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Santrumpos

AP - veikimo potencialas

Vm - realiis membranos potencialai

GST - glutationo S-transferazés

UDP-gliukurono riigstis - uridino 5'-difofo-gliukurono riigstis
LEP - vietinis elektrinis potencialas

VP - variacijos potencialas

EKG - elektrokardiograma

EEG - elektroencefalograma

DCF - diklofenakas

IB - ibuprofenas

SSD - raiSiy jautrumo pasiskirstymas

PPCP - farmacijos ir asmeningés prieziiiros produktai
NAPQI - N-acetil-p-benzochinoneiminas

NVNU - nesteroidinis prieSuzdegiminis vaistas

PSO - Pasaulio sveikatos organizacijos

ES — Europos sajunga

SPR - Pavirsiaus plazminio rezonanso

SP — sistemos potencialas

APW — dirbtinis tvenkinio vanduo

RP — ramybés potencialas

LD — liekamoji depoliarizacija



Ivadas

Siuolaikiné medicina nejsivaizduojama be vaisty. Didéjantis pasaulio gyventojy skaiéius,
investicijos ] sveikatos priezitros sektoriy, pazanga moksliniy tyrimy ir plétros srityje, visuotinis
prieinamumas pasaulingje rinkoje ir sen¢jancios visuomenes iSsivysciusiose Salyse pastaraisiais
desimtmeciais gerokai padidino vaisty vartojima. (Aus der Beek et al., 2016) Augant farmaciniy
medziagy vartojimui daugéja jrodymy apie jy patekimg j aplinka: vaisty liku¢iy randama
pavirSiniame bei poZeminiame vandenyje, dirvozemyje, gyviiny audiniuose. Didzioji dalis
farmaciniy medziagy patenka j aplinka iSleidziant nuotekas i§ miesto nuoteky valymo jrenginiy
bei netinkamai utilizuojant panaudotus vaistus (Suzdalev. 2020). Daugumos farmaciniy
medziagy ekotoksikologinis poveikis vandens organizmams, o ypac augalams, néra zinomas
(Kergaravat et al., 2021).

Menturdumbliai yra visuotinai naudojami laboratorinéje praktikoje, kaip testorganizmai
bei vandens telkiniy buklés stebésenoje — kaip bioindikatorai. Menturdumbliy lastelés placiai
naudojamos jvairiuose augaly fiziologijos ir ekotoksikologiniuose tyrimuose: Tyrinédami dideles
menturdumbliy lasteles, galime suprasti sudétingesnius aukStesniyjy augaly bei gyviny augimo,
funkcionavimo, prisitatkymo ir iSgyvenimo désningumus. Tarpubamblinés menturdumbio
Nitellopsis obtusa lgstelés, dél dideliy lastelés matmeny (gali iSaugti mazdaug iki 30 cm ilgio ir
1-2 mm skersmens) ir savybés lengvai generuoti veikimo potencialus bei didelio jautrumo
aplinkai yra labai populiartis augalinés Iastelés biologiniy procesy ir aplinkos poveikio tyrimuose
(Beilby & Casanova, 2014). Menturdumbliy membranos elektrinio aktyvumo tyrimas yra vienas
i§ adekvaciausiy metody membranos funkcionavimui tirti in vivo. Tarpubamblinés
menturdumbliy lgsteles naudojamos vidulgsteliniy sistemy ir intaktinés lagstelés lygmens
tyrimuose. Jos taip pat pasitelkiamos oksidacinio streso fermenty (Grigutyté et al. 2008; 2009),
metaboliniy procesy dinamikos (Oikawa et al., 2011), metaly ir jy nanojunginiy kaupimo
atskirose lgstelés dalyse (Manusadzianas et al., 2017) ir kituose tyrimuose.

Aiskinantis farmaciniy medziagy jtaka ir poveikio mechanizmus menturdumbliy lastelei

svarbu registruoti reakcijas skirtinguose biologinio organizuotumo lygmenyse.

Darbo tikslas: nustatyti farmakologiniy medziagy poveiki menturdumbliy lasteliy

funkcionavimui.



Darbo uzdaviniai:

1. lIbuprofeno, paracetamolio ir diklofenako poveikio vandens organizmams duomeny
metaanalizé.

2. [Istirti diklofenako, paracetamolio ir ibuprofeno poveikj Nitellopsis obtusa lasteliy
iSgyvenamumui.

3. Istirti diklofenako ir paracetamolio poveikj elektrofiziologiniam atsakui.

4. Palyginti menturdumbliy ir kity vandens organizmy jautrumus ibuprofenui, paracetamoliui ir
diklofenakui.



1. Literatiiros apZvalga

1.1. Menturdumbliai Nitellopsis obtusa

Nitellopsis obtusa (bendras pavadinimas: zvaigzdétasis maurasakis) priklauso zaliyjy
gélavandeniy makrodumbliy Characeae Seimai, kurie yra vietiniai augalai Europoje ir Azijoje.
Jis yra vienintelis iSlikes Nitellopsis genties narys (Soulié-Mirsche et al., 2002) , todél
susirtipinta dél jy iSsaugojimo naturaliose augimvietése (Stewart and Church, 1992).

Nepaisant i$nykimo grésmés N. obtusa gimtosiose vietose, Sie dumbliai kelia vis didesnj
susiriipinima, kaip invaziné ri§is Siaurés Amerikoje, kur ji buvo registruojama jau keturis
desimtmedius (Geis et al., 1981; Karol ir Sleith, 2017). Sis fenomenalus reidkinys — rasis, kuri
tampa reta arba nyksta savo gimtojoje aplinkoje, bet sugeba tapti invaziniu augalu ar gyviinu
naujose teritorijose (Callaway ir Ridenour, 2004; Escobar et al., 2016) vercia dométis N. obtusa
biogeografija ir ekologija tiek i§ riiSiy valdymo perspektyvos, tiek, kaip platesniu biologiniy
invazijy reiSkinio pavyzdziu. Be to, mes nezinome jokiy kity Sios Seimos nariy, kurie bity
laikomi invaziniais - kai kuriy Siy Seimos nariy paplitimas gali buti laikomas sunkiai valdomais
organizuotose auginimo sistemose, pavyzdziui ryziy laukuose ar gélo vandens kanaluose
vakarinéje JAV dalyje (DiTomaso et al., 2013).

Deja, moksliniy darby apie N. obtusa tyrimus buvo labai mazai. Pavyzdziui, pagal atliktg
paieska 2018 m. paraSytuose straipsniuose, buvo gauta 212 recenzuojamy straipsniy, kuriuose
buvo raktiniai zodziai ,,Nitellopsis obtusa“, kurie skirti $io menturdumblio kaip modelinés rasies
lasteliy biologijos tyrimuose; tik 12 straipsniy N. obtusa buvo aptarta kaip nevietiné invaziné
rasis Siaurés Amerikoje (Geis et al., 1981; Schloesser et al., 1986; Griffiths et al., 1991). N.
obtusa yra jtraukta j daugelj nacionaliniy ir regioniniy augaly apsaugos raudonyjy knygy sarasus,
bet yra labai mazai publikuoty tiriamyjy darby apie N. obtusa i$saugojima jos kaip vietinés rasies

augimvietése (Boissezon ir Auderset Joye, 2012).



1.2. Rasies apraSymas

1.2.1. Klasifikacija

Taksonominé Nitellopsis obtusa istorija buvo sudétinga ir paini. Pirmg kartg riisis buvo
aprasyta kaip Chara genties (C. obtusa Desv. Loisel.) naré 1810 m., taciau per ateinan¢ius 110
mety ji buvo klasifikuojama kaip keturiy skirtingy genciy naré: Lychnothamnus, Nitella,
Nitellopsis ir Tolypellopsis. Nitellopsis i$sidéstymas taip pat skyrési. Nors $is augalas buvo
pripazintas Characeae genties nariu (su Chara, Lamprothamnium ir Lychnothamnus), jo
klasifikacija, palyginti su Siomis trimis gentimis, buvo nenuosekli. Wood (1962 m.) pasitlé
padalinti ,,Nitellopsinae“, kad apimty tik ,,Nitellopsis®, apjungdamas likusias tris geografines
Charineae grupes. Atvirks¢iai, molekulinis filogenetinis darbas palaiké Nitellopsjs kaip labiau

susijusj su Lychnothamnus nei su Chara ar Lamprothamnium (McCourt et al., 1996).
1.2.2. Morfologija

Nitellopsis obtusa yra rtsis, kurios aukstis siekia 30—120 cm. Atsizvelgiant j fenologijg ir
augimo salygas, dumbliai yra nuo Sviesiai zalios iki tamsiai zalios ir net rudos spalvos.
Pagrindiné aSis yra liekna ir tvirta, 0,7-2 mm skersmens (1 pav.). Balti, Zvaigzdés formos
svogingéliai, kurie veikia kaip reprodukciné struktiira ir ziemojimo organai (Bharathan, 1987),
formujasi 1§ rhizoidiniy mazgy, o Zali svogunéliai atsiranda i§ pagrindiniy asiy ir atSaky mazgy.
Sakutés yra sudarytos 5-8 atSaky, iki 9 cm ilgio, sudarytos i§ 2-3 segmenty. Gametangija
formuojama ant visy atSaky mazgy, atskirai arba poromis. Subrendusios antheridijos yra nuo
oranzings iki ryskiai raudonos spalvos, jy skersmuo yra 800—1500 um. Oogonija (dar nepastebéta
Siaurés Amerikoje) yra beveik rutuli$kos, nuo ryskiai raudonos iki §viesiai Zalios spalvos ir turi
labai maza penkiakampe koronulg (1 pav.). Oosporos yra elipsés formos su patrumpintais
pagrindais; kalcifikuotos oosporos (girokonitai) yra apverstos kriau$és formos arba pusiau

cilindrines formos (Groves, 1919).

1.2.3. Kilmeé

Nitellopsis obtusa yra vienintelis i$likes narys evoliucijos linijos, kuris atsirado prie$
mazdaug 65 min. mety ( Kreidos-Terciaro metu) (Soulié Marsche, 2002). Rekonstravus genties
istoring biogeografija (Sanjuan ir Martin-Closas, 2015) paaiskéjo, kad ji i§ pradziy buvo apribota
Europoje (apytiksliai 10 mln. m.), o po to plétési j rytus. Fosiliniai N. obtusa palaikai nuo

ankstyvosios Cenozoic eros iki §ios dienos parodo paskutiné giminés biogeografinés istorijos fazg
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(iSskyrus dirbtin} perkélimg Zmogaus pagalba) ir rodo, kad §is dumblis buvo pagrindinai paplitgs
buvo Eurazijos Siauréje, nuo Ispanijos iki Japonijos Koriljono. Sukristaléje N. obtusa telkiniai
buvo aptikti ankstyvuosiuose Sacharos holoceno sluoksniuose (Soulié-Mérsche et al., 2002), jie
rodo paskutinj drégna perioda Siaurés Afrikoje, ir §i rusis nerasta jaunesniuose nei 4500 mety

pries musy erg telkiniuose.

1.2.4. Paplitimas ir i§saugojimas

Zinomos N. obtusa populiacijos i§simé¢iusios per Vidurzemio ir Vidurio Europa, bei
Azija, bet jy néra Afrikoje. Yra keletas jrodymy, kad dél spartéjancio klimato atSilimo per
pastaruosius tris deSimtmecius pasikeité raiSiy paplitimas. Krause (1985) pranesé, kad N. obtusa
iSplito Europoje. Pranciizijoje dumblio paplitimo diapazonas pasislinko 1§ vakary j rytus, o nuo
2012 m. jis buvo aptiktas septyniose naujose vietose Pranciizijoje. Nuo 2006 m. taip pat buvo
uzfiksuota naujy viety Lenkijos Wielkopolskos regione (Gabka, 2009) ir naujai iSkastuose
tvenkiniuose Vokietijos potvyniy vietose (Korsch et al., 2012). Sveicarijoje N. obtusa i§siplété j
didelius, vidutiniSkai eutrofinius zemumy ezerus (Dienst et al., 2012). Jis taip pat neseniai
kolonizavo du eZzerus Sveicarijos ir Pranciizijos Jiros kalnuose, atitinkamai 850 ir 1004 m
aukstyje.

Makrofitinio dumblio N. obtusa statusas jvairiuose regionuose skiriasi: jis laikomas
beveik gresian¢iu isnykti Sveicarijoje, kritiskai nykstan¢iu Vokietijoje (Korsch et al., 2012),
paZeidziamu ar regioniskai i$nykusiu Ryty Europoje, ir paZzeidziamu - Siaurinése 3alyse (Gabka,
2009).



1.1 pav. N. obtusa morfologines charakteristikas ir augimg atspindin¢ios nuotraukos: A. vyri$kas organizmas,
turintis raudong asteridj, B. zvaigzdés formos svogiinélis, C. oogoné, D. skaidrais gijiniai rizoidai, E. povandeninis
vaizdas (Niujorkas, JAV), F. misrioji augmenija, kurioje vyrauja N. obtusa, pasiekianti pavir$iy mazame vandens

gylyje (Minesota, JAV) (Larkin et al., 2018).
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1.3.  Farmacinés medzZiagos

Vaistai vaidina svarby vaidmenj gydant ir uzkertant kelia Zmoniy ir gyviiny
ligoms. Taciau dél paties vaisty pobudzio jie taip pat gali turéti nenumatytg poveikj gyvinams ir
aplinkos mikroorganizmams. Nors Salutinis poveikis zmoniy ir gyviiny sveikatai paprastai
tiriamas atliekant nuodugnius saugumo ir toksikologijos tyrimus, galimas vaisty gamybos ir
vartojimo poveikis aplinkai yra maziau suprantamas ir tik neseniai tapo moksliniy tyrimy
tema. Kai kurie jvairiy junginiy, ypa¢ veterinarinés medicinos ir antibakteriniy vaisty, poveikis
jau zinomas, taciau yra daugybé kity medziagy, galin¢iy paveikti aplinkos organizmus ( Boxall
et al., 2004 ). Tai dar labiau apsunkina, kad kai kurie vaistai gali sukelti bakterijoms ir gyviinams
poveikj biidami daug mazesnés koncentracijos, nei paprastai naudojamos atliekant saugumo ir
veiksmingumo bandymus. Be to, skilimo produktai ir skirtingy biologisSkai aktyviy junginiy
derinys gali turéti nenumatytg poveikj aplinkai. Nors saugu manyti, kad §ios medziagos i§ esmés
nekenkia zmonéms, tik neseniai pradéta tyrinéti, kaip jos veikia daugybe aplinkos organizmy ir
koks poveikis aplinkai. Nereikia nuvertinti $ios problemos masto. Pavyzdziui, daugiau nei 10
milijony motery JAV vartoja geriamuosius kontraceptikus, kurie patenka j aplinkg. Gaminamas
ir vartojamas platus asortimentas zmoniy vaisty, jskaitant antibiotikus, statinus ar citotoksinus,
naudojamus gydant vézj, kai kuriy kiekis siekia tikstancius tony per metus. Sunku gauti
informacijos apie vartojamy zmoniy vaisty kiekj, ta¢iau naujausi Kanados duomenimis,
daugiausiai vartojami vaistai yra acetominofenas, acetilsalicilo raigstis, ibuprofenas,
diklofenakas. naproksenas ir karbamazepinas ( Cleuvers et al., 2004). Didelis veterinariniy
vaisty, tokiy kaip akvakultiiros ir Zemés ukio, antibakteriniai, prieSgrybeliniai ir parazity
naikinimo vaistai. Jy kiekis taip pat gali prisidéti prie aplinkos streso, ypac tod¢l, kad jie daznai
patenka tiesiai j dirvoZzemj ir pavirSinius vandenis, skirtingai nei Zmoniy vaistai, kurie paprastai
patenka pirmiausia j vandens valymo jrenginius. Manoma, kad vien JAV akvakultiroje
antibakteriniy medziagy naudojimas yra nuo 92 500 iki 196 400 kg per metus ( DelLorenzo,
2008), o bendro antibakteriniy medziagy naudojimo JAV Zemés tikyje skai¢iavimai siekia nuo
8,5 iki 11,2 milijono kg per metus ( Dokmeci et al., 2014). 2017 - 2018m buvo vykdomas
Europos Sajungos remiamas projektas MORPHEUS, kurio dalyvés yra Lenkija, Lietuva,
Suomija, Svedija, Vokietija. Jo metu vasaros ir Ziemos sezonais tirta Baltijos pajirio regiono
vakary Lietuvos nuoteky valykly jeinantis ir iSeinantis nuoteky srautas. Klaipédos universiteto

dr. Sergej Suzdalev duomenimis daugiausia vakary Lietuvoje i upes i§ nuoteky valykly po



valymo patenka diklofenako liekany. Vasaros metu Klaipédos valykla j aplinka iSleidzia 1548
ng/l. Ziemos metu Klaipédos valykla j paviriinius vandenis isleidzia 2788 ng/l diklofenako
medziagos. Tai beveik dvigubai daugiau nei vasarg. Ibuprofenas ir paracetamolis beveik 100%
yra pasalinamas i§ nuoteky. Pagal pateiktus duomenis galima daryti iSvada, kad diklofenako,
ibuprofeno ir paracetamolio kiekis ziema yra didesnis, dél didesnio vaisty suvartojimo, nes
zmonés maziau sportuoja ir juda, ko pasekoje patiria raumeny skausmus, persalimo ligas.

1.4. Farmaciniy medziagy patekimas j aplinkg

Zmoniy ir veterinarinés gydymo priemonés j aplinka patenka jvairiais budais (1.2
pav). Gamybos proceso metu i$siskyre likuciai gali patekti j pavirSinius vandenis. PO vartojimo
vaistai zmonése absorbuojami, metabolizuojami ir pasalinami j kanalizacijos sistemg. Paprastai
jie praeina valymo jrenginius, kol patenka j vandenis ar Zem¢. Antibakteriniai vaistai Zuvims ar
krevetéms gydyti akvakultiiroje tiesiogiai patenka j pavirSinius vandenis. Veterinariniai vaistai,
naudojami ganykly gyviinams gydyti, iSsiskiria j dirvoZzemj ar pavir$inius vandenis. Intensyviai
gydant gyvulius, Sie vaistai gali patekti j aplinkg netiesiogiai Su tragSomis ir méslu. Kiti nedideli

patekimo buidai apima terSaly iSmetimg j org ir Salinant nepanaudotus vaistus bei talpyklas.

1.2 pav. Vaisty patekimo j aplinkg keliai (Boxal, 2004).

Nors farmacijos produktai i aplinkg buvo iSleidziami deSimtmecius, mokslininkai tik
neseniai pradéjo matuoti jy kiekj aplinkoje. Naudojant skirtingy $aliy informacijg ir jvairius
vartojimo biidus, keliuose tyrimuose buvo nustatyti vaistai, kurie greiCiausiai pateka |

aplinka. Pavyzdziui, Jungtinés Karalystés duomenys apie metinj veterinariniy vaisty vartojima
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buvo derinami su informacija apie vartojimo buidus, metabolizma ir ekotoksiSkuma, siekiant
nustatyti vaistus, kuriuos reikia stebéti pagal nacionaling monitoringo programa ( Boxall,
2004). Backhaus (2004) atliko panaSy tyrima zmonéms skirtiems vaistams, naudodama
informacijg apie metinj vartojima ir teraping doz¢ bei numatomuosius modelius. Nors §ie tyrimai
paprastai grindziami konkrecios Salies informacija, jie nurodo medziagas, kurias reikéty tirti
tarptautiniu lygiu. Naujos analizés metodikos, tokios kaip skys¢iy chromatografija kartu su
kintama masiy spektrometrija, leido geriau suprasti, kaip vaistai elgiasi aplinkoje, ir nustatyti
koncentracijas nuoteky valymo jrenginiuose, dirvoZzemyje, pavir§iniuose vandenyse ir
pozeminiuose vandenys.

Pateke i aplinka, vaistai keliauja ir pasiskirsto i ora, vandenj, dirva ar nuosédas. [vairls
veiksniai, tokie kaip fizikinés ir cheminés savybés turi jtakos jy pasiskirstymui. Vaisto
perneSimas tarp skirtingy aplinkos terpiy pirmiausia priklauso nuo medziagos sorbcijos
dirvozemyje, nuosédy ir vandens sistemose bei valymo jrenginiy, kurie farmacijos srityje labai
skiriasi. Nurodyti keliy veterinariniy vaisty sorbcijos koeficientai dirvoZzemyje svyruoja nuo
maziau nei 1 litro kilogramui iki daugiau kaip 6 000 litry kilogramui ( Boxall et al., 2004). Be
to, skirtingai nei kitos organinés medziagos, tokios kaip pesticidai ir pramoninés cheminés
medziagos, daugelio farmaciniy preparaty sorbcijos elgesio negalima paprasciausiai nustatyti i§
medziagos hidrofobiskumo ar organinés anglies kiekio kietoje medziagoje ( Cleuvers, 2003 ).

Farmacines medziagas gali suardyti biologiniai organizmai valymo sistemose, vandens
telkiniuose ir dirvoZemyje, taip pat jos yra abiotiniy reakcijy. Paprastai Sie procesai sumazina
vaisty stipruma; taciau kai kurie skilimo produktai turi panasy toksiSkuma kaip jy pirminiai
junginiai . Be to, skilimas labai priklauso nuo chemijos, biologijos ir klimato salygy. Pavyzdziui,
antiparazitinio ivermektino pusinés eliminacijos laikas Ziemos saglygomis yra SeSis kartus ilgesnis
nei vasarg, o misinys labiau suyra smélingose dirvose nei priesmélio dirvozemiuose ( Bound et
al., 2006). Natiiraltis estrogenai 17B-estradiolis ir estronas suyra aktyvuoto dumblo sistemy
aerobinése ir anoksinése talpyklose, o 17a-etinilestradiolis suyra tik aerobinémis sglygomis.

Naujausi tyrimai parodé¢, kad dirvoZzemyje, pavirSiniuose vandenyse ir pozeminiuose
vandenyse yra mazai jvairiy farmacijos produkty, jskaitant hormonus, steroidus, antibiotikus ir
paraziticidus (Kolpin et al., 2002). Vaisty koncentracijos paprastai yra mazos, pavirSiniuose

vandenyse mazesnés nei 1 pug 1 , taiau nerimg kelia tai, kad daugybé gydomyjy medziagy rasta
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jvairiausiose hidrologinése, klimato ir Zemés naudojimo vietose, ir daugelis medziagy aptinkama

1Stisus metus.

1.5. Antibiotiky poveikis vandens augalams

Antibiotiky vartojimas zmoniy ir veterinariniuose vaistuose didéja dél jy biologinés
veiklos. Didelé dalis nemetabolizuoty antibiotiky patenka j aplinka, ypa¢ antibiotikai, naudojami
tkiuose (Kolpin, 2002). Pavir§iniame vandenyje ir geriamajame vandenyje pastebétos skirtingy
klasiy antibiotikai (Benotti et al., 2009). D¢l galimo antibiotiky patekimo j vandens ekosistemag
kyla rimty susirtpinimg kelian¢iy problemy, dél jy plataus pasiskirstymo ir bioaktyviyjy savybiy.
Informacija apie ekotoksiSkuma sukelianCius antibiotikus yra labai vertinga atliekant aplinkos
rizikos vertinimg. Dumbliai vaidina svarby vaidmen] visame vandens ekosistemos pirminiame
sektoriuje. Todél svarbu istirti galima neigiama antibiotiky poveiki dumbliams, kad biity galima
jvertinti jy rizikg vandens aplinkai. Gélavandeniy zaliuojanéiy dumbliy rasis Pseudokirchneriella
subcapitatata yra naudojama siekiant jvertinti antibiotiky toksiSkumg (Gonz alez-Pleiter et al.,
2013). Istyrus septyniy fluorokvinolony grupés antibiotiky, susijusiy su vandens organizmais,
toksiSkumg, nustatyta, kad jautriausias organizmas buvo mesvabakterés (Microcystis
aeruginosa), po juy eina pladena (Lemna minor) ir zalieji dumbliai (P. subcapitata). Nebuvo
pastebéta jokio véziagyviy (Daphnia magna) (Posthuma et al., 2002) esant koncentracijai, lygiai
ar $alia 10 mg / 1. Biologiniai tyrimai, atlikti su bakterijomis (Vibrio fischeri), dumbliais (P.
subcapitata), verpetémis (Brachionus calyciflorus), véziagyviais (Thamnocephalus platyurus) ir
zuvimis zebrine danija (Danio rerio), rodo, kad dumbliai yra jautresnés rasys, kuriy toksiSkumas
(ECs0) yra nuo 0,002. mg /I iki 1,44 mg/l (Isidori et al., 2005). Nustatyta, kad triklozanui,
junginiui, naudojamam mikroby augimui slopinti, yra jautresni dumbliai nei aktyvuoto dumblo

mikroorganizmai, bestuburiai ir Zuvys (Orvos et al., 2002).

1.6. Paracetamolio poveikis vandens augalams

Medikamentai vandens terpéje pastaraisiais metais tapo vis svarbesne problema.
Didé¢janti visy paskirty medikamenty dalis patenka ] nuotekas ir valoma nuoteky valymo
jrenginiuose. Dabartiné literatiira jrodo, kad dideliame kiekyje aktyviyjy junginiy arba pirmyjy

metabolity galima aptikti visame pasaulyje, kai jy koncentracija yra nuo ng / | iki pg / 1, net ir
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geriausiose valymo sistemose (Kolpin et al., 2002; Schroder et al., 2007). Suprojektuoti kaip
biologiskai aktyvis junginiai, net ir maziausia vaisty koncentracija gali turéti jtakos zmoniy
sveikatai arba vandens telkiniams, atsizvelgiant j létinio poveikio galimybe (Salomon, 2005).
Vienas i§ nuoteky vandens Salinimo liekany yra uztvanky ir lagiiny, su jvairiomis augaly rasimis
arba vandens makrofitais, jrengimas (Schroder et al., 2007). Nors fitoterapija zinoma ir sitiloma
daugiau nei deSimtmetj, ji mazai naudojama ir iki $iol turima tik nedaug duomeny apie
farmaciniy medziagy ekotoksikologinj poveikj, ypac apie jy poveikj augalams. Acetaminofenas
(paracetamolis) yra placiai paplites analgetikas, prieSuzdegiminis ir karS¢iavimg mazinantis
vaistas zmoniy medicinoje ir vienas i§ galimy probleminiy junginiy vandens telkiniuose (Schulte
Oehlmann et al., 2007). Remiantis Henschel ir kt. (1997) atliktais ekotoksikologiniais tyrimais su
dumbliais, dafnijomis, Zuvy embrionais ir bakterijomis paracetamolis klasifikuojamas kaip
kenksmingas  vandens  organizmams  pagal  galiojanfius = Vokietijos  jstatymus
(Gefahrenstoffverordnung). Atsizvelgiant ] jo cheming struktiirg, tai yra benzeno Zziedas,
pakeistas hidroksilo grupe ir amido grupe. Savo dviejose aktyvinanciose grupése benzeno ziedas
labai reaguoja j elektrofilinj aromatinj pakaitalg. Zinduoliuose paracetamolis yra
detoksikuojamas kepenyse, kur dél mazy doziy sulfatacijos (sieros susidarymo) ir
gliukononizacijos susidaro neaktyviis, netoksiski sulfato ir gliukuronidy junginiai. Toksinis
poveikis pasireisSkia nurijus didele vaisto koncentracija. Tokiomis sglygomis gali susidaryti N-
acetil-p-benzochinoneiminas (NAPQI), reaktyvus metabolitas, sgveikaujantis su baltymais ir
nukleortigitimis (Bertolini et al., 2006). Sia reakcija katalizuoja glutationo S-transferazés (GST),
kurios pagreitina glutationo konjugacija ir tokiu biuidu paprastai padeda apsaugoti lastele. Be
dirbtiniy substraty konjugacijos, GST dalyvauja antriniy metabolity konjugacijoje ir metabolity,
kurie susidaro oksidacinio streso salygomis, detoksikacijoje (Edwards ir Dixon 2004).
Gliukuronilo konjugatai yra viena rySkiausiy Zinduoliy II fazés metabolity grupiy. Platus
chemikaly asortimentas gali biiti gliukurono riigties prieméjai (akceptoriai), jei jie turi tinkama
funkcing grupe. Uridino 5'-difofo-gliukurono riig§tis (UDP- gliukurono riigstis) veikia kaip
reakcijos kosubstratas ir susidaro citozolyje. Be to, augaluose mazy molekuliy glikozilinimas
glikoziltransferazémis yra pagrindinis augaly lasteliy metabolinés homoeostazés mechanizmas.
Galimos akceptorinés molekulés gali bati augaly hormonai (Hou et al., 2004), endogeniniai
sintezuoti antriniai metabolitai (Richman et al., 2005), taip pat ksenobiotikai (Messner et al., 2003).

Glikoziltransferazés, turédamos daugybe funkcijy ir galimy substraty jvairove, vaidina pagrindinj
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vaidmenj slopindamos biologiniy ar abiotiniy vaisty poveikj augalui (Bowles et al.,2005). Siuo
tyrimu buvo siekiama palyginti acetaminofeno detoksikacijos mechanizmus Zzinduoliuose ir
augaluose, iStyrus jo likimg ir metabolizmg valgomojo krieno Armoracia rusticana L. Sakny Isteliy
kulttiroje, ir pateikti rekomendacijas, kaip paSalinti vaistg i§ nuoteky. A. rusticana saknys yra lengvai
apdorojamos, leidzia tiksliai dozuoti ir uztikrinti vienoda medzigy pasiskirstyma visame audinyje.
Panaudoti $ig kultlirg patogu nes medziagy pernasos ir paskirstymo reiskiniai visame augale bus daug
sudétingesni ir reikalauja ypatingy diskusijy. Be to, atrodo, kad lapy metabolizmas labai skiriasi nuo

Sakny metabolizmo.
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1.3 pav. Galimi acetaminofeno metabolizmo keliai
(https://www.helmholtzmuenchen.de/fileadmin/AMP/PDF/amp_schroeder 2009 .pdf).

1.7. Paracetamolis
Paracetamolis Siuo metu yra vienas placiausiai vartojamy be recepto visame pasaulyje

prieinamy vaisty nuo prieSuzdegiminiy ligy. Chemiskai paracetamolis susideda 1§ benzeno Ziedo
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Serdies, pakeistos viena hidroksilo grupe, ir amido grupés azoto atomo (1,4) para padétyje

(Bertolini et al., 2006).

H
N

HO

1.4 pav. Paracetamolio formulés atvaizdavimas (https://en.wikipedia.org/wiki/Paracetamol).

Paracetamolio cheminis pavadinimas yra N- (4-hidroksifenil) acetamidas. Jo molekuliné
masé yra 151,16 g/mol. Pagal fizines savybes jis yra bekvapé kristalin¢ kieta medziaga. Kartaus
skoni. Jo lydimosi temperatiira 336-342°C. Jo tirpumas vandenyje esant 25 ° C yra 14000 mg/I.
Gerai tirpsta alkoholyje; tirpus metanolyje , etanolyje , etileno dichloride , acetone , etilacetate .
Siek tiek tirpsta eteryje. Praktiskai netirpsta naftos eteryje, pentane , benzene.

Didziojoje  Britanijoje paracetamolis priskiriamas dazniausiai skiriamy vaisty
trejetukui. JAV, kur paracetamolis yra vienas i§ 200 daZniausiai vartojamy vaisty, jo
suvartojimas 2001-2005 m. pasieké apie 29 milijardus doziy. Paplites paracetamolio ir jo
skilimo produkto (4-aminofenolio) atsiradimas aplinkoje taip pat i§ dalies susijgs su jy
naudojimu gaminant azodaziklius ir fotografines medziagas (Huang et al., 2006 ). Chong ir
kt. (2017 m) jvertino vartotojy vartojamus acetaminofeno jprocius ir pagal rezultatus dauguma
vartotojy vartoja galvos skausmui, kar§¢iavimui ir jprastam skausmui gydyti. Nepaisant to, kad
paracetamolis laikomas paprastai saugiu, jis yra vienas i§ labiausiai paplitusiy vaisty, sukelian¢iy
apsinuodijimg ir kepeny pazeidimus. ISgérus paracetamolio dauguma kepenyse konjuguojamais
fermentais Slapimo 5'-difosfoglukuronosiltransferazés ir sulfotransferaziy (SULTI A1l ir SULTI
A3) fermentai virsta netoksiSkais junginiais, o po to iSsiskiria per inkstus ir tulzj. DidZiausias

kiekis rastas gamtoje buvo Europoje rasta 230 pg/I.

1.8. Diklofenakas

Diklofenakas yra dazniausiai naudojamas nesteroidinis prieSuzdegiminis vaistas
(NVNU), vartojamas létinéms artrito formoms ir lengvam ar vidutiniam tminiam skausmui

gydyti. Diklofenako vartojimas pilnomis dozémis daznai siejamas su lengvu aminotransferaziy
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kiekio padid¢jimu serume ir retais atvejais gali sukelti sunkig kliniskai akivaizdzig, Gmin¢ ar

létine kepeny liga.

1.5 pav. Diklofenako cheminés struktiiros vaizdavimas (https:/pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Diclofenac).

Diklofenako cheminis pavadinimas yra 2- [2- (2,6-dichloranilino) fenil] acto rtgstis. Jo
molekuliné masé yra 296,1 g/mol. Pagal fizines savybes jis yra kietos bisenos. Jo lydimosi
temperatiira 283-285°C. Jo tirpumas vandenyje esant 25 ° C yra 2,37 mg/l.

Diklofenakas yra skirtas gydyti skausmg ir uzdegimg i$ jvairiy Saltiniy, jskaitant
uzdegimines ligas, tokias kaip osteoartritas, reumatoidinis artritas ir akilozinis spondilitas, taip
pat su traumomis susijus] uzdegima de¢l operacijos ir fiziniy traumy. Jis daznai vartojamas kartu
su misoprostoliu kaip skrandZio apsaugos agentas pacientams, kuriems yra didelé opy atsiradimo
rizika.

Diklofenakas (DCF) yra viena i§ medZziagy, kurios iki $iol dazniausiai aptinkamos
vandens telkiniuose (Quinn, 2011), nes jos placiai naudojamos ir neefektyviai $alinamos
nuoteky valymo jrenginiuose ( Ferrari et al., 2003 ). DCF koncentracijos jiiry, pakranciy ir zio¢iy
vandenyse svyravo nuo keliy ng / 1 iki mazdaug 1500 ng / 1, o didziausios DCF koncentracijos
(vir§ 3000 ng / 1) buvo nurodytos vietoje nuotekose, kuriose dominuoja Raudonosios juros
vandenys . DCF taip pat yra géluose vandenyse: kanaluose, ezeruose, upeliuose, upése ir

pozeminiame vandenyje nuo 2,5 ng/l iki 57,16 pg/1 ( Cleuvers et al., 2004 ).
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Vandens aplinkoje aptikta DCF koncentracija yra palyginti maza, taciau vis daugiau
jrodymy apie galimg neigiamg vaisty poveikj netiksliniams organizmams, veikiantiems mazomis
vaisty dozémis ( Ferrari et al., 2003). Nepaisant to, kad DCF koncentracijos nustatytos in
situ(aplinkos) tyrimai yra mazi, laboratoriniuose tyrimuose naudojama koncentracija paprastai
yra didesné ir atspindi efektyvias cheminio junginio koncentracijas. Norint gauti iSsamy grésmés
vaizdg ir suprasti cheminés medziagos toksiSko veikimo mechanizma, buitina nustatyti pastebima
toksinj cheminio junginio poveikj tiriamiems organizmams. Kadangi DCF paprastai naudojamas
zmonéms ir gyviinams gydyti, jo poveikis zinduoliy lgsteléms yra gerai zinomas - DCF slopina
vieng ar abi ciklooksigenazés izoformas (COX-1 ir COX-2).

Zinios apie ciklooksigenazes augaly lastelése yra ribotos, taliau jy buvimas
mikrodumbliuose patvirtintas . Be to, keli tyrimai parodé slopinamajj DCF poveikj augaly ir
dumbliy augimui ( Cleuvers, 2003, Cleuvers, 2004 , DeLorenzo ir Fleming, 2008). Remiantis
ankstesniais tyrimais, DCF fitotoksiSkumas skiriasi nuo augaly riiSiy ir toksinio junginio:
pranesta apie augaly augimo ir vystymosi sutrikimus Zea mays, antioksidaciniy fermenty lygio ir
aktyvumo pokycius - Typha latifolia ir Medicago sativa, paparcio Azolla filiculoides ir
kerpés Xanthoria parietina sugadinta fotosintezés sistema, fotosintezés efektyvumas ir chlorofilo
kiekis sumazéjo Lemna minor ir Phaseolus vulgaris. Fotosintezé sutrikdymas, taip pat buvo
pranesta apie DCF apdorota zalieji dumbliai valkciadumblis reinhardtii , tinkamas bandomasis
organizmas jvertinti farmacijos poveikj gélo vandens ekosistemoms ( DelLorenzo ir Fleming,

2008). Didziausias Kiekis rastas gamtoje buvo Europoje rasta 19 ug/I1.

1.9. Ibuprofenas

Ibuprofenas yra propiono riigsties darinys ir nesteroidinis prieSuzdegiminis vaistas,
turintis prieSuzdegiminj, skausma malSinantj ir karS$¢iavimg mazinantj poveikj. Ibuprofenas
slopina I ir II ciklooksigenazés aktyvuma.

Ibuprofeno cheminis pavadinimas yra 2- [4- (2-metilpropil) fenil] propano ragstis. Jo
molekuliné masé yra 206,28 g / mol. Pagal fizines savybes jis yra bespalvé, kristaliskai stabili
kieta medZziaga turinti kvapa. Ydimosi temperatiira 75-77,5 ° C, o virimo 157° C. Tirpumas
vandenyje 21 mg / 1 (esant 25 ° C). Lengvai iStirpinamas daugelyje organiniy tirpikliy. Gerai

tirpsta alkoholyje. Ibuprofenas yra treCias pagal populiarumg, daugiausiai skiriamas ir

19



parduodamas nereceptinis vaistas pasaulyje ( Marchlewicz et al., 2015 ). Tai vienas i§ vaisty,
iSvardyty Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO) 2010 m. Pagrindiniy vaisty sarase. Ibuprofeno
toksiSkumas ir koncentracija nuoteky valymo jrenginiuose ir vandens telkiniuose didéja
kiekvieng dieng dél padidéjusio vartojimo lygio. Tai gali sukelti pavojingg poveikj aplinkai dél
savo bioaktyvaus pobuidzio. Tai atsiranda visur vandens telkiniuose, nes jo negalima veiksmingai
pasalinti taikant jprastus vandens valymo metodus. Pastaraisiais metais jo suvartojimas padidéjo,
kaip praneSama daugelyje Europos Sajungos (ES) Saliy ( Parolini et al., 2011). Gydomosios
ibuprofeno dozés yra nuo 600 iki 1200 mg per parg. Geriamoji ibuprofeno dozé visiskai
susijungia (~ 99%) su plazmos albuminu ir beveik 15% jos issiskiria nepakitusios molekulés
pavidalu (konjuguota su gliukuronidu ir tiolu) ir jo metabolitais, tokiais kaip
karboksiibuprofenas, hidroksiibuprofenas ir karboksihidratropo riigstis . Konjugatai toliau
hidrolizuojami aplinkoje ( Marchlewicz et al., 2015). Nors nuoteky valymo jrenginiuose ir
nuotekose yra metabolity, tokiy kaip 4-izobutirenzbenzaldehidas, 1- (4-izobutilfenil) -1-etanolis,
2- [4- (1-hidroksiizobutil) fenil] propiono rugstis, 4-etilfenolis, 4- etilbenzaldehidas ir 1- etil-4-
(1-hidroksi) izobutilbenzenas. Siuo metu jvairiuose pasaulio krastuose atlikti tyrimai naudojant
metodus, tokius kaip biosensoriai, jskaitant fermentinius biosensorius, mikroby biosensorius ir
imuninius jutiklius ir kt. Pavir§iaus plazminio rezonanso (SPR) pagrindy metodai tampa
perspektyviu metodu analizuoti jvairiy koncentracijy atsirandancius terSalus jvairiuose vandens
telkiniuose dél geresnio jy efektyvumo stebéjimo realiuoju laiku ir ekonominés naudos. Sie
metodai atkreipia aplinkosaugininky démesj | farmacijos ir asmeninés priezitiros produktus
(PPCP), kurie yra EOC subkategorija. PPKP yra bioaktyvaus pobtidZio ir jy buvimas padaré
didziule zalg vandens kokybei ir neigiamg poveikj gyvybei. Tre¢ias pasaulyje vartojamas vaistas
ibuprofenas yra nesteroidiniai vaistai nuo uzdegimo, aptikti daugelyje vandens telkiniy ( Huang,
2018). Huang ir kt. (2018) studijavo 26 PPCP vaisty ekotoksikologija Ispanijos vandens
sistemose ir jvertino jy rizika aplinkai. Jie prane$¢, kad ciprofloksacinas, acetaminofenas,
klofibratas, ibuprofenas, klaritromicinas, triklozanas, parabenai, omeprazolas ir 1,4-
benzochinonas kelia tam tikra rizika vandens aplinkai. Sioje apZvalgoje bandoma jvairiais
metodais naudoti dabartinius metodus Salinant ibuprofeng. Analitiniy metody naudojimas taip
pat aptartas paSalinant ibuprofeng, esantj aplinkos Saltiniuose. DidZiausias kiekis rastas gamtoje

buvo Europoje rasta 303 pg/l.
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1.10. Tarplastelinis membrany potencialas

Daugelj mety iSoriniy elektrody uzdéjimas ant augaly ir gyviiny organy pavirSiaus buvo
vienintelis galimas potencialo matavimo biidas. Vienintelis biidas nustatyti vidinj lasteliy
potencialg buvo iSmatuoti ,,zaizdos potencialg” (wound potentials). Uzuot pasikliaujant tokiais
netiesioginiais metodais, membrany teorija (Sandermann 1994) paskatino tiesiogiai jvertinti
lasteliy membrany potencialo vertge. Tai padaryti palengvino mikroelektrody jvedimas (KCl
uzpildytos stiklinés mikropipetés, kuriy antgalio skersmuo yra pakankamai mazas, kad bty
galima jstatyti ] gyvas Iasteles;), kad bity uzfiksuoti tarplgsteliniai, t.y., realiis membranos
potencialai (Vm). Sis metodas pirma karta buvo pritaikytas milziniskoms Igsteléms i3 tokiy
galvakojy, kaip Loligo ir Sepia (Sandermann 1994), ir charofitiniy dumbliy, tokiy kaip Chara ir
Nitella, aksony. Ankstyvieji bandymai jterpti mikroelektrodus j charofitines lgsteles padaré
ilgalaik¢ Zalg ir davé labai Zemos Vm reik§més parodymus, apie —30 mV (Hedrich, 2012).
Patobuléjus  technlogijai, stikliniy adaty atsiradimas, inkubacijos procediiros ir
mikromanipuliatoriai paskatino greitg resultatg (t. y. per 1-4 minutes) pradinéje stadijoje,
depoliarizuoty Nitella Igsteliy Vm sugrazinti j vertes, tarp —100 ir —170 mV (Umrath, 1930;
Osterhout, 1936). Neskaitant pirmyjy Vm veréiy augaly lastelése matavimy patekc¢iy, Umrath ir
Osterhout darbai rodo ir pirmuosius tarplgstelinius augaly AP apraSymus. Kai 1940 m. §i nauja
technika buvo papildyta tiksliais elektroniniais stiprintuvais ir jtampos gnybty grandinémis, ji
leido matuoti jony sroves, o ne jtampas, ir kartu stebéti joniniy kanaly aktyvuma. Protingas Siy
metody pritaikymas leido gauti nauja, labai i§samy supratimg apie jony risis ir mechanizmus,
susijusius su Vm poky¢iais, ypa¢ AP (Yan et al., 2009). Dabar buvo galima pastebéti, kad
depoliarizacija AP metu perzengé nulj ir buvo nukreipta j teigiamy jtampy diapazong, tai rodo,
kad AP generavimo metu be K* turi dalyvauti ir kiti jonai. Jtampos fiksavimas (voltage clamp)
buvo jvestas siekiant iSsiaiSkinti jvairias jony sroves, dalyvaujancias sklindant AP, nervy
lastelése (Hedrich, 2012), taip pat Chara lastelése (Lunevsky et al., 1983). Nors gyviiny nervy
lasteliy depoliarizacijos smaile lemia padidéjes Na * jony antpliidis, buvo nustatyta, kad augaly
AP yra Ca? " ir (arba) Cl ~ jony nutekéjimas (Yan et al., 2009). Siai dienai charofitiniai dumbliai

yra svarbiis modeliai ir atspirties taskai auksStesniy augaly lasteliy tyrimams.
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1.11. Augaly veikimo potencialai

Pirmasis zinomas augalo AP apraSymas ant musékauto (Dionea muscipula Ellis) lapy
1873 m. padarytas medicinos fiziologo sero Sandermann Anglijoje. Eksperimentg organizavo C.
Darwinas, kuris apibiidino Dionea kaip ,,gyviniSkiausig augalg®, kuris parodé analogija su
gyvino nervo refleksu. Sandermann iSmatavo jtampos skirtumg tarp Dionea lapo pusés
adaksialinio ir abaksialinio pavirSiaus, kai tuo tarpu stimuliavo kita pus¢ mechaniskai
paliesdamas plaukus (Sandermann, 1994). Nuo to laiko gaudykliy uzdarymas Dionéjoje buvo
laikomas pavyzdziu, parodanc¢iu panasSy AP vaidmenj augaluose ir gyviny nervy bei raumeny
preparatuose. Mokslininkas pateikdamas pirmgaja konsoliduota augaly elektrofiziologijos
monografija, padaré iSvada, kad AP nebuvo jrodytas tiesioginis rySys su uzdarymo judéjimu ir,
kad AP atsirado prie§ ir po zioteliy uzdarymo, atrodo. Taciau pazyméjo, kad ramybés biisenoje
Dionea, virSutiné lapo pusé yra teigiamo kriivio, palyginti su apatine, tafiau §is rySys yra
apverciamas stimuliuojant.

Biitent dél Sios priezasties Ricca (1916) ir Snow (1924) pasiilé alternatyvy mechanizma,
pagal kurj suzadinimo medziaga iSleidzianti | ksilemg (xylem) ir sklisdama transpiracijos budu
tampa pagrindine skleidziamo suzadinimo priezastimi. Jtikinamiausias cheminés medziagos
eksperimentas buvo perpjauti mimozos kamieng ir vél sujungti du gabalus su vandeniu uzpildytu
vamzdeliu. Lapy, sujungty su apatine stiebo dalimi, virSutinéje Sakoje daznai sukélé suzadinimo
reakcija. Taciau daznai pamirStama, kad kiti tyréjai negaléjo patvirtinti Siy rezultaty. Stebédamas
ir lapeliy judéjima, ir elektrinius signalus, Bose'as (1928) pagaliau pasiiilé, kad vandens apytakos
indai veikty analogiSkai nervams, leisdami skleisti suzadinima, kuris jud¢jo 1S Igstelés | Igstele.

Nepaisydamas Haberlandto ir Bose'o rezultaty, Houwinckas (1935) pasitle, kad pazaizdy
(wound) suzadinimas Mimozoje gali buti iSpléstas cheminiu paZaizdy signalu (vadinamu Ricca
koeficientu) ksilemoje, kuris véliau galéty biiti paverstas AP tarpininkaujant naujo tipo
elektriniam signalui, kurj jis pavadino variacijos potencialu. Negalima nepastebéti, kad cheminés
medziagos pavertimas elektriniu signalu yra procesas, turintis rySkiy paraleliy su gyviiny
sinapsiniais reiSkiniais. Houwincko id¢ja apeidavo esamus gincus jtraukdama cheminius ir
elektrinius signalus j suzadinimo signalo perdavimo mechanizmg mimozoje. Nepaisant

Houwincko diplomatinio pasitilymo, iki §iol islieka gincas tarp cheminio ir elektrinio sklidimo.
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Nuajausiais tyrimais yra pripazinta, kad suzeidimas sukelia didel;j ir sklindantj slégio padidé¢jima
pazaizdos vietoje. Sie pazaizdos sukelti ksilemo slégio padidéjimai gali ne tik laikinai pakeisti
ksilemo srauto kryptj, bet ir létam bangos potencialui sukelianti didele depoliarizacija.
Atitinkamai nustatyta, kad Haberlandto (1914) pasitlytas elektrodinaminiy signaly sklidimas
vyksta reciau nei ksilemoje, kur jis yra pagrindinis sklidimo mechanizmas. sklindancio signalo,
vadinamo léty bangy potencialu, (Stahlberg et al., 2006).

Daugybé naujausiy tyrimy su mimoza ir kitomis augaly rasimis patvirtino Haberlandto
pasiiilyma, kad suzadinimo kelias yra floema. Tyrimuose nustatyta, kad | AP panasiis signalai
plinta vienoda sparta ir amplitude per visas kraujagysliy pluosto lasteles. Bose (1928) zenge
vieng didziulj zingsnj i priekj, kai pradéjo tyrimus su atskirais kraujagysliy pluostais (pvz.,
Paparc¢io Adiantum). Palygines amplitude, jis nustate, kad izoliuoty kraujagysliy pluosty atsakas
1 Silumg yra daug stipresnis nei | nepazeista kamieng. Bosas rado jdomiy rezultaty serija; tarp jy
padidinta Silumos sukelty smaigaliy amplitudé kartojant stimuliacija (tetanizavimg) ir pluosto
inkubavima 0,5% natrio karbonato ir kity drusky tirpale. Sj drasy progresa dar reikia pakartoti ir
patvirtinti kitose laboratorijose. Kadangi uzfiksuotas izoliuoty kraujagysliy sruogy elgesys buvo

panasus ] izoliuoty varliy nervy elgesj, Bose jautési pagrista galintis juos vadinti augaly nervais.
1.12. Elektriniy signaly sklidimas augaluose

Visi augalai generuoja tolimus elektrinius signalus, ir Sie signalai naudojami rySiams
palaikyti ir atsakams integruoti skirtinguose audiniuose ir organuose. Labiausiai istirti elektriniai
signalai zemesniuose augaluose, pvz., Characeae, ir aukstesniuose ,jautriuose” augaluose,
tokiuose kaip Mimosa pudica ar Dionaea muscipula . Taciau ,,paprastuose augaluose taip pat
aprasyti jvairts elektriniai reiskiniai..

ISorinio dirgiklio sukelti elektriniai signalai skiriasi savo erdviniu ir laiko modeliu,
aktyvacijos mechanizmu ir sukeltomis reakcijomis. Pirma, vietinis elektrinis potencialas (LEP)
yra ribinis atsakas, kurj sukelia aplinkos veiksniai (pvz., Sviesa, Saltis, vandens biiklés pokyciai,
fitohormonai, patogeny infekcija). LEP neperduodamas | kitas augalo dalis, taciau turi jtakos
vietinei fiziologinei lastelés biuklei ( Yan et al., 2009). Antra, veiksmo potencialas (AP) yra
greitas ,,viskas arba nieko* signalas, lokaliai generuojamas lgstelé¢je po apdorojimo jvairiais
dirgikliais (Sviesa / tamsa, elektriné stimuliacija, Saltis, mechaninis dirgiklis), su salyga, kad

stimulas pasiekia tam tikrg ribg. AP sklidimo mechanizmas apima membranos depoliarizacijg ir
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vélesne repoliarizacija, priklausancia nuo pasyviy Ca %", Cl~ir K * jony srauty. Nuo potencialo
priklausomo Ca ?* aktyvinimas kanalas yra tikriausiai pirmasis AP kartos etapas. AP plinta j
tolimus organus neprarandant amplitudés ir sukelia sisteminj atsaka, susijusj su laikinais dujy
mainy pokyciais, anglies pasisavinimo procesu, kvépavimo dazniu ir specifiniy geny
ekspresija. Perduodamo signalo informacija gali biiti uzkoduota vieno AP forma, nustatoma
pagal santykinj joninio laidumo indélj; AP amplitudé (10-80 mV diapazone); ( Hedrich,
2012). Trecia, variacijos potencialas (VP), dar vadinamas elektropotencialine banga, yra létas
signalas, kurj sukelia vietiniai Zalingi stimulai (suzeidimas, kaitinimas, deginimas). VP signalai
taip pat susideda i§ trumpalaikiy membranos potencialo pokyciy, taciau jie yra netaisyklingos
formos ir ilgesnés trukmés (repoliarizacijos véluoja). VP amplitudé priklauso nuo dirgiklio tipo
ir intensyvumo. Pasyvus Ca ?* antpliidzio ir C1  kanalo aktyvavimo, taip pat buvo manoma, turi
buti jtraukti | VP kartos. Tikétina, kad jjungus kalcio kanalus, kurie priklauso nuo ligando
(cheminis mechanizmas) arba jautriis mechanikai (hidraulinis mechanizmas), Ca®" antpladis,
kuris savo ruoztu sukelia ir H " ATPazés inaktyvacija, ir anijony kanalo aktyvacija. Todél VP
sklidimo parametrus gali kontroliuoti hidraulinés bangos ar cheminiai veiksniai. Sistemiskai
perduodamas kitiems augalo organams, VP daro jtakg elektrony per II fotosistema kiekybiniam
derliui, grynajam CO ; pasisavinimo greiciui, kvépavimui, jazminy rigsties koncentracijai,
etileno emisijai, geny ekspresijai ir baltymy sintezei. Atrodo, kad VP kartu turi daugiau
informacijos nei AP (' VVodeneev et al., 2016 ). Ketvirta, sistemos potencialas (SP) yra savaime
plintantis sisteminis signalas, kurj perduoda apoplastiniai jonai ir plazmos membrana H " -
ATPaze. Pradinis  S§iy  nuo  jtampos  priklausan¢io  signalo  poliSkumas  yra
hiperpoliarizacija. PrieSingai nei veikimo ar variacijos potencialuose, prasidéjus jtampos
poky&iams visi jonai (Ca?*, K*, H " ir Cl ") dalyvauja SP sklidime. SP nepakliista ,,viskas arba
niekas‘ taisyklei, bet priklauso nuo pirminio dirgiklio intensyvumo ir pobiidzio ( Zimmermann et
al., 2009).

Priklausomai nuo dirgiklio tipo ir augaly rusiy, elektriniai signalai skirtingais greiciais
perduodami j tolimus audinius ir organus. Apskaiciuota, kad Zaliyjy dumbliy ir aukStesniy
augaly AP greitis svyruoja nuo 4-8 iki 70 mm s *, o sumedéjusiuose augaluose - net iki 400
mm s * ( Fromm ir Lautner, 2007 ).

Elektrinis signalo perdavimas gyvojoje sistemoje vaidina pagrindinj funkcinj vaidmenj,

nes jis sukelia sistemines reakcijas nepaveiktame audinyje, kad apsaugoty ar apginty visg augalg
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nuo antro to paties ar glaudziai susijusio streso. Tai, kad panasSis elektriniai signalai pasirodo
kaip atsakas ] daugelj skirtingy dirgikliy, rodo, kad Siy bangy erdvinéje ir laikinoje dinamikoje
yra uzkoduoti stimului badingi signalai. Taciau jie gali veikti kaip pradiniai, pirminiai signalai,
paruoSiantys augalg selektyviau reaguoti j paskesnius, konkreciai dirgikliui badingus signalus
(Kimetal., 2007).

1.13. Elektros signaly matavimo technikos augaluose

Apskritai elektriniams potencialams augaluose matuoti naudojami du skirtingi metodai,
tarplastelinis ir vidulgstelinis jrasymas. Tarplastelinio potencialo matavimai auksStesniy augaly
pavirsiuje anksCiau buvo placiai atliekami, ir jy pranasumas yra tas, kad ilgg laikg (kelias dienas)
galima nustatyti elektriniy potencialy skirtumus. PrieSingai, vidulasteliniai matavimai su
prasiskverbianciais stiklo mikroelektrodais yra veiksmingi tik trumpg laika, pavyzdziui, 1-2 val.,
Nes dalis elektrodo viduje esancio elektrolito paprastai pasklinda matuojamoje lasteléje ir keicia
savo prading bioelektring biikle. Taciau tarplastelinio jraSymo pranasSumas yra tikslesnis, nes

membranos potencialg ir elektrinius signalus galima iSskai¢iuoti i§ konkreciy lasteliy.

1.13.1. Tarplastelinis jraSymas

Tarplasteliniai matavimai yra gerai zinomi i§ gyviiny elektrofiziologijos ir yra pagristi
bendro bioelektrinio aktyvumo didelése lasteliy grupése matavimais. Pavyzdziui, medicinos
praktikoje placiai naudojamos elektrokardiogramos (EKG) ir elektroencefalogramos
(EEG). Aukstesniuose augaluose galima atlikti dviejy tipy tarplasteliniy potencialy matavimus,
pavirSiaus jraSus ir matavimus naudojant jdétus metalinius elektrodus. Pastarasis metodas sukelia
zaizdos reakcijas jterpiant elektroda, todél elektrodai turi biiti sudaryti i§ plony metaliniy laidy
(pvz., Ag / AgCl-vielos, kuriy skersmuo 0,4-1,0 mm). JkiSus j Gglj ar lapy gyslas, elektrodai
lieCiasi su audiniu, jkiinijan¢iu didesnes lgsteliy grupes. Pavyzdziui sojy augaluose, kurie
perduoda elektrocheminius signalus, kuriuos sukelia mélyna $viesa. Kita vertus, pavir§iaus
matavimai atrodo geriau, nes jie yra neinvaziniai ir fiziSkai stabilds; jie taip pat gali biti
atliekami kartu su kitais fiziologiniais metodais, tokiais kaip dujy mainy registravimas. Tokie
elektrodai paprastai susideda 1§ Ag / AgCl vielos, sudrékintos 0,1% (m / V) KCI ir suvyniotos |
medvilne, kad bty uZtikrintas tinkamas salytis su augalo pavirSiumi, arba 1§ Ag / AgCl granuliy
elektrody, kuriuos galima prijungti prie augalo pavirSiaus laidziu vandeniniu geliu, kurio tipas

paprastai naudojamas EKG. Identiskas elektrodas gali biiti dedamas ant augalo distalinés srities
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arba dirvozemyje, kad buty kaip atskaitos elektrodas. Kai visi kanalai rodo stabilizuota
potencialg, augalg galima stimuliuoti elektra virSiinéje (pvz., 3 V 2 s) arba kitais dirgikliais
(liepsnojantis, Saltas Sokas), pritaikytu lapui. Paprastai elektrinius atsakus j virsiininj dirgiklj gali
parodyti visi elektrodai, nuo augalo virSaus iki apacios, nurodant, kad elektrinis signalas
perduodamas visame augale. Pavyzdziui, panasi eksperimentiné sudétis saulégraZzose buvo

naudojama analizuojant AP ir VP charakteristikas (Stankovic et al., 1998 ).
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2. Darbo metodika
2.1 Tyrimo objektas

Eksperimenty metu buvo naudojamas menturdumblis Zzvaigzdétasis maurasakis
(Nitellopsis obtusa)

Tyrimuose naudoti dumbliai buvo renkami Obelijos ezere, Lazdijy rajone rugséjo ir
gruodzio ménesiais. IS ezero dumbliai buvo iStraukiami metaliniu kabliu (augavietés 2 — 4 m
gylyje). Sudéti j plastikinius konteinerius ir uzpilti ezero vandeniu gabenami ] laboratorija.
Laboratorijoje buvo paSalinamos rizoidinés ir negyvos lastelés. Sukarpyti menturdumbliai buvo
laikomi plastikiniuose konteineriuose, pripildytuose kambario temperatiiros vandentiekio
vandens ir dirbtinio tvenkinio vandens APW (1:1) miSinyje. Terpé buvo kei¢iama kas ménes;.

Menturdumbliai buvo laikomi vésioje patalpoje.

2.2. Medziagos ir tirpalai

Eksperimentuose buvo naudojama Sios sudéties mitybiné (kontroling¢) terpé APW
(artificial pond water — dirbtinis tvenkinio vanduo): 1*10° M CaCl,, 1*10° M NaCl, 1*10° M
KCl, 1*10° M HEPES, pH7,5. Tirpalo pH (pH verté koreguojama 0,1 M HCI ar 1,0M NaOH
tirpalais). Si terpé buvo naudojama reikiamos koncentracijos tiriamyjy tirpaly ruo$imui skiedimo
btdu.

Tyrimams buvo naudojamas ,,AS Grindeks* (Latvija) gamintojo ,,Ibuprom* tabletés su
400 mg ibuporofeno veikliosios medziagos, ,,Solutas Pharma GmbH®“ (Vokietija; Sandoz,
Slovenija) gamintojo ,,Diclac” tabletés su 100 mg.diklofenako veikliosios medziagos
Paracetamolio tirpalui buvo naudojama ,, AS Grindex* gamintojo ,,Paracetamol-grindex‘
500 mg paracetamolio veikliosios medziagos tabletés.

Mirtingumo tyrimams buvo naudojami ibuprofeno 1 mg/l, 10 mg/l, 100 mg/l, 1000 mg/I
koncentracijos tirpalai. Letalumo ir elektrofiziologiniams tyrimams koncentruoti diklofenako
(1000 ir 1250 mg/l) ir paracetamolio (2000 mg/l) tirpalai paruosti vaisto tabletes istirpinant
kontrolingje APW terpéje. Diklofenako ir paracetamolio tirpumui pagerinti pridéta 1% (v/v)

etanolio.

2.3. Letalumo tyrimai
Menturdumbliy letalumo tyrimo tikslas - nustatyti toksikanto koncentracijas, kurioms

esant Zista 50% lasteliy ir kaip mirtingumas kinta priklausomai nuo poveikio trukmés. Sios
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lastelés gali biiti stebimos iki ménesio laiko ir ilgiau, jei lasteliy mirtingumas kontroléje nevirsija
10%.

Testas atliekamas sudedant tarpubamblines 5-15 cm ilgio lasteles j Petri 1éksteles po 10
vienety kiekvienoje. Kiekvienai medziagos koncentracijai imta po 20-30 Igsteliy, ty. 2-3
nepriklausomi pakartojomai. Prie§ eksperimenta (ne maziau kaip dvi dienos), lastelés
perkeliamos j Petri léksteles, uzpilamos grynu APWT ir palickamos adaptuotis. Po adaptacijos
patikrimana ar visos lgstelés gyvos (jei yra negyvy jos pakei¢iamos) ir j Petri 1¢kSteles pilama po
50ml tiriamy tirpaly. Ne re¢iau kaip kas keturias dienas buvo patikrinama kiek Igsteliy zuvo.
Apie lgstelés zuvimg sprendziama i§ turgoro praradimo: pakélus mentele 1astelg, ji subliiksta. Po
keturiy ir SeSiolikos dieny buvo keiciami tirpalai. Gavus duomenis ir apskai¢iavus mirusiy
lasteliy skaiCiy procentais bréziama koncentracijos—atsako kreivé. LC50 — toksikanto
koncentracija, sukelianti 50% lastelliy ziitj, jos reik§Smés gautos taikant logisting aproksimacija

[y = A2 + (A1-A2)/(1+ (x/x0)p), kur A1=0%; A2=100%)].

——

2.1 pav. Petri lékstelés su N. obtusa lastelémis paruo§tos mirtingumo testui atlikti.

2.4. Elektrofiziologiniai matavimai

Elektrofiziologinis tyrimas buvo atlickamas kambario temperatiroje, esant nuolatiniam
i8sklaidytam apSvietimui. Testavimo kamera pagaminta i§ organinio stiklo. Jos virSutiné dalis
buvo suskirstyta j keturias vienodas segmentines dalis. Kiekviena segmentiné dalis dar
suskirstyta j asStuonias geldeles. Dar kiekviena geldelé turi savo izoliacinj tarpa uzpildyta
vazelinu. Du vienas pries$ kitg esantys segmentai turi bendrg griovelj uzpildyta KCI. Kiekvienoje

geldelés virsutingje dalyje yra elektrodas. Elektrinis rySys tarp geldelés ir bendro centrinio
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griovelio palaikomas I1-formos tiltelio (stiklinio vamzdelio, uzpildyto 3% agaro ir 3 M KCI
tirpalo) pagalba. Vienas tiltelio galas talpinamas KCl1 uzpildytame griovelyje, o kitas j referenting
geldele. Menturdumbliy elektriniai signalai stiprinami ir perduodami per iSoring sgsaja ,,Akstis j
kompiuterj. Kompiuterio ekrane parodomos kreivés . Kompiuterio programos ,,Viewer® déka
galima stebéti Igsteliy elektrofiziologiniy reakcijy pokyc¢ius realiu laiku arba jrasytus duomenis
perzitréti ir analizuoti po atlikto bandymo. Galima stebéti ne tik visy lgsteliy pokycius bet ir

kiekvieng grupg ir lastele atkirai.
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2.2 pav. Bendras elektrofiziologinés kameros vaizdas.

Prie§ paveikiant lasteles paruostu tirpalu, jos matavimo kameroje 1,5 val. yra
adaptuojamos APW kontroliniame tirpale, kol nusistovi Iasteliy ramybés potencialo vidutine
reik§mé. Lasteles uZzpylus tiriamuoju tirpalu jos btina 1,5 val., po to vél uzpilamas kontrolinis
tirpalas ir stebima kaip ir i kokig artima pirminei biiseng grizta lastelés. Kei¢iant tirpalus geldelés

praplaunamos kontroliniu tirpalu, kad pasiSalinty pries$ tai buvusios medziagos likuciai.

2.4.1. Elektrofiziologinio tyrimo eiga

Pirmiausia darbui yra paruoSiama kamera. VisiS8kai yra paSalinamas anks¢iau buves
vazelinas izoliaciniuose grioveliuose, kad nebiity likusiy ankstesnio tyrimo medziagy ar Igsteliy
likuciy. Kai grioveliai $varus imamas naujas vazelinas ir izoliacinis grioveliai juo uZzpildomi.
Dedamos lastelés | kamera. Nusausintas Igstelés galas dedamas taip, kad bambliukas ir dalis
lasteles bty KCl griovelyje. Nusausinimas reikalingas, kad gerai izoliuoty lastele ir KCl bei
uZpiltas tirpalas ant lgsteliy nususijungty.. Pirmas griovelis kaip referentinis paliekamas tus¢ias

be lastelés ir uzpildomas tik tiriamaja medziaga. . Ant lasteliy uzpilamas APW tirpalas. Taip
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uzpildomi visi keturi segmentai su Igstelémis. Tada sudedami IT formos stikliniai tilteliai. Vienas
galas yra imerkiamas j KCI griovelj, o kitas j pirmajj griovelj. Ir centrinis griovelis uZzpildomas
100 mM KCI ir APW tirpalu. Kamera prijungiama prie kompiuterio ir paliekama 1,5 — 2
valandas adaptuotis. Kai potencialy vidurkiai nusistovi uzpilama ant Igsteliy pasirinkta
medziagos koncentracija. Lastelés paliekamos 90 minuc¢iy. Po 90 minuciy griztama prie lasteliy
ir jos yra atplaunamos su APW tirpalu du kartus kas 45 minutes. Baigus tyrimg programa
i§jungiama, kamera atjungiama nuo kompiuterio, iSleidziami tirpalai, iSimamos lastelés ir

vazelinas. Kamera paliekama kitam tyrimui.

N. Obtusa lgstele

Izoliacinis griovelisuz
vazelinu ]

KCl griovelis

2.3 pav. Elektrofiziologinés kamera.
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3. Rezultatai

3.1. Diklofenako, ibuprofeno ir paracetamolio toksikologiniy duomeny metaanalizé

Per pastaruosius 15 mety farmacinéms madziagoms kaip galimoms bioaktyvioms
cheminéms tarSioms medziagoms aplinkojeskiriamas vis didesnis démesys. Jy gausa vandens
telkiniuose néra reguliuojam arba Siuo metu vyksta jy reglamentavimo procesas.

Vieng pirmyjy tyrimy, jrodanciy farmaciniy junginiy buvimag pavirSiniuose vandenyse,
paskelbé Kolpin ir kt. (2002), kurie 1999 ir 2000 m. vandens méginiuose i§ 139 JAV upiy tinklo
30 valstijy aptiko iki 95 farmacijos produkty, hormony ir kity organiniy terSaly, jskaitant
priesuzdegiminj vaistg buprofeng (IB). Nuo to laiko buvo paskelbta vis daugiau prane§imy apie
padidéjusj farmaciniy medziagy likuciy kiekj esant koncentracijoms ng-pg /L (Kolpin et al.,
2002) Nors jy yra gana mazomis Koncentracijomis, farmaciniai junginiai yra bioaktyvios
molekulés, specialiai sukurtos tam tikrai funkcijai vykdyti, kurig jos ir toliau atlieka isleistos |
nutekamuosius vandenis, todél ir labai nedideli jy kiekiai gali paveikti gyvuosius organizmus.
Nesteroidiniai vaistai nuo uZzdegimo (NVNU) yra jvairi ir chemiSkai heterogeniné grupé,
daugiausia sudaryta i§ prieSuzdegiminiy, nuskausminamyjy ir karS§¢iavima mazinanciy vaisty,
atitinkamai sumazinanti uzdegimo, skausmo ir kar§¢iavimo simptomus (Bally et al., Lanas et
al.). Jie veikia slopindami ciklooksigenazés fermenty (COX-1 ir (arba) COX-2) aktyvuma.
Lastelése Sie fermentai dalyvauja pagrindiniy biologiniy tarpininky, biitent prostaglandiny,
veikianCiy uzdegimo procesuose, ir tromboksany, kurie susije su kraujo kreséjimu, sintezéje.
Specifinis Salutinis poveikis Zmonéms priklauso nuo konkretaus NVNU vaisto, taciau i§ esmes
apima padidéjusig virSkinimo trakto opy kraujavimo, Sirdies priepuolio ir inksty ligy rizika.

Metaanalizei buvo panaudoti duomenys 1§ cheminiy medZiagy toksinio poveikio vandens
organizmams baziy ir duomenys, esantys minéty farmaciniy medziagy saugos duomeny lapuose
bei mokslinése publikacijose.

Pagal surinktus duomenis 2021 mety birZelio pirmos dienos i§ moksliniy publikacijy
bibliografinés duomeny bazeés ,,SCIENCE DIRECT pagal pasirinktus raktinius zodZzius
,Diclofenac + ecotoxity*, ,,Ibuprofen + ecotoxity®, ,,Paracetamol + ecotoxity penkiolikos mety
laikotarpyje matomas tendencingas straipsniy did¢jimas. Patikslinus paieskg ir prie raktiniy
zodziy pridéjus ,,algae” mazdaug pusé visy gauty straipsniy yra susij¢ su dumbliais. IS pateikty

grafiky (3.1, 3.2, 3.3 pav.) galima pastebéti, kad didziausias démesys yra skiriamas diklofenakui.
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Straipsniy su juo randama daugiausiai. Galima pastebéti, kad nors §iy mety pragjo dar tik

pusmetis, bet jau yra straipsniy tiek, kiek buvo parasyta per pra¢jusius metus.
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3.1 pav. Su diklofenaku susijusiy straipsniy grafikas.
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I buprofen + ecotoxicity + algae
Ibuprofen + ecotoxicity
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3.2 pav. Su ibuprofenu susijusiy straipsniy grafikas.
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- Paracetamol + ecotoxicity + algae
Paracetamol + ecotoxicity

o

3.3 pav. Su paracetamoliu susijusiy straipsniy grafikas.
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1 lenetelé. Paracetamolio, diklofenako ir ibuprofeno toksiSkumo duomenys jvairiems vandens

organizmams.

§ LCso/E 5
2 | Organizmas  |Cso (mg/|Laikas, h Saltinis
> )]
Dun_allella 185.7 96 |De Lorenzo ir kt. (2008)
tertiolecta
Oncorhynchus https://pfe-pfizercom-
mykiss (Rainbow | 130.6 96 |prod.s3.amazonaws.com/products/material_safety
Trout) data/dyloject_diclofenac_Na_inj_8-jan-2018.pdf
Scenedesmus | 749 | 196  Cleuvers M (2004)
subspicatus
Lemna minor 7.5 168 [Cleuvers M (2003)
Artemia salina | >100 48  [Minguez L ir kt. (2016)
| Artemia 63 | 24 |NietoE irkt (2013)
esmarestii
. . 15.8 48  |Schmidt W ir kt. (2011)
Tisbe battaghial =g o1 e s mbini C ir k. (2016)
Cleuvers M (2004), Cleuvers M (2003), https://pfe-
n 68 48 pfizercom-
% prod.s3.amazonaws.com/products/material_safety dat
= _ a/dyloject_diclofenac_Na_inj 8-jan-2018.pdf
S | Daphniamagna "gp1 |48 |Han GH ir Kt. (2006)
~ - . - ;
3 1035 48 https://cdn.pfizer.com/pfizercom/products/material
| safety data/PZ00318.pdf
22 48  [|Ferrari B ir kt. (2003)
42 48 https://cdn.pfizer.com/pfizercom/products/material
| safety data/PZ00318.pdf
Skeletonema Algae - - -
100 7 https://cdn.pfizer.com/pfizercom/products/material
| safety data/PZ00318.pdf
Ceriodaphnia | 4 48 [Ferrari B ir kt. (2003)
dubia
Do . 27.8 48  Schmidt W ir kt. (2011)
Vibrio fischeri —
11 0.5 [|Ferrari B ir kt. (2003)
https://pfe-pfizercom-
42 48 .s3. . i
Skeletonema prod.s3 ar.nazongws com/prod‘uFts/rnaterlaI_safety_
. data/dyloject_diclofenac_Na_inj_8-jan-2018.pdf
costatum (Marine -
Diatom) https://pfe-pfizercom-
100 72  |prod.s3.amazonaws.com/products/material_safety

data/dyloject_diclofenac_Na_inj_8-jan-2018.pdf
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Aliivibrio fischeri 11.79 0.5 |Doékmeci AH ir kt. (2014)
WIBTIOTISCNEN T16 31 | 05  [Dokmeci AH ir kt. (2014)
Scenedesmus | 575 5 | 196 Cleuvers M (2004), Cleuvers M (2003)
subspicatum
Lemna minor 22 168 [Cleuvers M (2004), Cleuvers M (2003)
Tisbe battagliai | 49.7 24 [Trombini C ir kt. (2016)
dAtyaephyrﬁ 133 | 24  Nieto E ir kt. (2013)
esmarestii
Thamnocephalus | 1q 59 | 54 |kim Jw ir k. (2009)
platyurus
101.2 48  |Cleuvers
3579 48 http://content.oppictures.com/Master_Images/Mast
er_PDF_Files/pfi015489 sds.pdf
108 48 http://content.oppictures.com/Master_Images/Mast
er_PDF_Files/pfi015489 sds.pdf
Daphnia. magna https://www.fishersci.com/store/msds?partNumber
9.06 48 =AC258610100&productDescription=IBUPROFEN+10
GR&vendorld=VN00032119&countryCode=US&Ilangu
age=en
7 124.4 48 http://cfpub.epa.gov/
e ecotox
g Pareas carinatus | 17.1 72 Pounds N ir kt. (2008)
§ Oryzias latipes | >100 24 |Pounds N ir kt. (2008)
Aliivibrio fischeri| 39 0.5 |Dokmeci AH ir kt. (2014)
https://www.fishersci.com/store/msds?partNumber
399 120 =AC258610100&productDescription=IBUPROFEN+10
GR&vendorld=VN00032119&countryCode=US&Ilangu
Skeletonema
costatum pee=en
https://imgcdn.mckesson.com/CumulusWeb/Click_a
9.06 nd_learn/SDS_9MAJOR_IBUPROFEN_TAB_600MG_5
00_BT.pdf
Desmodesmus 315 79 http://cor.mtent.o.ppictures.com/Master_Images/Mast
, er_PDF_Files/pfi015489 sds.pdf
subcapitata (Green -
Alga) 342 2 7 http://cor.1tent.qpplctures.com/Master_Images/Mast
er_PDF_Files/pfi015489 sds.pdf
Lepomis 173 96 http://content.oppictures.com/Master_Images/Mast
macrochirus er_PDF_Files/pfi015489 sds.pdf
https://imgcdn.mckesson.com/CumulusWeb/Click_a
Aguatic organisms| 20.5 nd_learn/SDS_9MAJOR_IBUPROFEN_TAB_600MG_5
00_BT.pdf
Centrarchus 173 https://imgcdn.mckesson.com/CumulusWeb/Click_a
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http://cfpub.epa.gov/ecotox
http://cfpub.epa.gov/ecotox

macropterus nd_learn/SDS_9MAJOR_IBUPROFEN_TAB_600MG_5
00_BT.pdf
Lepomis https://imgcdn.mckesson.com/CumulusWeb/Click_a
. 173 nd_learn/SDS_9MAJOR_IBUPROFEN_TAB_600MG_5
macrochirus
00_BT.pdf
) https://www.medisca.com/NDC_SPECS/MUS/0299/
Fish >100 1 98 1sps/0299. pdf
Vibrio fischeri 567.5 0.25 Kimetal., 2007.
650 0.5 Henschel et al., 1997
Tetra}hyme_na 112 48  Henschel et al., 1997
pyriformis
Sceneo!esmus 134 79 Henschel et al., 1997,
subspicatus https://www.cos.net.au/msds/FIRST1030.pdf
Streptocephalus 9.2 24  [Callejaetal., 1994
proboscideus 29.6 24  |Kuhnetal., 1989
Brachionus | gan6 | 94 \webb, 2001
calyciflorus
Thamnocephalus 63.8 24 Nalecz-Jawecki and Persoone, 2006
platyurus
Artemia salina 577 24  Wehbb, 2001.
26.6 96 |Kimetal., 2007.
50 48 Henschel et al., 1997,
2 https://www.cos.net.au/msds/FIRST1030.pdf
2 Kuhn et al., 1989,
% Daphnia magna 9.2 48  |https://fagron.com/sites/default/files/document/ms
& ds_coa/103-90-2_%28USA%29.pdf
S 13 24 \Webb, 2001.
55.5 24  [Callejaetal., 1994
293 24  \Webb, 2001.
Orvzias lati >160 48 |Kimetal., 2007.
ryzias fatlpes =780 96 [Kim etal,, 2007,
Brachydanio rerio| 378 48  |Henschel et al., 1997.
Fathead minnow
P/'(,J#;;Zgzs 814 96  |https://www.cos.net.au/msds/FIRST1030.pdf
promelas)
https://www.caelo.de/getfile.html?type=sdb_en&cnt
95
Fish ry=en&num=4003
https://www.caelo.de/getfile.html?type=sdb_en&cnt
100
ry=en&num=4003
https://www.pharmacopoeia.com/Catalogue/Previe
crustacean 9.2 48

w?uri=%2Fcontent%2Ffile%2Fproducts%2Fhealthand
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https://www.pharmacopoeia.com/Catalogue/Preview?uri=%2Fcontent%2Ffile%2Fproducts%2Fhealthandsafety%2FCat_371_GB.pdf
https://www.pharmacopoeia.com/Catalogue/Preview?uri=%2Fcontent%2Ffile%2Fproducts%2Fhealthandsafety%2FCat_371_GB.pdf

safety%2FCat 371 GB.pdf
11.85 https://www.caelo.de/getfile.html?type=sdb_en&cnt
' = =4003
Invertebrates ry=en&num -
577 https://www.caelo.de/getfile.html?type=sdb_en&cnt
) ry=en&num=4003
112.666 https://www.caelo.de/getfile.html?type=sdb_en&cnt
Aloae ' ry=en&num=4003
g 29 https://www.caelo.de/getfile.html?type=sdb_en&cnt
ry=en&num=4003
P;;T;?ZEES 814 96 U.S. Environmental Protection Agency, 2005.
210186
S 180
£ 150 131
& 120 100
£ 90 72 68 71 71
5 60
=
a 30 8 6 13 2319 14

3.4 pav. Diklofenako vidurkinis toksiSkumas vandens organizmams.

Pagal surinktus duomenis diklofenakas labiausiai toksiskas yra véziagyviui Artemia
desmarestii. Jo 50% mirtingumas yra prie 6.3 mg/l diklofenako koncentracijos. MaZiausiai
diklofenakas toksiSkas yra fitoplanktonui Dunaliella tertiolecta. Jo 50% sumazéjes augimas yra
prie 185.7 mg/l diklofenako koncentracijos. Pagal pateiktus duomenis galima pamatyti vandens
organizmy i$sidéstyma nuo daugiausiai iki maziausiai jautraus diklofenakui: Artemia desmarestii
> Lemna minor > Tisbe battagliai > Aliivibrio fischeri > Vibrio fischeri > Ceriodaphnia dubia
> Daphnia magna > Skeletonema > Skeletonema costatum > Scenedesmus subspicatus>

Artemia salina > Oncorhynchus mykiss > Dunaliella tertiolecta.
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3.5 pav. Ibuprofeno vidurkinis toksiSkumas vandens organizmams.

Pagal surinktus duomenis ibuprofenas labiausiai toksiSkas yra véziagyviui Atyaephyra
desmarestii  Jo 50% mirtingumas yra prie 13.3 mg/l ibuprofeno koncentracijos. Maziausiai
ibuprofenas  toksiSskas yra zaliadumbliui Scenedesmus subspicatum. Jo 50%  augimo
susilpnejimas yra prie 342.2 mg/l ibuprofeno koncentracijos. Pagal pateiktus duomenis galima
pamatyti vandens organizmy iSsidéstymg nuo daugiausiai iki maZziausiai jautraus ibuprofenui:
Atyaephyra desmarestii> Pareas carinatus > Thamnocephalus platyurus > Lemna minor >
Skeletonema costatum > Aliivibrio fischeri > Tisbe battagliai > Daphnia. magna > Oryzias
latipes > Lepomis macrochirus > Centrarchus macropterus> Lepomis macrochirus >

Desmodesmus subcapitata > Scenedesmus subspicatum .
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3.6 pav. Paracetamolio vidurkinis toksiSkumas vandens organizmams.

Pagal surinktus duomenis paracetamolis labiausiai toksiSkas yra krevetéms
Streptocephalus proboscideus. Jy 50% augimo susipnéjimas yra prie 19.4 mg/l paracetamolio
koncentracijos. Maziausiai paracetamolis toksiSkas yra zaliadumbliui Scenedesmus
subspicatum. Jos 50% augimo susilpnéjimas yra prie 5306 mg/l paracetamolio koncentracijos.
Pagal pateiktus duomenis galima pamatyti vandens organizmy iSsidéstyma nuo daugiausiai iki
maziausiai jautraus paracetamoliui: Streptocephalus proboscideus >Thamnocephalus platyurus
> Daphnia magna > Tetrahymena pyriformis > Scenedesmus subspicatus > QOryzias latipes >
Brachydanio rerio > Artemia salina > Vibrio fischeri > Pimephales promelas >Brachionus

calyciflorus.
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3.2. Diklofenako, ibuprofeno ir paracetamolio poveikis menturdumbliy N. obtusa
lasteliy mirtingumui
Pries elektrofiziologinius buvo atliekami letalumo tyrimai. Mirtingumo tyrimams buvo

naudojami ibuprofeno 1, 10, 100 ir 1000 mg/l, diklofenako 1, 10, 100, 500 ir 1000 mg/l ir
paracetamolio 2, 20, 200, 1000 ir 2000 mg/l koncentracijy tirpalai. Sio tyrimo tikslas buvo
nustatyti koncentracijas, kurioms esant Ziista 50% lasteliy ir kaip LCsp reikSmeé kinta
priklausomai nuo poveikio trukmés. Sios Igstelés gali biiti stebimos iki ménesio laiko ir ilgiau, jei
lasteliy mirtingumas kontrol¢je nevirsija 10%.

2 lentelé. N. obtusa lasteliy, paveikty diklofenaku, paracetamoliu ir ibuprofenu, LCsg
reik§mes =+ sp, apskaiciuotos esant skirtingai ekspozicijos trukmei.

Farmaciné LCxo, mg/l
medziaaga 4d 8d 12d 16d 20d 24d 28d 30d 36d
Diklofenakas 31 31 31 12,9+0.1| 12,2 |15,6+9,0|15,6+9,0 - 6,8+0.2

Ibuprofenas 992 | 279475 | 235457 | 215480 | 215+£80 | 215480 | 187492 | 41+42 -

Paracetamolis| 2000 | 888+34 | 438+37 63 63 63 38 - 32+13

IS 2 lentelés galima matyti, kad LCsp reikSmés ilgéjant farmaciniy medziagy poveikio
trukmei kito nevienodai. Letalioji koncentracija, sukélusi pusés paveikty lasteliy zitj, labiausiai
maz¢jo paracetamoliui didéjant turkmei nuo 4 dieny iki mazdaug ménesio — nuo 2000 iki
32 mg/l, t.y. apie 70 karty (3.9 pav.). Sis rodiklis ibuprofenui buvo apie 20, o diklofenakui —
apie 5 (3.7 ir 3.8 pav.). Per pirmgsias 12 dieny toksiSkumo seka N. obtusa lIgsteléms buvo
diklofenakas > ibuprofenas > paracetamolis, tuo tarpu po mazdaug dviejy savaiéiy paracetamolis
menturdumbliy lgsteles pradeda veikti stipriau negu ibuprofenas. Diklofenakas ir po ménesio
ekspozicijos iSliko toksiskiausias mentudumbliy lasteléms. Jis taip pat pasiZymi ir grei¢iausiu
poveikiu — 1000 mg/1 koncentracijos tirpale visos lastelés Zuvo per pirmasias 24 val. poveikio
valandas. Tuo tarpu 100% lasteliy Zitis tokiose paciose didelése 1000 mg/l ibuprofeno ir

paracetamolio koncentracijose uztruko, atitinkamai, 22 ir 16 dieny.
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Ibuprofen

Nitellopsis obtusa
100 4 T
75
ES
& 30d 28d 8d 14d
®
£ 50
3
g t
E
£ : |
25 ‘ 7
i/ A / |
4 [] -
L == //j f
0 = — /
1 10 100 1000

Koncentracija, mg/L

3.7 pav. Nitellopsis obtusa Igsteliy mirtingumo priklausomybé nuo ibuprofeno

koncentracijos esant skirtingai poveikio trukmei (4-30 d).

Diclofenac
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3.8 pav. Nitellopsis obtusa Igsteliy mirtingumo priklausomybé nuo diklofenako

koncentracijos esant skirtingai poveikio trukmei (4-36 d).
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Paracetamol
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3.9 pav. Nitellopsis obtusa lasteliy mirtingumo priklausomybé nuo paracetamolio
koncentracijos esant skirtingai poveikio trukmei (4-36 d).

3.3. Diklofenako ir paracetamolio poveikis N. obtusa lasteliy membranos potencialui
N. obtusa lasteliy ramybés potencialo (RP) kinetiky budingi pavyzdziai, paveikus jas

skirtingy koncentracijy diklofenako tirpalais, pateikti 3.10-3.12 pav. Vidutin¢ lasteliy RP
depoliarizacijos reikSmé, stebéta per 90 min poveikio laika, didéjo didéjant diklofenako
koncentracijai, nors kai kurios vienos koncentracijos poveikio tyrimui panaudotos Igstelés

reagavo silpnai, pvz., veikiant 31,3 mg/l diklofenako (3.10 B pav.). Esant 500 mg/I

koncentracijai visos lgstelés zenkliai depoliarizavosi (3.12 pav.).
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3.10 pav. Nitellopsis obtusa lgsteliy RP kinetika paveikus jas 15,6 mg/l (A) ir 31,3 mg/l

(B) diklofenako tirpalu ir, po 90 min, kontroline terpe APW. Storesnés kreivés zymi vidurkj
(n=4) ir 95% pasikliautinuosius intervalus.
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3.11 pav. Nitellopsis obtusa lasteliy RP kinetika paveikus jas 62,5 mg/l diklofenako
tirpalu ir, po 90 min, kontroline terpe APW. Storesnés kreivés zymi vidurkj (n=8) ir 95%
pasikliautinuosius intervalus.
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3.12 pav. Nitellopsis obtusa lasteliy RP kinetika paveikus jas 500 mg/l diklofenako
tirpalu ir kontroline terpe APW. Storesnés kreivés zymi vidurkj (n=8) ir 95% pasikliautinuosius
intervalus.

Bendra visy atskiruose eksperimentuose tirty koncentracijy diklofenako poveikio
menturdumbliy  Iasteléms  koncentracijy-atsako priklausomybé parodyta 3.13 pav. 1§
priklausomybés nustatyta 50% RP depoliarizavimo per 90 minudiy koncentracija yra
60,3 + 15,5 mg/l (vidurkis + sp). Atskyrus 2020 m. gruodzio ir 2021 m. geguZzés ménesiais
atliktus bandymus buvo gauti atskaitos tasky (90-min 1Csp) jverciai 28 + 6,9 mg/l ir 76.5 +
17.5 mg/l, rodantys, kad lasteliy reakcijoms tur¢jo jtakos laikymo laboratorijos salygomis

trukmé, atitinkamai 1 ir 6 ménesiai.
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Diclofenac  2020-12-07; 2020-12-14

2021-05-25; 2021-05-26
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3.13 pav. Nitellopsis obtusa Igsteliy vidutinio ramybés potencialo (RP) depoliarizacijos
(%) priklausomybé nuo diklofenako koncentracijos. Kiekvienas taskas gautas suvidurkinus 4-8
dumbliy Igsteliy RP reik§mes. Bandymai (n = 4) atlikti 2020-2021 m.
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3.14 pav. Nitellopsis obtusa Igsteliy vidutinio ramybés potencialo (RP) depoliarizacijos

(storesnés kreiveés)

ir 95%

pasikliautinyjy

intervaly priklausomybé nuo diklofenako

koncentracijos. Kiekvienas taskas gautas suvidurkinus 4-8 dumbliy Igsteliy RP reikSmes.
Bandymai atlikti 2020 m. gruodzio mén. (a) ir 2021 m. geguzés mén. (b). 90-min ICsp reik§més
kreivei (a) 28 = 6,9 mg/l (gruodZio meén.) ir kreivei (b) 76.5 = 17.5 mg/l (geguzés mén.).
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3 lentelé. N. obtusa Igsteliy, paveikty skirtingy koncentracijy paracetamolio tirpalu,
ramybés potencialo reikSmés pries poveiki RP(0-min), poveikio 90-3 min RP(90-min),
procentiné depoliarizacija poveikio pabaigoje ir liekamoji depoliarizacija po 90 min atplovimo.

Koncentracija, RP(0-min), RP(90-min), n RPdep, LD,
mg/I mV mV % %
2 -176 £ 14 -150 + 28 6 14,7 -
20 -185+ 12 -169 + 25 6 8,6 -
60 -183+10 -151 + 36 5 17,4 -
200 -172 £35 -151 + 26 6 12,4 -
1000 -178 £ 20 -133+49 9 25,5 110+64
2000 -173 £19 -116 + 16 11 33,1 86+44
3000 -176 £ 29 -110+ 18 5 37,9 -

Paracetamolio poveikis menturdumbliy ramybés potencialui buvo tirtas dideliame
koncentracijy diapazone — nuo 2 iki 3000 mg/I. Sio vaisto indukuota lasteliy depoliarizacija buvo
zenkliai mazesné nei diklofenako ir tesiecké 26-38%, esant net ir didziausioms 1000-3000 mg/I
koncentracijoms (3 lentel¢). Lasteliy liekamoji depoliarizacija, fiksuota kontrolingje terpéje
pra¢jus 90 minuciy po poveikio buvo apie 100%, o tai rodo, negriztamag poveiki lasteléms.
Lasteles islaikius kontrolinéje APW terpéje apie 18 val. po 90-ies min 1000 mg/l paracetamolio
poveikio lgsteliy depoliarizacija dar padidéjo. Tuo tarpu Igsteles paveikus 31,3 mg/l, 62,5 mg/l ir
500 mg/l koncentracijy diklofenako tirpalais, kurie po 90 min sukélé 23,6%, 51,3% ir 55,9%
viduting RP depoliarizacija, jos nuo toksikanto atsiplove geriau — jy liekamoji depoliarizacija,

atitinkamai, buvo 33 + 21%, 55 + 19% ir 63 + 16%.

4. Rezultaty aptarimas

Farmaciniy medZziagy poveikio vandens ekosistemy organizmams problemos aktualuma
rodo per pastaruosius metus did¢jantis moksliniy publikacijy Sig tema skaicius. Darbe atlikta,
nors ir ribota, toksikologiniy duomeny metaanaliz¢ atskleidé, kad per 2005-2020 mety perioda
straipsniy, skirty skausmg malSinanciy vaisty — paracetamolio, ibuprofeno ir diklofenako —
poveikio hidrobiontams padaugejo, atitinkamai 4, 9 ir 16 karty ir siekia apie 500 per metus (2020
ir 2021 pirmasis pusmetis). Apzvelgtoje literatiiroje dumbliams skirta apie trecdalis visy tirty

organizmy, kas yra nemaZai, taCiau duomeny apie minéty farmaciniy medZiagy poveik]
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menturdumbliams neaptikta. Kita vertus, néra nustatytos ribinés nekenksmingos biotai
koncentracijos ir galutinai jteisinti aplinkosauginiai reglamentai (Joachim et al., 2021).

Pasirinkty farmaciniy medziagy, diklofenako, ibuprofeno ir paracetamolio, poveikis
makrofitiniy dumbliy Nitellopsis obtusa tarpubamblinéms lgsteléms buvo tiriamas skirtinguose
toksikologine prasme atskaitos taSkuose, surandant veikligsias koncentracijas letalumo ir
elektrofiziologiniuose eksperimentuose, t.y. 4-36d LCsp ir lasteliy ramybés potencialo (RP)
depoliarizacijos per 90 minuciy ICsy reikSmes. Siekiant nustatyti veikligsias koncentracijas,
pasirinktas gana platus koncentracijy diapazonas, pradedant 1 mg/l, baigiant 3000 mg/I
koncentracijomis. Kadangi anks¢iau skausmg malSinanciy vaisty poveikis menturdumbliams
nebuvo tyrinétas, nebuvo aisku, kokia trukmé $iai vaisty klasei bty optimali atsako jautrumo ir
tyrimo trukmés pozitriu. Pradéjus mirtingumo tyrimus, paaiSkéjo, kad iki 10 mg/l visos tirtos
farmacinés medziagos silpnai veikia N. obtusa lasteliy iSgyvenamuma. Atlikus letalumo tyrimus
buvo pastebéta, kad ilgéjant farmaciniy medziagy poveikio trukmei lasteliy zuties greitis yra
nevienodas. Per pirmasias 12 dieny toksiskumo seka N.obtusa Iasteléms buvo
diklofenakas > ibuprofenas > paracetamolis, tuo tarpu po mazdaug dviejy savaiciy paracetamolis
menturdumbliy lasteles pradeda veikti stipriau negu ibuprofenas. Diklofenakas ir po ménesio
ekspozicijos isliko toksiSkiausias mentudumbliy lagsteléms. Jis taip pat pasizyméjo sparciausiu
poveikiu — 1000 mg/l koncentracijos tirpale visos lgstelés zuvo per pirmagsias 24 poveikio
tirpaluose prireike, atitinkamai, 22 ir 16 dieny ekspozicijos.

I8 tirtyjy farmaciniy medziagy diklofenakas buvo toksiSkiausias menturdumbliy lgstelei.
Trumpalaikio 4 dieny poveikio metu nustatyta LCso reikSmeé 31 mg/l, ilgalaikio 36 dieny
poveikio metu — LCso = 6,8 mg/l. Palyginimui, pagal metaanalizés surinktus duomenis
jautriausias diklofenakui testorganizmas buvo aukstesnysis vandens augalas Lemna minor
(mazoji pludena), kuriam nustatyta augimo slopinimo per 7 dienas koncentracija ICso = 7,5 mg/I
(Cleuvers, 2003). Maziau jautrus diklofenakui buvo jirinis titnagdumblis Skeletonema costatum
2-d ECsp = 42 mg/l (1 lentelé), o maziausiai jautrus — zaliadumblis Dunaliella tertiolecta — 4-d
LCso = 186 mg/l (De Lorenzo et al., 2008). Ibuprofeno atveju, didziausias toksiSkumas buvo
stebétas véziagyviams, vidutiniSkai 24-h LC50 = 27,3 mg/l, o maziausias — zaliadumbliui S.
subspicatum 4-d IC50= 342 mg/l (1 lentelé). taip pat i§ metaanalizés paaiSkéjo, kad

paracetamoliui jautriausios i§ tirty testorganizmy buvo krevetés Streptocephalus proboscideus,
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kuriy 24-h LC50 = 9,2-29,6 mg/l (Calleja et al., 1994; Kuhn et al., 1989). Maziausiai
paracetamoliui jautrus testorganizmas — verpetés Brachyonus calyciflorus su 24-h LC50 =
5306 mg/l (Webb et al., 2001).

Matome, kad jvairiy autoriy panaudoti skirtingi testorgnizmai buvo veikiami
farmacinémis medziagomis nevienodg laikg. Kadangi toksiSkumas priklauso nuo testorganizmo,
ekspozicijos trukmes, atskaitos tasko lygio (%), stebimojo biologinio organizuotumo lygmens ir
pan., sunku palyginti jautrumo tam tikram toksikantui duomenis. Apskritai, N. obtusa lgsteliy
mirtingumo rodiklis yra pakankamai informatyvus, leidziantis iSrikiuoti pagal toksiskumag
menturdumbliams bent jau magistriniame darbe tirtas farmacines medziagas.

Atliekant elektrofiziologinius tyrimus stebéta menturdumbliy lgsteliy ramybés potencialo
kinetika tiek poveikio metu, tiek ir atplaunant jas kontrolinéje tepéje po poveikio. IS skirtingy
koncentracijy diklofenako paveikty lasteliy atsaky, gauty nepriklausomuose eksperimentuose, ir
koncentracijy priklausomybés nustatyta 50% RP depoliarizavimo per 90 minuciy koncentracija
diklofenakui — 90-min ICsp = 60,3 + 15,5 mg/l. Atskyrus 2020 m. gruodzio ir 2021 m. geguzés
meénesiais atliktus bandymus buvo gauti Sie 90-min IC50 jverciai: 21-35 mg/l ir 59-94 mgll,
rodantys, kad Igsteliy reakcijoms tur¢jo jtakos laikymo laboratorijos salygomis trukmé. Kito
nesteroidinio vaisto paracetamolio poveikis N. obtusa lasteliy RP buvo tirtas koncentracijose nuo
2 mg/l iki 3000 mg/l. Tokiy dideliy koncentracijy prireiké todél, kad $io vaisto sukelta RP
depoliarizacija buvo zenkliai maZesn¢ nei diklofenako ir daugiausiai sieké 38%, esant net ir
didZiausiai 3000 mg/l koncentracijai. Menturdumbliy liekamoji depoliarizacija (LD) buvo
apskaiciuota i§ RP reik§més kontrolinéje terpéje praéjus 90 minuéiy po poveikio. Sis parametras
naudingas aiSkinantis toksikanto poveikio pobiidj lgstelés membranai. Paracetamolio liekamoji
depoliarizacija buvo apie 100%, t.y. trumpalaikis 1,5 val poveikis sukelia negriztama poveikj
lasteléms. Menturdumblio Igsteles paveikus 31,3 mg/l, 62,5 mg/l ir net 500 mg/l koncentracijy
diklofenako tirpalais jos nuo uZpilto toksikanto atsiplové geriau — juy liekamoji depoliarizacija
buvo maZesné, tuo signalizuodama apie maziau toksiska poveikj; menturdumbliams.

Modeliniuose (bandymuose laboratorinémis sglygomis) paprastai panaudojamos tokios
medziagy koncentracijos, kurios leisty stebéti tiriamy organizmy reakcijas. Daznai jos esti
gerokai didesnés negu kad aptinkamos nuotekose ar vandens telkiniuose. IS Beek et al. (2016)
apzvalgoje pateikty duomeny matome, kad maksimali iSmatuota koncentracija pavirSiniuose

vandenyse Europoje diklofenakui siekia 18,7 pg/l, ibuprofenui — 303 pg/l ir paracetamoliui —

49



230 pg/l. Farmacinés medziagos | gamtinius vandens telkinius daugiausiai patenka i§ nuoteky
valymo jrenginiy, o kai kuriy jy i§valymo efektyvumas nedidelis, pavyzdziui, diklofenakui — vos
ketvirtadalis (Suzdalev, 2020), todél svarbu nustatyti $iy medziagy poveikj biotai taikant ilgai

(ménesio ir daugiau) trunkancius ekotoksikologinius tyrimus.
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Isvados

Farmaciniy medziagy — diklofenako, ibuprofeno ir paracetamolio, — ekotoksikologiniy
duomeny metaanalizé iSrySkino poveikio vandens biotai problemos aktualuma — per du
pastaruosius metus atspausdinama po mazdaug 500 moksliniy straipsniy, palyginus su
mazdaug 10 straipsniy 2005 m. Apibendrinti metaanalizés, apimancios viso gyviininio ar
augalinio organizmo reakcijas jvairios trukmés tyrimuose, duomenys parodé diklofenaka
esant toksiskiausiu visoms vandens organizmy grupéms.

Palyginus skirtingos trukmés letalumo tyrimuose gauty LCsy efektyviyjy koncentracijy
(LCsp) reiksmiy dinamika, nustatyta, kad ilgéjant farmaciniy medziagy poveikio trukmei
lasteliy zdties greitis yra nevienodas skirtingoms farmacinéms medziagoms. Per
pirmasias 12 dieny toksiskumo seka N. obtusa lasteléms buvo
diklofenakas > ibuprofenas > paracetamolis, tuo tarpu po dviejy savaiéiy paracetamolis
menturdumbliy lasteles pradeda veikti stipriau negu ibuprofenas. Diklofenakas ir po
ménesio ekspozicijos isliko toksiskiausias menturdumbliy Igsteléms.

Nustatyta diklofenako tirpalo efektyvioji 60,3 + 15,5 mg/l (vidurkis = sp) koncentracija,
kuri per 90 minuciy trukmés ekspozicijg sukélé N. obtusa lasteliy 50% ramybés
potencialo depoliarizacijg. Paracetamolis indukavo Zenkliai maZesn¢ 26-38% RP
depoliarizacija, paveikus net ir didziausiomis 1000-3000 mg/l koncentracijomis.
Mazesné uz diklofenako paracetamolio liekamoji depoliarizacija taip pat rodé mazesnj
S10 skausmg malSinancio vaisto toksiSkumg menturdumbliy lgsteléms.

Makrofitinio dumblio N. obtusa lastelés buvo jautresnés negu vienalgs¢iai dumbliai
nedidelés trukmés (4-12 d) ekspozicijose diklofenako (LCso = 31 mg/l) ir ibuprofeno
(235 mg/Dtirpaluose, bet maziau jautrios paracetamoliui (438mg/l). Ménesio trukmés
lgsteliy miritngumo LCsy vertés buvo artimos aukstesniojo augalo Lemna minor 7-d

augimo slopinimo ICs vertéms.
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SANTRAUKA

Augant farmaciniy medziagy vartojimui daugéja jrodymy apie vaisty patekimg |
aplinkg: vaisty liku¢iy randama pavir§iniuose bei pozeminiuose vendenyse, dirvozemyje,
gyviny audiniuose. Didelé dalis farmaciniy medZziagy patenka j aplinka per nuotekas i§ miesto
valymo jrenginiy bei netinkamai utilizuojamy nebegaliojanciy ar panaudoty vaisty.

Sio magistrinio darbo tikslas - nustatyti farmakologiniy medziagy poveikj
menturdumbliy lasteliy funkcionavimui. Darbo wuzdaviniai: ibuprofeno, paracetamolio ir
diklofenako poveikio vandens organizmams duomeny metaanalizé; iStirti diklofenako,
paracetamolio ir ibuprofeno poveikj Nitellopsis obtusa lasteliy iSgyvenamumui; iStirti
diklofenako ir paracetamolio poveikj elektrofiziologiniam atsakui; palyginti menturdumbliy ir
kity vandens organizmy jautrumus ibuprofenui, paracetamoliui ir diklofenakui.

Farmaciniy medziagy poveikis N. obtusa lasteléms buvo tiriamas keliais etapais:
renkama tiriamoji medziaga, atliekami mirtingumo tyrimai, jvertinta ekspozicijos trukme.
Remiantis mirtingumo tyrimo duomenimis ir surinkta metaanalizés medziaga buvo
lyginama koks poveikis yra tyrime naudotomis menturdumbliy Igsteléms ir kitiems
vandens organizmams. Taip pat buvo vertinami elektrofiziologinio tyrimo rezultatai.

Palyginus skirtingos trukmés letalumo tyrimuose gauty LCso efektyviyjy
koncentracijy (LCsp) reikSmiy dinamika, nustatyta, kad ilgéjant farmaciniy medziagy poveikio
trukmei lasteliy Zities greitis yra nevienodas skirtingoms farmacinéms medziagoms. Nustatyta
diklofenako tirpalo efektyvioji 60,3 + 15,5 mg/l (vidurkis = sp) koncentracija, kuri per 90

minuciy trukmés ekspozicija sukélé N. obtusa Igsteliy 50% ramybés potencialo depoliarizacija.
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Paracetamolis indukavo zenkliai mazesng 26-38% RP depoliarizacija, paveikus net ir
didZziausiomis 1000-3000 mg/l koncentracijomis. Mazesné uz diklofenako paracetamolio

lieckamoji depoliarizacija taip pat rodé mazesnj Sio skausmg malSinanc¢io vaisto toksiskuma

menturdumbliy lgsteléms.
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The effect of pain suppressing pharmaceuticals on the charophyte
cell of Nitellopsis obtusa

SUMMARY

With the growth of the use of pharmaceutical substances, there is increasing
evidence of the release of drugs into the environment: drug residues are found in surface and
underground waters, soil, animal tissues. A large proportion of pharmaceutical substances enter
the environment through wastewater from urban treatment plants and improperly disposed of
obsolete or used drugs.

The aim of this master 's thesis is to determine the effect of pharmacological
substances on the function of menthol cells. Objectives: meta-analysis of data on the effects of
ibuprofen, paracetamol and diclofenac on aquatic organisms; to investigate the effect of
diclofenac, paracetamol and ibuprofen on the survival of Nitellopsis obtusa cells; to investigate
the effect of diclofenac and paracetamol on the electrophysiological response; to compare the
sensitivities of menthol algae and other aquatic organisms to ibuprofen, paracetamol, and
diclofenac.

The effect of pharmaceutical substances on N. obtusa cells was studied in several
stages: collection of the test substance, mortality studies, evaluation of the duration of exposure.
Based on the data from the mortality study and the meta-analysis material collected, the effects
of the menthol algae cells and other aquatic organisms used in the study were compared. The
results of the electrophysiological examination were also evaluated.

Comparing the dynamics of LCsq effective concentration (LCsp) values obtained in
mortality studies of different durations, it was found that the cell death rate is not different for
different pharmaceuticals with increasing duration of exposure to pharmaceuticals. The effective
concentration of diclofenac solution was found to be 60.3 £ 15.5 mg / 1 (mean + sp), which
caused depolarization of the 50% resting potential of N. obtusa cells during 90 minutes of
exposure. Paracetamol induced a significantly lower depolarization of resting potential ( RP) by
26-38% when exposed to even the highest concentrations of 1000-3000 mg / I. The residual



depolarization of paracetamol lower than that of diclofenac also showed a lower toxicity of this

analgesic to menthol cells.
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