezniona od rodzaju procesu, cytostatyku, zastosowanego szczepu grzyba, charakteru
biomasy oraz parametrow fizykochemicznych to przeprowadzone badania pozwolily na
uzyskanie najwyzsze] i1/lub najszybszej eliminacji lekow w poréwnaniu z innymi
biologicznymi i niebiologicznymi metodami usuwania tych substancji prezentowanymi na
$wiecie. Dla winkrystyny osiggnieto 97 % eliminacji leku w procesie degradacji (po 4 dniach
eksperymentu z grzybnig szczepu CBI15) i 26 % w badaniach sorpcji (po 3 godzinach
kontaktu z zywa biomasg szczepu CB14). Usunigcie bleomycyny wynosito odpowiednio
36 % (w9 dniu badan degradacji) i 59 % (po 3 godzinach w procesie sorpcji) przy
wykorzystaniu grzybni szczepu CB8. W czasie testoéw biodegradacji badanych cytostatykow
wykazano takze spadek toksyczno$ci probek po procesie oraz znaczaca aktywno$¢ enzymu
lakaza. Tak obiecujgce wyniki eksperymentow otwierajg przestrzen do dalszych badan nad
zastosowaniem grzybow iich enzymow w eliminacji ze §rodowiska farmaceutykow do tej

pory uwazanych za oporne na degradacje.





