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SAZETAK

Koronavirus, bolest uzrokovana SARS-CoV-2 virusom koja primarno napada diSne puteve je
uzrok smrti vise od 7 milijuna ljudi Sirom svijeta. lako su antivirusni lijekovi klju¢ni za lijecenje
mnogih bolesti, mogu imati Stetne ucinke na vodene organizme. U sklopu ovog rada ispitao se
utjecaj antivirusnih lijekova protiv SARS-CoV-2 virusa na bakteriju Pseudomonas putida i
mikroalgu Chlorella sp. U eksperimentu s bakterijom Pseudomonas putida, bakterijske
suspenzije bile su izlozene razliitim koncentracijama ribavirina, emtricitabina, sofosbuvira,
oseltamivira, nirmatrelvira i atazanavira. Ispitivane koncentracije bile su za ribavirin,
emtricitabin, sofosbuvir, oseltamivir i nirmatrelvir: 0,006 mmol/L, 0,013 mmol/L, 0,025
mmol/L, 0,05 mmol/L 10,1 mmol/L, te atazanavir: 0,00019 mmol/L, 0,00038 mmol/L, 0,00075
mmol/L, 0,0015 mmol/L i 0,0030 mmol/L. Nakon 16 sati, odredivao se ukupni broj zivih
stanica bakterija (CFU) kako bi se procijenilo koliko je svaki od antivirotika inhibirao rast
bakterija. Rezultati su pokazali da su vece koncentracije antivirusnih lijekova rezultirale ve¢om
za 98,94%, dok je oseltamivir bio najmanje toksiCan, inhibirajuéi rast za 30,59 % pri 0,1
mmol/L i nije pokazao inhibiciju pri nizim koncentracijama. Eksperiment s mikroalgom
Chlorella sp. se provodio na sli¢an nacin gdje su suspenzije mikroalge dodane u otopine s istim
antivirusnim koncentracijama kao u eksperimentu s bakterijom. Ukupni broj zivih stanica
mikroalge (CFU) se odredivao uz pomo¢ Thoma-ove komore svakih 24 sata tijekom tri dana,
te je za konacni CFU uzeta srednja vrijednost. Sli¢no rezultatima s bakterijom, vece
koncentracije antivirusnih lijekova dovele su do znacajnije inhibicije rasta mikroalge.
Atazanavir pri 0,003 mmol/L bio je najtoksi¢niji, inhibiraju¢i rast mikroalge za 58,52%, dok je

nirmatrelvir bio najmanje toksican, inhibirajuc¢i rast za 48,15% pri 0,1 mmol/L.

Kljuéne rijeci: ekotoksi¢nost, SARS-CoV-2, antivirotici, Pseudomonas putida, Chlorella sp.



ABSTRACT

Determination of the ecotoxicity of SARS-CoV-2 antivirals

Coronavirus, caused by the SARS-CoV-2 virus, targets the respiratory tract and has led to over
7 million deaths globally. While antivirals are crucial for treating many diseases, they can have
detrimental effects on aquatic organisms. This study explored the impact of SARS-CoV-2
antivirals on the bacterium Pseudomonas putida and the microalgae Chlorella sp. In the
experiment involving Pseudomonas putida, bacterial suspensions were exposed to varying
concentrations of ribavirin, emtricitabine, sofosbuvir, oseltamivir, nirmatrelvir, and atazanavir.
The antiviral concentrations were: ribavirin, emtricitabine, sofosbuvir, oseltamivir, and
nirmatrelvir at 0.006 mmol/L, 0.013 mmol/L, 0.025 mmol/L, 0.05 mmol/L, and 0.1 mmol/L,
respectively, and atazanavir at 0.00019 mmol/L, 0.00038 mmol/L, 0.00076 mmol/L, 0.0015
mmol/L, and 0.0030 mmol/L. After 16 hours, the colony-forming units (CFU) were counted to
assess bacterial viability. The results indicated that higher antiviral concentrations resulted in
greater bacterial inhibition. Emtricitabine was the most toxic at 0.1 mmol/L, inhibiting bacterial
growth by 98.94%, while oseltamivir was the least toxic, inhibiting growth by 30.59% at 0.1
mmol/L and showing no inhibition at lower concentrations. The experiment with Chlorella sp.
followed a similar protocol. Microalgae suspensions were added to solutions with the same
antiviral concentrations as the bacterial experiment. Live cell counts were performed using a
Thoma's chamber every 24 hours over three days, and the average CFU was calculated. Similar
to the bacterial results, higher antiviral concentrations led to more significant inhibition of
microalgae growth. Atazanavir at 0.003 mmol/L was the most toxic, reducing microalgae
growth by 58.52%, while nirmatrelvir was the least toxic, inhibiting growth by 48.15% at 0.1

mmol/L.

Key words: ecotoxicity, SARS-CoV-2, antiviral drugs, Pseudomonas putida, Chlorella sp.
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1. UVOD

Pandemija COVID-19, uzrokovana virusom SARS-CoV-2, dovela je do globalnih zdravstvenih
izazova, rezultirajuci s visSe od 7 milijuna smrtnih slucajeva diljem svijeta [1]. Brz razvoj i
primjena antivirusnih lijekova bili su klju¢ni u ublazavanju Sirenja i ozbiljnosti virusa.
Antivirotici su skupina lijekova koja se koristi za lijecenje virusnih infekcija. Njihova glavna
funkcija je inhibirati razmnozavanje virusa unutar organizma, ¢ime pomazu u kontroli i
smanjenju simptoma virusnih bolesti [11]. Medutim, iako su ovi lijekovi neophodni u borbi
protiv pandemije, njihov utjecaj na okolis, posebice na vodene ekosustave, ostaje uglavnom
neistrazen. Antivirusni lijekovi, kada se ispuste u okoli§, mogu potencijalno poremetiti
ekolosku ravnoteZu utjecuci na neciljane organizme. Ovaj rad imao je za cilj istraZiti utjecaj
Sest Cesto koriStenih antivirusnih lijekova ribavirina, emtricitabina, sofosbuvira, oseltamivira,
nirmatrelvira i atazanavira na dva klju¢na vodena mikroorganizma: bakteriju Pseudomonas
putida 1 mikroalgu Chlorella sp. Ovi organizmi su odabrani zbog svog ekoloskog znacaja;
Pseudomonas putida je vazan razlaga¢ u vodenom okolisu [47], dok je Chlorella sp. primarni
proizvodac kljucan za proizvodnju kisika i kruzenje hranjivih tvari [56].

Ekotoksikologija, grana znanosti koja proucava ucinke toksi¢nih tvari na Zive organizme u
ekosustavima, pruza klju¢ne alate za procjenu utjecaja ovih lijekova. Testovi ekotoksi¢nosti,
kao S§to su oni provedeni na Pseudomonas putida 1 Chlorella sp., omogucuju procjenu
potencijalne Stetnosti tvari na razli¢ite organizme u okoliSu. Naj€es¢i organizmu na kojima se
provode testovi ekotoksi¢nosti su ribe, alge, bakterije, ali 1 sisavci ukljucujuéi Stakore, miSeve
1dr. [33, 34]. U ovom eksperimentu, suspenzije bakterija i mikroalgi bile su izloZene razli¢itim
koncentracijama antivirusnih lijekova. Utjecaj antivirotika na bakteriju procijenjen je
brojanjem ukupnog broja Zivih stanica (CFU) nakon 16 sati izlaganja, dok je rast mikroalgi
pracen brojanjem zivih stanica u Thoma-ovoj komori pod svjetlosnim mikroskopom tijekom tri
dana. Ovakav pristup omogucuje procjenu inhibicijskih ucinaka ovih lijekova u ekoloski
relevantnim koncentracijama te pruza uvid u njihove potencijalne ekotoksikoloske ucinke.
Razumijevanje ekoloskih posljedica Siroke upotrebe antivirusnih lijekova klju¢no je za razvoj
odrzive farmaceutske prakse i ocuvanje vodenih ekosustava. Ova studija nastoji pridonijeti
vrijednim podacima o tome kako antivirusni agensi mogu utjecati na mikrobioloski zivot, ¢ime

¢e se informirati buduce procjene rizika za okoli§ 1 regulatorne politike.



2. OPCI DIO

2.1. COVID-19

COVID-19 je zarazna bolest uzrokovana koronavirusom. Prije izbijanja pandemije u prosincu
2019. u Wuhanu, Kina, virus je bio potpuno nepoznat. Tijekom prve dvije godine pandemije
zabiljezeno je vise od 200 milijuna slu¢ajeva COVID-19 diljem svijeta, a procjenjuje se da je
viSe od 6 milijuna ljudi umrlo od zaraze. Time je COVID-19 postao ¢etvrti vode¢i uzrok smrti
u svijetu (4,4%) u 2020. godini [1]. Znanstveni dokazi pokazuju da se SARS-CoV-2 proSirio sa
SiSmisa na ljude preko nepoznatog posrednika sisavca. [2] Struktura SARS-CoV-2 sastoji se od
Cetiri strukturna proteina: Siljastog (S) glikoproteina, glikoproteina male ovojnice (E),
membranskog (M) proteina 1 nukleokapsidnog (N) proteina koji je vezan za jednolancani

genom virusne ribonukleinske kiseline (RNA) pozitivnog polariteta (Slika 2.1).

@ Spike (S) Protein

__——————® Membrane (M) Protein

@ Envelope (E) Protein

Slika 2.1. Struktura SARS-CoV-2 virusa [3].

Proteinska ovojnica (E) najmanja je od glavnih strukturnih proteina koronavirusa, a sastoji se
od 76-109 aminokiselina. E protein je vazan kod SARS-CoV-2 virusa zbog svoje uloge u
otpusStanju 1 ubacivanju virusa u stanice domacina te mijenjanju stani¢nih procesa kako bi
kontrolirao patogenost virusa. Smatra se znacajnim ¢imbenikom virulentnosti (sposobnost
patogena ili mikroorganizma da uzrokuje Stetu domacinu) kod SARS-CoV-2 virusa.
Membranski (M) protein je klju€an za virus, posebno tijekom pupanja i sastavljanja. M protein
stupa u interakciju s drugim strukturnim proteinima kao $to su Siljak (S) 1 proteinska ovojnica

(E), ¢inedi ga vitalnim za razumijevanje koronavirusa. Budu¢i da pomaze S proteinu, koji je



ukljucen u vezivanje i ulazak u stanicu, bilo koje mutacije u M proteinu mogu znacajno utjecati

na njegove interakcije sa stanicom domacinom [3].
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Slika 2.2. Zivotni ciklus SARS-CoV-2 i mehanizmi djelovanja antivirusnih lijekova [4].

S protein se veze na stanicu domacina prepoznajuci receptor ACE2. Primarna funkcija ACE2
receptora u kontekstu infekcije koronavirusom je djelovanje kao ulazna tocka za virus u stanice
domacina. SARS-CoV-2 koristi $iljasti (S) protein na svojoj povrsini kako bi se vezao za ACE2

receptor na povrSini ljudskih stanica. Ovo vezanje predstavlja prvi korak u procesu ulaska



virusa u stanice domaéina. Siljasti protein SARS-CoV-2 povezuje se s ACE2 receptorom s
visokim afinitetom. Ova interakcija omogucuje spajanje virusne ovojnice s membranom stanice
domacina, ¢ime se omogucava ulazak virusne RNK u stanicu i poc€etak infekcije (Slika 2.2).
IFN receptor, odnosno receptor za interferon, kljucna je komponenta imunoloskog odgovora
tijela na virusne infekcije, ukljucujuéi one uzrokovane koronavirusima. Interferoni su proteini
koje stanice proizvode kao odgovor na prisutnost virusa, a njihova primarna funkcija je
pojacavanje antivirusnog odgovora i reguliranje imuniteta [5]. COVID-19 se prvenstveno
prenosi s osobe na osobu putem malih kapljica koje izlaze 1z nosa ili usta prilikom kasljanja ili
kihanja. Ljudi se mogu zaraziti udisanjem tih kapljica ili dodirivanjem povrSina na kojima su
kapljice sletjele, a zatim dodirivanjem lica. Razdoblje inkubacije, odnosno vrijeme izmedu
infekcije 1 pojave prvih simptoma, krece se od 1 do 14 dana, s prosjekom od 5 do 6 dana.
Aktivna replikacija virusa dogada se u gornjem respiratornom traktu i plu¢ima [6]. Infekcije
SARS-CoV-2 ¢esto uzrokuju simptome sli¢ne gripi, kao $to su glavobolja, groznica, grlobolja,
bol u ledima, kasalj i gubitak okusa ili mirisa. lako su mnogi slucajevi infekcije asimptomatski
ili blagi, postoje i oni koji pokazuju ozbiljne ishode, praceni sustavnom upalom, oste¢enjem
tkiva 1 sr€anim oboljenjima. TeSka bolest COVID-19 mozZe rezultirati oSte¢enjem viSe organa i
biti fatalna, pri ¢emu rizik uvelike ovisi o prisutnosti drugih oboljenja poput dijabetesa,
pretilosti, hipertenzije i drugih [7, 8]. Potoji nekoliko nadina kojima se nastoje ublaziti ili
ukloniti simptomi uzorkovani SARS-CoV-2 virusom. Neki od njih su: monoklonska antitijela
koja blokiraju ulazak virusa u stanice, kortikosteroidi, antivirotici, protuupalni agensi te terapija
kisikom i1 mehanicka ventilacija [9]. Najbolji oblik terapije je sama prevencija bolesti. Kao
jedan od vidova prevencije infekcije, razvijena su cjepiva. Cjepivima se nastoji aktivirati
urodene imunoloske stanice tijekom infekcije SARS-CoV-2 koje poticu T 1 B limfocite na
ucinkovit odgovor, ukljucujuéi izlu€ivanje specifi¢nih protutijela i ubijanje zaraZenih stanica,
Sto ubrzava razvoj stecenog imunoloSkog pamcenja [10]. Postoje dvije vrste cjepiva za
prevenciju infekcije: mRNK vakcine kojima pripadaju Pfizer-BioNTech 1 Moderna vakcine, te

vakcine s virusnim vektorom AstraZeneca 1 Johnson & Johnson [9].

2.2. Primjena antivirotika u lijecenju virusnih oboljenja

2.2.1. Virusi

Virusi su patogeni uzroc¢nici brojnih teskih bolesti kod ljudi, Zivotinja 1 biljaka. Kada dodu u
kontakt sa stanicama domacina, spajaju se s njima i ubacuju svoj genetski materijal u stanicu

domacina. Virusna oboljenja ne mogu se lijeciti antibioticima, ve¢ posebnim klasama lijekova



nazvanim antivirotici, koji se koriste za lijeCenje specificnog ili Sirokog spektra virusnih
infekcija. Antivirotici prekidaju replikacijski ciklus virusa u razli¢itim fazama, smanjujuci
njegovu infektivnost i skracujudi trajanje bolesti. Neke virusne infekcije mogu se izlijeciti bez

antivirotika ako je imunoloski sustav dovoljno jak, dok druge zahtijevaju antivirusno lijeCenje

[11].

2.2.2. Antivirotici

Antivirotici su podijeljeni u tri glavne skupine: za viruse herpesa, hepatitisa 1 gripe, uz dodatne

lijekove za lijecenje HIV-a i koksaki virusa (Slika 2.3).

l \L LJUDSKI A\IIjTTVIROTICI l J/

LIJEKOVI LIJEKOVI] LIJEKOVI ANTI- AN TIV[RP TICTI ZA

PROTIV HERPES PROTIV VIRUSA PROTIV RETRQVIROTICI ZA LIJECENJE
VIRUSA GRIPE HEPATITISA LIJECENJE HIV-a KOKSAKIVIRUSA

Aciklovir M2 Inhibitoeri Interferoni Abakavir Fluoksentin

Brivudin Amantadin Ribavirin Didanozin

Cidofovir Rimantadin Adefovir Emtricitabin

Famciklovir Inhibitori Emtricitabin Lamivudin

Fomivirsen neuraminidaze Entekavir Stavudin

Ganciklovir Oseltamivir Lamivudin Tenofoviralafenamid

Penciklovir Zanamivir Telbivudin Tenofovirdizoproksil

Valaciklovir Tenofovir fumarat

Valganciklovir Proteaze Zidovudin

Vidarabin

Slika 2.3. Podjela antivirotika uz najcesce koriStene antivirotike za svaku vrstu [12].

Stvaranje antivirusnih lijekova temelji se na dva pristupa: ciljanje samih virusa ili faktora
stanica domacina. Antivirotici koji ciljaju viruse vezu se na virusne proteine ili nukleinske
kiseline, inhibiraju¢i ulazak virusa, transkripciju, replikaciju genoma te formiranje i otpustanje
zaraznih Cestica. Lijekovi usmjereni prema domacinu oblikuju aktivnost faktora domacina 1
puteva uklju€enih u sintezu, obradu 1 transport virusnih komponenti, kao i u razvoj antivirusnih
1 upalnih odgovora. Virusi prepoznaju stanice domacina putem receptora na povrsini stanica,
koriste¢i strategiju mimikrije koja im omogucuje vezanje na odredene stanice, prelazak plazma

membrane, ulazak u stanicu 1 pristup osnovnim stani¢nim mehanizmima. Neki virusi koriste



membrane stanica domacina za replikaciju 1/ili sastavljanje novih virusnih cestica [13].
Antivirotici se mogu takoder podijeliti na ciljane antivirotike koji djeluju na samo jedan ciljani
virus, i na antivirotike Sirokog spektra koji mogu djelovati na jednu ili viSe obitelji virusa (Slika

2.4).

antivirusni lijek $irokog spektra antivirusni lijek $irokog spektra
protiv jedne obitelji virusa protiv vise obitelji virusa

3 # B
. § g)| *
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1 virus , 1 antivirotik
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] # 4 >
* %
ulazak ostalih virusa ciljana obitelj virusa ne moZe uéi,
u stanicu ali ostale mogu

¥ % jedna obiteli * .ﬁ. 73? vise obitelji
:ift virusa virusa

Slika 2.4. Prikaz djelovanja ciljanih antivirotika i antivirotika Sirokog spektra djelovanja. [14]

2.2.2.1. Ciljani antivirotici

Ciljani antivirusni lijekovi su lijekovi dizajnirani da specificno ometaju odredene korake u
zivotnom ciklusu virusa, s ciljem inhibicije replikacije ili funkcije virusa uz minimalan utjecaj
na stanice domacina. Podijeljeni su u nekoliko skupina koje inhibiraju razliite enzime
ukljucujucéi: inhibitore proteaza (enzima koje virusi koriste za razgradnju svojih poliproteina na
funkcionalne proteine €ime se sprjeCava zrenje i replikacija virusa), inhibitore reverzne
transkriptaze (koja je potrebna za pretvorbu viralne RNK u DNK te se time sprjeava integracija
viralne DNK u genom domacina), inhibitore RNK polimeraze (enzim potreban za pretvorbu
viralne RNK u DNK S§to sprjecava integraciju viralne DNK u genom domacina) te inhibitore
integraze (enzim koji je potreban za integraciju viralne DNK u genom stanice domacina).
Takoder postoje lijekovi koji inhibiraju fuziju virusa s membranom stanice domacina,
blokiraju¢i ulazak u stanicu domacina te inhibitori ulaska koji sprjeavaju vezivanje virusa za

ili ulazak u stanicu domacina. [11]

2.2.2.2. Antivirotici Sirokog spektra djelovanja
Antivirotici Sirokog spektra djelovanja su lijekovi dizajnirani za djelovanje protiv mnogih
razli¢itih virusa, a ne samo protiv jednog specificnog virusa. Ovi lijekovi mogu djelovati na
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razlicite faze Zivotnog ciklusa virusa ili ometati vazne procese unutar virusa. To ih ¢ini korisnim
za lijecenje raznih virusnih infekcija, posebno kada viSe virusa moze biti prisutno ili kada
specifiCan virus jos nije identificiran. Postoji nekoliko vrsta antivirotika sa Sirokim spektrom
djelovanja: interferoni (proteini koje stanice domacina proizvode kao odgovor na virusnu

infekciju), ribavirin, favipiravir, arbidol, remdesivir, ritonavir i mnogi drugi [15].

2.2.3. Ispitivani antivirotici

2.2.3.1. Ribavirin

Ribavirin je sintetski guanozinski nukleozid Sirokog spektra djelovanja protiv nekoliko RNA i
DNA virusa te antivirusno sredstvo koje ometa sintezu virusne mRNA. Ovaj spoj pripada klasi
organskih spojeva poznatih kao triazolni ribonukleozidi i ribonukleotidi. Glavne strukturne
komponente ribavirina su: ribozni dio, modificirani ribozni Secer, koji omogucava lijekovima
da oponasaju prirodne nukleozide unutar virusnih nukleinskih kiselina, triazolni prsten, koji je
bitan za inhibiciju virusne replikacije te karboksamidnu grupu (-CONH;) koja omogucava

ribavirinu da se veze za virusne enzime i inhibira njihovu aktivnost (Slika 2.5).

O
NH2

HO Q EN

OH OH

Slika 2.5. Strukturna formula ribavirin antivirotika [16].

Ribavirin se koristi za lije¢enje kroni¢ne infekcije virusom hepatitisa C (HCV) u kombinaciji s
drugim antivirusnim lijekovima, s ciljem izljecenja ili postizanja trajnog viroloskog odgovora
(SVR). Ribavirin posreduje u izravnom antivirusnom djelovanju protiv brojnih DNA 1 RNA
virusa poveéanjem ucestalosti mutacija u genomima nekoliko RNA virusa. Clan je
nukleozidnih antimetabolitnih lijekova koji ometaju umnoZzavanje virusnog genetskog
materijala inhibiranjem aktivnosti enzima RNA ovisne RNA polimeraze, zahvaljujuéi svojoj

sli€nosti s gradevnim blokovima molekula RNA. Zabiljezeno je da ribavirin moze biti u€inkovit



samo u ranim fazama virusnih hemoragijskih groznica, uklju¢uju¢i Lasserovu groznicu,
krimsko-kongoansku hemoragijsku groznicu, venezuelansku hemoragijsku groznicu i infekciju
hantavirusom. Prije razvoja novijih lijekova, dvojna terapija ribavirinom i peginterferonom
alfa-2a/peginterferonom alfa-2b smatrana je prvom generacijom i standardnim antivirusnim
lijeCenjem. Noviji lijekovi za lijeCenje virusne infekcije hepatitisa C sada se koriste za
smanjenje ili eliminaciju upotrebe ribavirina, koji je povezan s ozbiljnim nuspojavama, te za
poboljsanje terapijske ucinkovitosti kod pacijenata s neuspjeSnom terapijom peginterferonom
alfa-2a/peginterferonom alfa-2b i ribavirinom [17]. Kada se koristi za lijecenje infekcija
virusom hepatitisa C (HCV), ribavirin je uvijek dio kombiniranih terapija jer monoterapija
ribavirinom nije u¢inkovita u lijecenju kroni¢ne infekcije hepatitisom C. Dodatno, ukljucivanje

ribavirina u terapijski rezim moze povecati rizik od anemije [18].

2.2.3.2. Oseltamivir

Oseltamivir je antivirusni inhibitor neuraminidaze koji se koristi za lijeCenje i prevenciju
infekcija virusima influence A i B. Ovaj spoj pripada klasi organskih spojeva poznatih kao gama
aminokiseline 1 njihovi derivati. Oseltamivir je kompleksna molekula s nekoliko klju¢nih
strukturnih elemenata: cikloheksenski prsten, acetamido grupa (-NHCOCH3) 1 amino grupa (-
NH>) koje su vezane za cikloheksenski prsten te karboksilatnu estersku grupu (Slika 2.6).

CHa
CHg

Slika 2.6. Strukturna formula oseltamivir antivirotika [16].

Oseltamivir fosfat je predlijek koji se u tijelu pretvara u aktivni metabolit, oseltamivir
karboksilat, snazan i selektivan inhibitor enzima neuraminidaze virusa influence [19].
Oseltamivir smanjuje izlu€ivanje virusa i njegovu infektivnost. Djeluje tako da sprjecava
pupanje virusa iz stanice domacina, njegovu replikaciju i Sirenje. Klinicka ucinkovitost
oseltamivira je najveca kada se primjenjuje unutar 48 sati od pojave simptoma gripe, jer se

nakon tog perioda zna€ajno smanjuje njegova ucinkovitost. Za zdrave osobe s niskim rizikom



od komplikacija, primjena oseltamivira nakon 48 sati od pojave simptoma opcéenito nema
znacajnu Korist, jer je gripa samoogranicavajuca bolest. Medutim, antivirusno lijeCenje moze
biti korisno ako se zapocne nakon 48 sati kod pacijenata s teSkom, kompliciranom ili
progresivnom bolesc¢u ili kod hospitaliziranih pacijenata [20, 21]. U okoliSu, oseltamivir se
ocekivano blago adsorbira na suspendirane Cestice 1 sediment. Medutim, ova adsorpcija moze
biti jaa nego Sto procjene sugeriraju, jer se kationi opéenito snaznije adsorbiraju na sediment
nego neutralne molekule. Tijekom konvencionalnog procis¢avanja otpadnih voda, oseltamivir
karboksilat nije adekvatno uklonjen, ali znaCajno uklanjanje moze se posti¢i naknadnom
ozonizacijom, koja takoder rezultira gubitkom aktivnosti neuraminidaze oseltamivir
karboksilata. Nakon ispuStanja u okoli§, oseltamivir i oseltamivir karboksilat se slabo
razgraduju, $to dovodi do njihove prisutnosti u povrsinskim vodama u koncentracijama do 200

ng/L [22].

2.2.3.3. Sofosbuvir

Sofosbuvir je antivirusni lijek izravnog djelovanja koji se koristi za lijeCenje kroni¢nog
hepatitisa C, infekcije jetre uzrokovane virusom hepatitisa C (HCV), kao dio kombinirane
terapije. Od 2011. godine, mogucénosti lijeenja kroni€nog hepatitisa C zna€ajno su napredovale
s razvojem izravno djelujucih antivirusnih lijekova (DAA), poput sofosbuvira. Sofosbuvir
pripada klasi organskih spojeva poznatih kao pirimidin 2'-dezoksiribonukleozidi. Kao predlijek
nukleotidni analog, sofosbuvir se metabolizira u svoj aktivni oblik, koji djeluje kao neispravan
supstrat za sintezu NS5B, klju¢ne RNA polimeraze za replikaciju virusa hepatitisa C. Time se
inhibira visoka stopa replikacije 1 genetska raznolikost virusa [23]. Sofosbuvir je strukturno
analog uridina, jedne od osnovnih gradevnih jedinica RNK na kojeg su vezani fosforamidna
grupa koja koja omogucava ulazak lijeka u stanice i njegovo aktiviranje unutar stanice te fluor

koji doprinosi stabilnosti i u€inkovitosti lijeka (Slika 2.7).
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Slika 2.7. Strukturna formula sofosbuvir antivirotika [16].



Sofosbuvir i1 drugi antivirusni lijekovi izravnog djelovanja su mocne opcije za lijecenje
hepatitisa C, jer pruzaju visoku otpornost na razvoj rezistencije [24]. Ovo je vazna prednost u
odnosu na lijekove koji ciljaju druge virusne enzime poput proteaza, gdje se brza rezistencija
pokazala problematicnom. Ovisno o genotipu, sofosbuvir se Cesto koristi u kombinaciji s
drugim antivirusnim lijekovima kao Sto su ledipasvir, velpatasvir, elbasvir, grazoprevir i
ribavirin, s ciljem postizanja trajnog viroloskog odgovora (SVR) nakon 12 tjedana terapije.
Postizanje SVR 1 iskorjenjivanje HCV infekcije povezano je sa znacajnim dugorocnim
zdravstvenim koristima, ukljucujuéi smanjenje osStecenja jetre, poboljSanu kvalitetu zivota,
smanjenu incidenciju hepatocelularnog karcinoma i smanjenu smrtnost [25, 26]. Lijecenje
sofosbuvirom povezano je s minimalnim nuspojavama, najéesée glavoboljom i umorom, $to je
velika prednost u odnosu na starije rezime temeljene na interferonu i ribavirinu, koji su imali
znaCajne nuspojave poput reakcija na mjestu infuzije, smanjenja krvne slike i

neuropsihijatrijskih uc¢inaka [27].

2.2.3.4. Emtricitiabin

Emtricitabin, ¢esto nazivan FTC, je antiretrovirusni lijek koji se koristi za lijeenje 1 prevenciju
HIV infekcije. Pripada skupini nukleozidnih inhibitora reverzne transkriptaze (NRTI), lijekova
koji blokiraju enzim reverznu transkriptazu, kljucan za repliciranje HIV virusa. Kao sinteticki
analog citidina, emtricitabin se unutar stanica pretvara u aktivni oblik, emtricitabin trifosfat.
Ovaj aktivni metabolit natjece se s prirodnim molekulama za ugradnju u DNK lanac koji virus
stvara. Emtricitabin je analog citidina, jednog od osnovnih gradevnih blokova DNK koji u
svojoj strukturi sadrzi atome fluora i sumpora koji doprinose ucinkovitosti i stabilnosti lijeka.
Emtricitabin takoder sadrzi modificirani deoksiribozni Secer, Sto omogucava integraciju u

virusnu DNK (Slika 2.8).
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Slika 2.8. Strukturna formula emtricitabin antivirotika [16].
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Kada emtricitabin trifosfat ude u DNK lanac, prekida njegov rast i time sprec¢ava daljnju virusnu
replikaciju. Emtricitabin se najceS¢e koristi u kombinaciji s drugim antiretrovirusnim
lijekovima, poput tenofovira disoproksil fumarata ili tenofovira alafenamida, kako bi se
povecala ucinkovitost lijeCenja 1 smanjio rizik od razvoja rezistencije. Ove kombinacije ne
samo da lijeCe HIV, vec se 1 koriste za prevenciju HIV-a kod osoba s visokim rizikom. Lijek se
dobro apsorbira nakon uzimanja, s oko 93% biodostupnosti. Najvisa koncentracija u krvi
postize se unutar 1-2 sata, a lijek se ravnomjerno distribuira po tijelu, ukljucujuéi
cerebrospinalnu tekuc¢inu. Izlucuje se putem bubrega, a poluvrijeme eliminacije je oko 10 sati,
Sto omogucuje doziranje samo jednom dnevno. Emtricitabin se obi¢no dobro podnosi, no moze
uzrokovati nuspojave poput glavobolje, muc¢nine, proljeva i osipa. Dugotrajna uporaba moze
dovesti do razvoja rezistencije, stoga je vazno koristiti ga u kombinaciji s drugim lijekovima.
Uvodenje emtricitabina, zajedno s drugim NRTI-ima, zna¢ajno je poboljsalo lije¢enje HIV-a.
Kombinirani rezimi koji ukljucuju emtricitabin vrlo su uspjeSni u smanjenju virusnog
optere¢enja 1 poboljSanju imunoloskog zdravlja. Kao klju¢na komponenta modernih
antiretrovirusnih terapija, emtricitabin igra kljuénu ulogu u ucinkovitom upravljanju HIV

infekcijom 1 prevenciji njezina Sirenja [28, 29].

2.2.3.5. Atazanavir

Atazanavir je antiretrovirusni lijek koji pripada klasi inhibitora proteaze 1 koristi se za lijecenje
infekcije virusom humane imunodeficijencije (HIV). Ovaj lijek se izdvaja od drugih inhibitora
proteaze po svojoj mogucnosti da se uzima jednom dnevno, dok mnogi drugi zahtijevaju viSe
doza tijekom dana. Takoder, atazanavir ima manji utjecaj na lipidni profil pacijenata, Sto znaci
da manje utjeCe na razine kolesterola i drugih masnih tvari u krvi. Atazanavir pripada klasi
organskih spojeva poznatih kao derivati valina, koji ukljucuju spojeve s valinom ili njegovim
derivatima nastalim reakcijama s amino ili karboksi skupinama ili zamjenom vodika glicina
heteroatomima. Atazanavir u svojoj strukturi sadrzi karbamatnu grupu koja doprinosi njegovoj
sposobnosti da inhibira HIV proteazu, fenilnu grupu koja dodaje hidrofobnost molekuli §to
pomaze njezinoj interakciji s enzimima te hidroksilnu skupinu koje sudjeluje u formiraju

vodikovih veza sa ciljanim enzimom (Slika 2.9).
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Slika 2.9. Struktura formula atazanavir antivirotika [16].

Kao 1 drugi inhibitori proteaze, atazanavir se koristi u kombinaciji s drugim antiretrovirusnim
lijekovima. HIV-1 proteaza je enzim neophodan za razgradnju virusnih poliproteina na
funkcionalne proteine koji su klju¢ni za stvaranje infektivnih HIV-1 Cestica. Atazanavir se veze
na aktivno mjesto ovog enzima, inhibiraju¢i njegovu funkciju. Ova inhibicija sprjecava
razgradnju virusnih poliproteina, Sto rezultira stvaranjem nezrelih, neinfektivnih virusnih
Cestica [30]. Inhibitori proteaze gotovo uvijek se koriste u kombinaciji s najmanje dva druga
antiretrovirusna lijeka. Atazanavir se moze koristiti u kombiniranim lijekovima, ukljucujuéi
druge antiretrovirusne lijekove, a ponekad se uzima s ritonavirom, koji djeluje kao pojacivac i
povecava razinu atazanavira u krvi. Moguc¢e nuspojave atazanavira ukljucuju gastrointestinalne
simptome, glavobolje, osip na kozi, povecanje razine bilirubina u krvi (Sto moze uzrokovati
zuticu), te probleme s funkcijom bubrega. Rijetko, ali ozbiljno, mogu se javiti 1 problemi sa

srcem te hepatotoksicnost [28].

2.2.3.6. Nirmatrelvir

Nirmatrelvir je inovativni lijek namijenjen lijjeCenju COVID-19, zarazne bolesti koju uzrokuje
SARS-CoV-2 virus. Kao dio kombinirane terapije, nirmatrelvir pomaze u smanjenju tezine
bolesti 1 prevenciji potencijalnih komplikacija. Nirmatrelvir u svojoj strukturi sadrzi
piperidinsku grupu koja se ukljucuje u stvaranje stabilne spiralne strukture, $to je vazno za
efikasnu inhibiciju enzima 3CL proteaze, cijanidnu skupinu koja doprinosi afinitetu prema
ciljanom enzimu te karbamatna skupinu koja pomaZe u stabilizaciji molekule i povecava

specifi¢nost za proteazu (Slika 2.10).
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Slika 2.10. Strukturna formula nirmatrelvir antivirotika [16].

Nirmatrelvir je specifi¢an inhibitor proteaze, usmjeren na kljuéni enzim SARS-CoV-2 virusa.
Sli¢no drugim inhibitorima proteaze, kao $to su oni koriSteni u lije€enju HIV-a, nirmatrelvir
blokira enzim 3CL-proteazu. Ovaj enzim je presudan za razgradnju virusnih poliproteina na
njihove funkcionalne komponente, Sto omogucava replikaciju virusa. Blokiranjem 3CL-
proteaze, nirmatrelvir sprjecava formiranje zrelih virusnih Cestica, rezultiraju¢i proizvodnjom
nezrelih i nefunkcionalnih virusa, ¢ime se smanjuje koli¢ina virusa u organizmu i usporava
napredovanje bolesti. Ovaj lijek se koristi u kombinaciji s ritonavirom, koji djeluje kao
pojacivac. Ritonavir inhibira enzim CYP3 A4, ¢ime povecava koncentraciju nirmatrelvira u krvi
1 poboljSava njegovu ucinkovitost. Ova kombinacija posebno je korisna za lijecenje blage do
umjerene COVID-19 infekcije kod osoba s visokim rizikom od razvoja teskog oblika bolesti.
Standardna doza nirmatrelvira u kombinaciji s ritonavirom uzima se oralno u obliku tableta,
dva puta dnevno tijekom pet dana. Klju¢no je pridrzavati se preporuka o doziranju 1 trajanju
terapije kako bi se postigla maksimalna u¢inkovitost lijeka. Kao i svi lijekovi, nirmatrelvir moze
izazvati nuspojave. Moguce nuspojave ukljuc¢uju gastrointestinalne probleme poput mucnine,
proljeva i bolova u stomaku, glavobolje, osip na kozi, te povecanje razine jetrenih enzima. [ako
rijetke, ozbiljne nuspojave mogu ukljucivati teske alergijske reakcije ili interakcije s drugim

lijekovima [31].

2.3. Ekotoksikologija
Ekotoksikologija je znanost koja proucava utjecaj otrovnih tvari na okolis$, spajajuci principe
ekologije i toksikologije. Ona nam pomaZze razumjeti kako razli¢ite oneciS¢ujuce tvari, poput

kemikalija (teSki metali, pesticidi, lijekovi, industrijske kemikalije) i1 fizickih Cestica
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(mikroplastika), utjeCu na zivi svijet, populacije 1 ekosustave. Glavni cilj ekotoksikologije je
procijeniti i smanjiti rizike koje zagadivaci predstavljaju za okolis, promicuéi odrzivost i
ocuvanje prirodne ravnoteze. Ona ispituje akutnu i kroni¢nu toksi¢nost tvari. Akutna toksi¢nost
mjeri neposredne ucinke tvari nakon kratkotrajne izlozenosti, dok kroni¢na toksi¢nost
procjenjuje dugorocne ucinke nakon produzene izlozenosti, ukljuuju¢i razvojne,
reproduktivne ili promjene u ponasanju organizama. Kljucni pojmovi u ekotoksikologiji
ukljuuju bioakumulaciju i biomagnifikaciju. Bioakumulacija se odnosi na nakupljanje
toksi¢nih tvari u organizmu kroz vrijeme, esto kroz hranidbeni lanac. Biomagnifikacija opisuje
povecanje koncentracije toksi¢nih tvari kako se krecu uzlaznim razinama hranidbenog lanca,
Sto znaCi da najveéi grabezljivei mogu imati veée razine toksina u svojim tijelima.
Ekotoksikologija procjenjuje utjecaje na okoli§ analizom razina izloZenosti, toksi¢nosti i
vjerojatnosti Stetnih ucinaka te pracenjem zdravlja ekosustava tijekom vremena kako bi se
identificirale promjene povezane s izlozenoS¢u toksicnim tvarima. Ispitivanje ekotoksi¢nosti se
provodi laboratorijskim 1 terenskim ispitivanjima. Takoder, ekotoksikologija ukljucuje
strategije ublazavanja i sanacije, poput sprjeCavanja ispustanja Stetnih tvari i uklanjanja
zagadivaca s kontaminiranih mjesta, koriste¢i bioremedijaciju (mikroorganizmi) i
fitoremedijaciju (biljke). Ekotoksikologija igra klju¢nu ulogu u zastiti okoliSa, omogucujuci
nam bolje razumijevanje i upravljanje utjecajem zagadivaca te razvoj strategija za ocuvanje

prirodnih resursa 1 zdravlja ekosustava (Slika 2.11) [32].
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-

ispitivanje
laboratorij . . akutne i
i terenska ekotoksikologija | kronicne
istrazivanja toksic¢nosti
\ tvari

\

ublazavanje
i sanacija
ispustenih

Stetnih tvari

Slika 2.11. Podrucje proucavanja ekotoksikologije [32].
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U ekotoksikologiji se kao jedan od parametara ekotoksi¢nosti koristi efektivna vrijednost. ECso,
ili polumaksimalna uc¢inkovita koncentracija, je parametar koji se koristi za mjerenje
koncentracije tvari potrebne za postizanje specificnog uc¢inka u 50% populacije pod definiranim
uvjetima. Ovaj parametar je Siroko primjenjivan u raznim podrucjima, poput farmakologije 1
toksikologije. U farmakologiji, ECso oznaCava koncentraciju lijeka koja izaziva odgovor na
pola puta izmedu osnovne i maksimalne vrijednosti. U toksikologiji, ECso se koristi za procjenu
akutne toksi¢nosti tvari, mjereéi koncentraciju koja uzrokuje unistavanje 50% populacije unutar
odredenog vremena izloZenosti. Vrijednost ECso moze se dobiti laboratorijskim testiranjem ili
predvidjeti pomocu modela kvantitativnog odnosa strukture i aktivnosti (QSAR) temeljenih na
molekularnim deskriptorima. ECso je klju¢an parametar za procjenu snage i toksi¢nosti tvari, te

se koristi za usmjeravanje razvoja lijekova, odabir doze i procjenu rizika za okoli$ [33].

2.4. Testovi ekotoksi¢nosti

Kako bi se bolje razumjelo koliko je odredena tvar Stetna za okoli§ provode se testovi
toksi¢nosti. Testovi toksi¢nosti koriste se za izlaganje bioloskih organizama okoliSnim
medijima poput zraka, vode, sedimenta i tla kako bi se procijenili u€inci oneciS€enja na
prezivljavanje, rast, reprodukciju 1 ponaSanje tih organizama. Ovi testovi pomazu u utvrdivanju
jesu li koncentracije onecis¢ivaca dovoljno visoke da izazovu smrtonosne, subletalne ili
opcenito Stetne ucinke. Testovi toksi¢nosti pridonose procjeni ekoloskog rizika na specificne
naine 1 u razliitim fazama procjene. Ispitivanja toksi¢nosti mogu karakterizirati prirodu
toksicnih ucinaka, bilo akutnih, nesmrtonosnih, kroni¢nih ili drugih. Akutna i kroni¢na
ispitivanja provode se s raznim organizmima kao Sto su ribe, rakovi, alge 1 mikroorganizmi.
Dugotrajniji testovi, koji obuhvacaju razdoblje sazrijevanja i reprodukcije, koriste se za
procjenu kroni¢nih toksi¢nih ucinaka. Za opisivanje kemikalija koriste se tri specifi¢na
svojstva: toksi¢nost u vodi (utjecaj tvari na Zive organizme, na temelju testova toksicnosti za
vodene zivotinje 1 biljke), razgradivost (postojanost tvari u okoliSu, temeljena na molekularnoj
strukturi ili analitickom ispitivanju) te bioakumulacija/biokoncentracija (akumulacija tvari u

Zivim organizmima, koja moze ali ne mora dovesti do toksi¢nih u¢inaka) [34].

2.4.1. Pseudomonas putida

Pseudomonas putida je StapiCasta, gram-negativna, aerobna bakterija koja Cesto nastanjuje
razne vrste tla i vodena staniSta. Moze rasti 1 u anaerobnim uvjetima gdje moze koristiti nitrate
kada kisik nije dostupan kao terminalni akceptor elektrona u metabolizmu. Ove bakterije su

pokretne zahvaljujuéi jednoj ili viSe polarnih flagela te su ravne do blago zakrivljene Stapicaste
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strukture, duljine 1,5-5,0 um i promjera 0,5-1,0 um (Slika 2.12). Pseudomonas putida je
kemoorganotrofna, $to znaci da koristi organske spojeve za energiju i ne zahtijeva specifi¢ne
faktore rasta. Najbolje raste na temperaturama izmedu 25-30°C i pri pH iznad 4,5. Jedan od
znacCajnih sojeva, KT2440, kolonizira korijenje biljaka u simbiotskom odnosu gdje bakterija
uzima hranjive tvari s povrsine korijena, poticuci vlastiti rast, dok zauzvrat potice rast biljaka i
Stiti ih od patogena. Zbog tih korisnih svojstava, istrazivaci koriste Pseudomonas putida u
bioinzenjeringu za razvoj biopesticida i poboljSanje zdravlja biljaka [35, 36]. Ova bakterija ima
raznolik aerobni metabolizam koji moze razgraditi organska otapala poput toluena i pretvoriti
stirensko ulje u biorazgradive plastike nazvane polihidroksialkanoati (PHA) [37]. To pomaze u
razgradnji polistirenske pjene, za koju se prije smatralo da nije biorazgradiva. Ono S§to
Pseudomonas putida Cini jedinstvenom jest Cinjenica da su mnogi njezini geni ukljuceni u
razgradnju aromatskih 1 alifatskih ugljikovodika, opasnih kemikalija nastalih izgaranjem
goriva, ugljena, duhana i1 drugih organskih tvari. Postoji znaCajan interes za sekvenciranje
genoma Pseudomonas putida zbog njezine ucinkovitosti u bioremedijaciji [38]. Ima kruzni
genom s najmanje osamdeset gena iz obitelji oksidoreduktaza, ukljucenih u razgradnju tvari u

okolisu [39].
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Slika 2.12. Prikaz mikrofotografije uzorka bakterije Pseudomonas putida obojenog po Gramu
[40].
Pseudomonas putida je znacajna za okoli§ zbog svog slozenog metabolizma i sposobnosti
kontrole oneciS¢enja [41]. Iako je aerobna bakterija, proizvodi katalazu kako bi se zastitila od
toksicnih nusproizvoda kisika poput superoksida i vodikovog peroksida [42]. Pseudomonas
putida takoder posjeduje vazne lipide koji omogucuju prilagodbu na fizi¢ke 1 kemijske stresove,
mijenjajuci stupanj zasi¢enosti masnih kiselina i stvaraju¢i ciklopropanske masne kiseline. Ove
karakteristike omogucuju joj prezivljavanje u kontaminiranim podru¢jima [43]. Kao
nepatogena bakterija, rijetko uzrokuje bolesti kod ljudi, uglavnom kod imunokompromitiranih
pacijenata, uzrokujuci septikemiju (prisutnost bakterija u krvi), upalu pluca 1 infekcije

urinarnog trakta [44]. Kada je izloZena antibioticima, moze razviti urodene ili steCene
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mehanizme otpornosti [45]. Urodena otpornost je stabilna i prisutna u svim sojevima, dok se
steCena otpornost razvija kroz kromosomske mutacije ili stjecanje mobilne ekstrakromosomske
DNA [46]. Sojevi Pseudomonas putida ne ugrozavaju okolis$ niti biolosku raznolikost, ¢inec¢i ih

sigurnim za primjenu u bioremedijaciji [47].

2.4.2. Chlorella sp.

Chlorella sp. je prva alga koju je izolirao Beijerinck i koja je posluzila kao model za
proucavanje fotosinteze, prvo u radovima Warburga , a kasnije Calvina i Bensona na asimilaciji
uglji¢nog dioksida u biljkama. Takoder, Chlorella sp. je jedna od prvih mikroalgi koja se
razmatrala za masovni uzgoj i prva mikroalga koja je proizvedena komercijalno. U pocetku se
smatrala izvorom hrane bogatim proteinima, no predloZena je i kao izvor biogoriva. Chlorella
sp. je eukariotska mikroalga s visokim fotosintetskim ucinkom. Zahvaljujuéi ucinkovitoj
fotosintezi, Chlorella se reproducira u samo nekoliko sati, zahtijevaju¢i samo suncevu svjetlost,
vodu, ugljikov dioksid i malu koli¢inu hranjivih tvari [48]. Veéina vrsta Chlorella su
slatkovodne, ¢esto prisutne u vodama bogatim hranjivim tvarima, a takoder rastu na tlu. Poznato
je 1 nekoliko morskih vrsta. Rod Chlorella obuhvaca male, sfericne do jajolike, nepomicne,
jednostanicne ili kolonijalne mikroalge s jednim kloroplastom koji sadrzi pirenoid (uloga mu

je koncentracija i fiksacija ugljikovog dioksida za potrebe fotosinteze) (Slika 2.13) [49].

o N e

Slika 2.13. Prikaz mikroalge Chlorella sp. pod povecanjem [50].

Neke vrste Chlorelle mogu proizvesti velike koli¢ine izvanstani¢ne sluzi. Stanice Chlorelle su
autospore koje se razmnozavaju nespolno putem mitoze, najceSce stvaranjem Cetiri stanice kceri
unutar roditeljske stanice [51]. Kada ove stanice kceri sazriju, stijenka roditeljske stanice puca
i nove stanice se oslobadaju. Kompletan slijed genoma Chlorella variabilis otkrio je prisutnost

gena povezanih s mejozom, S$to ukazuje na mogucu prisutnost skrivenog spolnog
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razmnozavanja unutar ovog roda [52]. Zelena mikroalga Chlorella Siroko se prodaje kao zdrava
hrana, dodatak prehrani i nutraceutik (bioaktivna tvar koja povoljno djeluje na zdravlje ljudi)
[53]. Danas se Chlorella proizvodi i prodaje kao dodatak zdravoj prehrani u mnogim zemljama,
ukljucujuéi Kinu, Japan, Europu i Sjedinjene Drzave. Zbog visokog sadrzaja hranjivih tvari 1
pozitivnih u¢inaka na zdravlje, Chlorella se smatra vaznom funkcionalnom namirnicom. Sastoji
se od 55-60% proteina, 1-4% klorofila, 9-18% dijetalnih vlakana te brojnih minerala i vitamina
[54]. Protein Chlorelle sadrzi sve esencijalne aminokiseline potrebne za prehranu heterotrofnih
organizama. Detoksikacija metala i pesticida koju provodi Chlorella povezana je s porfirinskim
prstenovima u klorofilu ili glutationom (antioksidans) induciranim putem proizvodnje vitamina
B12. Chlorella takoder nakuplja velike koli¢ine luteina, koji je povezan s prevencijom i
lije¢enjem makularne degeneracije (degeneracija zute pjege) [55]. Dugo se koristi kao dodatak
prehrani za ljude 1 kao hrana za Zivotinje u akvakulturi. Osim toga, zelena alga pokazuje se
korisnom za ¢iS¢enje okoliSa, poput bioremedijacije industrijskih dimnih plinova 1 otpadnih
voda. Nedavno, zbog porasta obnovljive energije, Chlorella je privukla nevideni interes kao
sirovina za biogoriva i biodizel. Iako sustav ekspresije gena mikroalgi nije toliko razvijen kao
sustavi sisavaca, bakterija, kvasca ili biljaka, pokazuje znacajne prednosti i sve se viSe koristi

za ekspresiju rekombinantnih proteina [56].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Antivirotici

Za ispitivanje ekotoksi¢nosti primjenom razli€itih testnih organizama koristeno je Sest razli¢itih
antivirotika (Slika 3.1). KoriSteni spojevi su ribavirin (RIB), oseltamivir (OSE), sofosbuvir
(SOF), emtricitabin (EMT), nirmatrelvir (NIR) i atazanavir (ATA), kako je prikazano na Slici
3.1 1 Tablici 3.1. Ispitivane koncentracije RIB, EMT, SOF, OSE i NIR antivirotika bile su 0,006
mmol/L, 0,013 mmol/L, 0,025 mmol/L, 0,050 mmol/L, i 0,100 mmol/L, dok su za antivirotik
ATA koncentracije bile 0,00019 mmol/L, 0,00038 mmol/L, 0,00075 mmol/L, 0,00150 mmol/L
10,0030 mmol/L.

d)

Slika 3.1. Prikaz antivirotika koristenih za provedbu testova ekotoksi¢nosti: a) ribavirin, b)

oseltamivir, ¢) sofosbuvir, d) emtricitabin, ) nirmatrelvir te f) atazanavir.
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Tablica 3.1. Popis antivirotika koristenih u ovome radu uz prikaz njihovih fizikalno — kemijskih

svojstava.
Naziv spoja | Kratica CAS MFOI frlfl?lllsaka (g}\r/rlfol) Cistoca Proizvodac
o 99,50 % + Sigma
Ribavirin RIB 36791-04-5 CsH12N4Os 224,20 0,60 % Aldrich
. 99,60 % + Sigma
Oseltamivir | OSE | 196618-13-0 | CisH2sN204 | 312,40 0.30 % Aldrich
Sofosbuvir | SOF | 1190307-88-0 | C22H20FN3OoP | 529,50 | > 99,00 % | Biosynth
e 99,93 % + Sigma
Emtricitabine | EMT 143491-57-0 | CgH10FN3OsS | 247,25 0,22 % Aldrich
Nirmatrelvir | NIR | 2628280-40-8 | CxsHuoFsNsOs | 499,50 | 295.00% | 1€
. 96,20 % + Sigma
Atazanavir ATA 198904-31-3 C3sHs52N6O7 704,90 0,70 % Aldrich

3.1.2. Bakterije
Ekotoksicnost razli¢itih koncentracija antivirotika odredivala se primjenom testnog organizma
bakterije Pseudomonas putida (Slika 3.2). Bakterijska kultura je uzgajana na hranjivome agaru

u termostatu pri 37 °C tijekom 24 h. Navedena kultura pohranjena je u zbirci Zavoda za

industrijsku ekologiju Fakulteta kemijskog inZenjerstva i tehnologije, Sveucilita u Zagrebu.

Slika 3.2. Izrasle kolonije testnog organizma Pseudomonas putida na hranjivom agaru pri

temperaturi 37 °C nakon 24 sata i (b) mikrofotografija trajnog preparata bakterije obojanog

prema Gramu i mikroskopiranog svjetlosnim mikroskopom pod povec¢anjem P = 1000x.

3.1.3. Mikroalga
Ekotoksi¢nost razli¢itih koncentracija antivirotika se takoder odredivala 1 primjenom testnog

organizma mikroalge Chlorella sp. (Slika 3.3). Mikroalga je uzgajana u bazalnome mediju uz
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aeraciju. Navedena kultura pohranjena je u zbirci Zavoda za industrijsku ekologiju Fakulteta

kemijskog inZenjerstva i tehnologije, SveuciliSta u Zagrebu.

Slika 3.3. Mikrofotografija nativnog preparata mikroalge Chlorella sp. uslikana svjetlosnim

mikroskopom pod povecanjem P = 400x.

3.2. Mediji i kemikalije
3.2.1. Hranjivi agar

Za uzgoj bakterije Pseudomonas putida se koristio hranjivi agar. Hranjivi agar se pripremio na
nacin da se u 1000 mL destilirane vode otopi 8 g nutrient broth-a (Biolife Manual, Ingraf, Italija
1991) i 18 g agara (Biolife Manual, Ingraf, Italija 1991) (Slika 3.4). Zatim je bilo potrebno
ostaviti pripremljenu otopinu da bubri 15 minuta, a nakon toga ju zagrijavati iznad plamenika
da tri puta provrije. Nakon hladenja se dobivena smjesa prelila u boc¢ice od 50 mL, koje su se
zatvorile cepom 1 prekrile aluminijskom folijom te stavile na sterilizaciju u autoklav pri 121 °C

i 1 atm tijekom 15 min.

®
7 Biolife
AGAR TECHNICAL

T e e et wadirs

Slika 3.4. Prikaz potrebnih nutrijenata za pripravu hranjivog agara za uzgoj bakterije.
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3.2.2. FizioloSka otopina

Fizioloska otopina se koristila za pripremu decimalnih razrjedenja u svrhu odredivanja ukupnog
broja zivih stanica bakterija (CFU). Pripremila se otapanjem 9 g natrijeva klorida u 1000 mL
deionizirane vode kako bi se dobila 0,9%-na otopina NaCl (Slika 3.5). FizioloSka otopina se

zatim razdijelila u 160 epruveta te je tako sterilizirana vlaznom sterlilizacijom.

Slika 3.5. Natrijev klorid potreban za pripremu fizioloske otopine.

3.2.3. Mineralni medij

Za preduzgoj i provedbu testa ekotoksi¢nosti primjenom bakterije Pseudomonas putida koristio
se mineralni medij. Sastav mineralnoga medija je bio prema ISO metodi (ISO 10 712:1995) uz
manju izmjenu; bez dodatka glukoze [57]. U 1000 mL destilirane vode su se otopile sljedece
soli (Slika 3.6): 0,5 g NaNOs, 0,12 g KoHPO4, 0,06 g KH2PO4, 0,2 g MgSO4x5H20 1 0,5 mg
CsHgFeOs. Takoder je namjesten pH mineralnoga medija pomoc¢u 1 M HCl 1 1 M NaOH, koji
je iznosio pH = 7,18. Nakon §to je namjeSten pH medija, medij je steriliziran vlaznom

sterilizacijom.
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Slika 3.6. Soli potrebne za pripravu mineralnog medija za uzgoj i provedbu testa
ekotoksicnosti primjenom bakterije Pseudomonas putida: a) KH2POa, b) KoHPOs,
¢) MgS0s4 x 7H20, d) Zeljezov citrat i ¢) NaNO3

3.2.4. Bazalni medij

Mikroalga Chlorella sp. je uzgajana u bazalnome mediju Bold Modified Basal Freshwater
Nutrient Solution (Sigma-Aldrich, SAD) (Slika 3.7). U odmjernu tikvicu od 1000 mL je
dodano 20 mL koncentriranog bazalnog medija te je dodana deionizirana voda do oznake.
Takoder je namjesten pH medija na pH = 8,111 pomoc¢u 1 M HCl ili NaOH. Nakon pripreme,

medij je steriliziran u autoklavu.

Slika 3.7. Bocica s koncentriranim bazalnim medijem koriStenoga za uzgoj i provedbu testa

ekotoksi¢nosti primjenom mikroalge Chlorella sp.
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3.3. Mjerni instrumenti i oprema

U ovom istrazivanju koristili su se sljede¢i uredaji:

standardno stakleno laboratorijsko posude, sterilni nastavci za pipete, poluatomatske
pipete, petrijeve zdjelice

homogenizator, LLG Labware LLG-uniTEXER 1, Njemacka, za homogeniziranje
uzoraka prilikom pripreme decimalnih razrjedenja

svjetlosni mikroskop uz kameru, KERN & SOHN GmbH, KERN OBE 132, Njemacka,
za mikroskopiranje nativnih preparata Chlorella sp. i trajnog preparata Pseudomonas
putida obojanog prema Gramu

autoklav za necistu sterilizaciju, INKOLAB, Hrvatska

autoklav za Cistu sterilizaciju, Raypa Steam Sterilizer, AE-B Series

vakuum pumpa za provedbu membranske filtracije, tj. filtriranje otopina antivirotika,
sterilni membranski filter papir (ReliaDiscTM, Ahlstrom-Munksjo, Finska)
ultrazvucna kupelj za otapanje antivirotika

plamenik za sterilnu tehniku rada

precizna vaga, Sartorius BSA 822, Njemacka, za precizno vaganje odvaga antivirotika
tijekom pripreme otopina

analiticka vaga, Solis Semi-Micro and Analytical Balances-SAB 1251, Adam
Equipment, Velika Britanija

rotacijska tresilica, Biosan, PSU-201 Multi—functional Orbital Shaker, Latvija

pH elektroda Sentix 940 spojena na mikroprocesorski pH mjerac, WTW 2FD47F Multi
3430 Multiparameter Meter, Njemacka

spektrofotometar, Hach DR/2400 Portable Spectrophotometer, Velika Britanija

Thoma-ova komora
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Slika 3.8. Prikaz koriStenih instrumenataza pokus: a) homogenizator, b) svjetlosni mikroskop,
c) autoklav za necistu sterilizaciju, d) aparatura za membransku filtraciju, e) plamenik, f)
autoklav za Cistu sterilizaciju, g) analiticka vaga, h) tresilica, 1) pH-metar, j) elektrode za

mjerenje pH 1 koncentracije otopljenog kisika, k) precizna vaga i 1) spektrofotometar.

3.4. Metode rada
3.4.1. Priprema otopina antivirotika
Prvi korak prije postavljanja pokusa obuhvacao je pripremu otopina antivirotika. Odgovarajuce

odvage svakoga antivirotika su odvagane na 5-decimalnoj vagi. Pri vaganju svih antivirotika su
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se ladice prebrisale etanolom, kao i $patulica kojom se izuzimao uzorak. Izvagane mase su se
zatim prebacile u odmjerne tikvice od 50 mL postivajuéi sterilnu tehniku rada te su se otopile
u mineralnom ili bazalnome mediju (ovisno o pokusu) (Slika 3.9). Tako su pripremljene
temeljne otopine RIB, OSE, SOF, EMT i NIR koncentracije 0,1 mmol/L, te 0,003 mmol/L za
ATA. Pripremljene temeljne otopine antivirotika NIR (0,1 mmol/L) i ATA (0,003 mmol/L) su
otopljene u mediju uz pomo¢ ultrazvuka te potom filtrirane kroz sterilni membranski filter papir

veli¢ine pora 0,45 pm.

Slika 3.9. Prikaz pripremljenih otopina antivirotika koncentracije 0,1 mmol/L (NIR) 1 0,003
mmol/L (ATA) u mediju.

Za pripremu radnih otopina se u odmjerne tikvice od 25 mL dodao potrebni volumen temeljne
otopine od 0,1 mmol/L. Radne koncentracije su iznosile 0,05 mmol/L, 0,025 mmol/L, 0,013
mmol/L i 0,006 mmol/L. Navedene koncentracije se odnose na sve antivirotike osim ATA, za
koji su ispitivane koncentracije bile 0,003 mmol/L, 0,0015 mmol/L, 0,00075 mmol/L, 0,00038
mmol/L i 0,00019 mmol/L (Slika 3.10). ATA se ispitivao u navedenim koncentracijama jer je
njegova maksimalna topljivost u vodi 0,003 mmol/L. Nakon pripreme svih otopina antivirotika,
namjeStena im je pH vrijednost na 7,700 (za pokus s bakterijom) i 7,054 (za pokus s

mikroalgom) pomoc¢u 1 M HCI i/ili 1 M NaOH.
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Slika 3.10. Prikaz pripremljenih radnih otopina antivirotika u odmjernim tikvicama od 25 mL.

3.4.2. Uzgoj bakterije

Bakterija Pseudomonas putida je uzgajana na hranjivom agaru pri temperaturi od 37 °C kroz
24 sata u termostatu. 24-satna kultura se koristila za provedbu testa ekotoksi¢nosti. Prije
postavljanja pokusa bakterijska je kultura stavljena na preduzgoj tijekom 5 + 0,1 h u svrhu
prilagodbe na uvjete mineralnoga medija [58]. Spektrofotometrom je odredena opticka gustoca
bakterijske suspenzije gdje se 0,5 mL suspenzije dodalo u 4,5 mL deionizirane vode te je o¢itana
vrijednost opticke gustoée pri valnoj duljini 4 = 436 nm. Pocetna opti¢ka gustoca bakterijske

suspenzije iznosila je OG = 0,2.

3.4.3. Uzgoj mikroalge

Mikroalga se uzgajala dva tjedna u bazalnom mediju uz aeraciju (Slika 3.11). Aeracijom se
postizala homogenizacija suspenzije, sprjecavalo se talozenje mikroalge, ali se 1 osiguravala
koncentracija otopljenoga kisika potrebna mikroalgama. 1z guste suspenzije mikroalgi, izuzeto
je 0,5 mL te se spektrofotometrijski pri valnoj duljini 4 = 670 nm ocitala opti¢ka gustoca. Gusta
suspenzija je razrjedena po potrebi kako bi pocetna opticka gustoca za pokus iznosila OG =

0,02.
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Slika 3.11. Uzgoj testnog organizma mikroalge Chlorella sp. u bazalnome mediju uz areaciju.

3.4.4. Sterilna tehnika rada

Pri radu s mikroorganizmima je bitno svaki korak provoditi u sterilnim uvjetima. Svo posude
koje se koristilo je prethodno bilo dobro oprano i1 prekriveno aluminijskom folijom te
sterilizirano u autoklavu. Najprije je bilo potrebno pripremiti povrSinu na kojoj se radio pokus
tako Sto se upalio plamenik i povrSina dezifincirala dezinfekcijskim sredstvom (izosanom). Pri
koriStenju bilo kojeg od laboratorijskog posuda se nakon skidanja folije uvijek moralo proci
otvorom kroz plamen kako bi se odrZzali sterilni uvjeti, kao 1 nakon koriStenja. Takoder je bilo

bitno da se svo otvoreno posude nalazi u blizini plamenika.

3.4.5. Odredivanje ekotoksi¢nosti antivirotika primjenom bakterije Pseudomonas putida
Test ekotoksi¢nosti primjenom bakterije Pseudomonas putida provodio se prema ISO uputama
ISO 10 712:1995 uz manju modifikaciju [57]. Naime, mineralni medij koriSten za provedbu
pokusa koristio se bez dodatka glukoze. Pokus je postavljen u Erlenmeyerovim tikvicama od
100 mL uz radni volumen od 20 mL. U svaku je tikvicu dodan odgovaraju¢i volumen
bakterijske suspenzije, mineralnog medija i otopine antivirotika. Tako pripremljene tikvice su
stavljene na rotacijsku tresilicu pri sobnoj temperaturi i 150 o/min, kako bi se osiguravala
homogenizacija uzoraka. Pocetni uvjeti u tikvicama su izlistani u Tablici 3.3. Postavljene su 1
slijepe probe, koje nisu sadrzavale otopinu antivirotika. Nakon 16 h provedbe pokusa,
odredivao se ukupni broj zivih stanica bakterija (CFU). Odredivao se pripravom decimalnih

razrjedenja tako da se 1 mL suspenzije otpipetirao u epruvetu s fiziolosSkom otopinom od 9 mL,
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¢ime se dobilo 107! razrjedenje. Zatim se iz te epruvete, koja je dobro homogenizirana, takoder
izuzelo 1 mL i dodalo u sljede¢u epruvetu od 9 mL (1072 razrjedenje). Na tako opisani na¢in su
se pripremila preostala razrjedenja do 10°. Bitno je napomenuti da je prije svakog izuzimanja
bilo potrebno dobro homogenizirati svako razrjedenje. Iz posljednje se epruvete
poluatomatskom pipetom izuzimao 1 mL potrebnog razrjedenja i dodao u Petrijevu zdjelicu te
zalio hranjivim agarom i dobro homogenizirao. Pripremljene Petrijeve zdjelice su se stavile u
termostat 24 sata pri temperaturi od 37 °C. Nakon 24 sata se pratio broj izraslih kolonija na

nacin da se brojalo koliko je kolonija izraslo u svakoj od ispitivanih koncentracija antivirotika.

Tablica 3.2. Pocetni uvjeti provedbe testa ekotoksi¢nosti antivirotika primjenom bakterije

Pseudomonas putida.
OGosr. CFUo / st/mL logCFUo / - pH-vrijednosto / - T/°C
0,27 2,5-107 7,40 7,18 234

Nakon §to su se izrasle kolonije na hranjivome agaru izbrojale, izracunat je ukupni broj zivih

stanica bakterija (CFU) prema formuli (1):

broj izraslih kolonija X faktor razrjedenja
CFU = (1
volumen uzorka

Inhibicija se ratunala s obzirom na CFU vrijednost u svakome uzorku 1 na CFU vrijednost u

slijepoj probi prema formuli (2):

CFU —CFU.
INH = kontrola uzorak x 100% (2)
CFUkontrola

gdje je CFUxontrola ukupan broj zivih stanica u kontrolnim tikvicama, a CFUuzorak predstavlja
ukupan broj Zivih stanica bakterije u tikvicama s otopinom antivirotika.

EC»y0 1 ECs0 vrijednosti su se procjenjivale iz jednadzbe pravca koja je dobivena linearizacijom
eksperimentalnih podataka — inhibicije (INH) i ispitivanih koncentracija antivirotika (c). Dakle,

iz odnosa Iny i In(c), gdje se Iny raCunao prema formuli (3):

INH /% ) G)

lny = ln( 100 — INH /%
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gdje INH predstavlja inhibiciju rasta bakterije za odredenu ispitivanu koncentraciju

antivirotika.

3.4.6. Odredivanje ekotoksi¢nosti antivirotika primjenom mikroalge Chlorella sp.

Test ekotoksi¢nosti primjenom mikroalge Chlorella sp. proveden je prema OECD uputama [59,
60]. Pokus je postavljen u Erlenmeyerovim tikvicama od 100 mL uz radni volumen od 20 mL.
U svaku je tikvicu dodan odgovaraju¢i volumen suspenzije mikroalge, bazalnog medija i
otopine antivirotika (Slika 3.12). Tako pripremljene otopine su stavljene na rotacijsku tresilicu
pri sobnoj temperaturi i 150 o/min u svrhu homogenizacije. Postavljene su i slijepe probe, koje
su sadrzavale sve osim otopine antivirotika. Pocetni uvjeti pri kojima se provodio ovaj pokus

su izlistani u Tablici 3.4.

Slika 3.12. Prikaz postavljenih tikvica za provedbu testa ekotoksi¢nosti antivirotika

primjenom mikroalge Chlorella sp.

Tablica 3.3. Pocetni uvjeti provedbe testa ekotoksi¢nosti antivirotika primjenom mikroalge
Chlorella sp.

OGos:. CFUy / st/mL logCFUy / - pH-vrijednosto / - T/°C
0,025 6,110 5,79 7,62 25,1

Pokus se provodio tijekom 72 sata tijekom kojih se svaka 24 sata odredivao ukupan broj Zivih
stanica mikroalgi (CFU). Za odredivanje CFU, Pasteur pipetom se izuzeo uzorak uz sterilnu
tehniku rada te se CFU odredivao pomoc¢u Thoma-ove komorice (Slika 3.13). Brojanje se vrsilo
na 3 kvadrata te se prebrojalo koliko je stanica unutar svakog od njih. Broj Zivih stanica u 1
mL, N, se racunao prema formuli (4):
_n-m-16-10*
K “
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gdje su: n - reciprocna vrijednost razrjedenja, , m — ukupan broj pobrojenih stanica, 16 - ukupni
broj velikih kvadrata, 10* - korekcija volumena i K - broj velikih kvadrata u kojima je izvrieno
brojanje.

Nakon izvr§enog brojanja zivih stanica se ra¢unala inhibicija prema formuli (2) iz koje su se
dalje racunale ECz 1 ECso vrijednosti iz jednadZzbe pravca na isti nain kao u testu
ekotoksi¢nosti bakterije Pseudomonas putida prema formuli (3).

Prije 1 nakon provedbe testa ekotoksicnosti je mjerena pH vrijednost u postavljenim tikvicama,

koja se nije znacajno mijenjala.

Slika 3.13. Thoma-ova komorica pomocu koje je prac¢en ukupan broj zivih stanica mikroalge

Chlorella sp. tijekom 72 h provedbe testa ekotoksicnosti antivirotika.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Test ekotoksi¢nosti antivirotika primjenom bakterije Pseudomonas putida
Test ekotoksi¢nosti primjenom bakterije Pseudomonas putida se provodio tijekom 16 h nakon
kojih se odredivao ukupan broj zivih stanica bakterija (CFU). U Tablici 4.1 su prikazani

rezultati dobiveni provedbom ovoga testa ekotoksicnosti.

Tablica 4.1. Dobivene inhibicije rasta bakterije Pseudomonas putida nakon 16 h provedbe testa
ekotoksi¢nosti za ispitivane koncentracije antivirotika ribavirin (RIB), sofosbuvir (SOF),

oseltamivir (OSE), emtricitabin (EMT), nirmatrelvir (NIR) i atanazavir (ATA).

antivirotik INH / %
RIB 0,00 10,59 15,88 17,65 23,53
SOF 24,12 27,65 34,12 38,24 61,18
OSE 0,00 0,00 0,00 0,00 30,59
EMT 86,47 97,82 97,94 98,41 98,94
NIR 0,00 0,00 3,55 10,66 13,71
koncentracija | 0,006 mM 0,013 mM 0,025 mM 0,05 mM 0,1 mM
antivirotik INH / %
ATA 12,69 22,84 28,93 30,96 42,13
koncentracija | 0,00019 mM | 0,00038 mM 0,00075 mM 0,0015mM | 0,003 mM

U Tablici 4.1 su prikazani iznosi inhibicije za svaku koncentraciju 6 ispitivanih antivirotika.
Uoceno je povecanje inhibicije rasta bakterije pove¢anjem koncentracija antivirotika. RIB ne
pokazuje veliki stupanj inhibicije, jer pri najviSoj koncentraciji je uo€ena inhibicija rasta od
koncentraciji od 0,1 mM. OSE nije inhbirao rast bakterije niti pri jednoj ispitivanoj
koncentraciji osim pri najvi$oj, za koju je dobiven stupanj inhibicije od 30,59 %. Odnosno
dobivene su negativne inhibicije $to oznacava da nije doslo do ekotoksi¢nosg utjecaja OSE na
rast bakterije. U tome slu¢aju, CFU u uzorku s OSE je bio visi u odnosu na CFU u kontroli $to
od ispitivanih (RIB, SOF, OSE, EMT i NIR) za bakteriju jest EMT, za koji 1 pri najnizoj
koncentraciji je uocena inhibicija od 86,47 %, a pri najvisoj koncentraciji stupanj inhibicije
doseze 98,94 %. Kao najmanje toksiCan antivirotik se pokazao NIR, koji pri dvije najnize

koncentracije, 0,006 mM i 0,013 mM ne inhibira rast bakterije, dok je pri najviSoj koncentraciji

antivirotika jer inhibicija rasta Pseudomonas putida pri koncentraciji od 0,003 mM iznosi 42,13

%. Na Slici 4.1 su prikazane doza odgovor krivulje za svih 6 ispitivanih antivirotika.
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Na temelju izracunatih inhibicija 1 ispitivanih koncentracija antivirotika, procijenjene su EC

vrijednosti, koje su prikazane u Tablici 4.2.

Tablica 4.2. Procijenjene ECyo 1 ECso vrijednosti dobivene provedbom testa ekotoksi¢nosti za

ispitivane antivirotike primjenom bakterije Pseudomonas putida.

antivirotik EC»0/ mmol/L ECso / mmol/L
RIB 0,0623 -
SOF - 0,0565
OSE - -
EMT 1,01-108 4,63-107
NIR 0,1337 -
ATA 0,0004 -

Za neke od antivirotika nije bilo moguce izraunati EC vrijednosti. Na primjeru RIB se moZze
vidjeti da je pri najviSoj koncentraciji antivirotika inhibicija iznosila 23,53 % te se iz toga mogla
procijeniti ECyg vrijednost, ali ne i ECso vrijednost. Prema EC vrijednosti je takoder potvrdeno
da je EMT najekotoksi¢niji jer pri koncentraciji od ¢ = 1,01-10® mmol/L uzrokuje ekotoksi¢ni
efekt na 20 % populacije testnog organizma, dok je za isti efekt potrebna koncentracija NIR
antivirotika od 0,1337 mmol/L (Tablica 4.2). Redoslijed ekotoksi¢nosti (koji je slikovito
prikazan na Slici 4.2.) ispitivanih antivirotika na testnom organizmu bakteriji Pseudomonas
putida je sljededi:
EMT > ATA > SOF > RIB > NIR > OSE
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Slika 4.1. Doza odgovor krivulje dobivene nakon 16 h provedbe testa toksi¢nosti za

antivirotike: a) RIB, b) SOF, ¢) OSE d) EMT, e) NIR, f) ATA primjenom bakterije

Pseudomonas putida.
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Slika 4.2. Zbirni prikaz inhibicija rasta Pseudomonas putida nakon 16 h izlaganja ispitivanim

koncentracijama Sest antivirotika.

Ovakav redoslijed ekotoksi¢nosti ne ¢udi s obzirom da je EMT struktura najjednostavnija od
ostalih antivitorika, najviSe je topljiv u vodi te prema tome ima najveci utjecaj na izlozene
organizme. NIR ima najkompliciraniju strukturu te je prema tome nedostupan te tako i najmanje
ekotoksic¢an za vodene organizme. Niska topljivost NIR antivirotika moze ograniciti izloZzenost
vodenih organizama tim tvarima, ¢ime se smanjuju njihovi toksi¢ni ucinci. Medutim, prema
dostupnoj literaturi, do sada nisu provedena istraZivanja u svrhu ispitivanja ekotoksi¢nosti
antivirotika primjenom bakterije Pseudomonas putida, $to ukazuje na potrebu provedbe

ovakvih istraZivanja.

4.2. Test ekotoksic¢nosti antivirotika primjenom mikroalge Chlorella sp.
Test ekotoksi¢nosti mikroalge Chlorella sp. se provodio 72 h. U svrhu veée preciznosti
rezultata, u obzir su uzete srednje vrijednosti inhibicija za sva tri dana, koje su prikazane u

Tablici 4.3.
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Tablica 4.3. Dobivene inhibicije rasta mikroalge Chlorella sp. nakon 72 h provedbe testa

ekotoksi¢nosti za ispitivane koncentracije antivirotika ribavirin (RIB), sofosbuvir (SOF),

oseltamivir (OSE), emtricitabin (EMT), nirmatrelvir (NIR) i atazanavir (ATA).

antivirotik INHsr / %
RIB 10,56 32,79 36,50 49,43 66,07
SOF 26,89 30,23 42,39 56,47 69,40
OSE 16,54 3423 36,13 48,29 67,49
EMT 27,66 42,39 45,73 55,33 71,20
NIR 13,33 25,74 28,52 41,67 48,15
koncentracija | 0,006 mM 0,013 mM 0,025 mM 0,05 mM 0,1 mM
antivirotik INHsr / %
ATA 21,11 26,30 32,78 39,81 58,52
koncentracija | 0,00019 mM 0,00038 mM | 0,00075mM | 0,0015 mM 0,003 mM

Prema prikazanim rezultatima u Tablici 4.3, mozZe se uociti da RIB, SOF, OSE pokazuju skoro
pa podjednaku ekotoksi¢nost jer su dobivene inhibicije pri njihovim visim koncentracijama vrlo
slicne. RIB je antivirotik koji je pri najnizoj koncentraciji (0,006 mM) od svih antivirotika
Chlorella sp. pokazao se EMT. Inhibicija rasta mikroalge pri koncentraciji EMT od 0,1 mM
iznosila je 71,20 %, dok je pri najnizoj koncentraciji od 0,006 mM iznosila 27,66 %. Antivirotik
koji je najmanje ekotoksi¢an je NIR s inhibicijom od 48,15 % pri najviSoj koncentraciji (0,1
mM), a pri najnizoj koncentraciji od 0,0006 mM inhibicija je bila 13,33 %. ATA je takoder jedan
koncentraciji od 0,0030 mM, a ta koncentracija je dvostruko niZza od najmanje ispitivane
koncentracije svih ostalih antivirotika. Prema dobivenim doza odgovor krivuljama, uo¢eno je
da porastom ispitivanih koncentracija antivirotika, raste i inhibicija rasta mikroalge. Na Slici
4.3 je prikazan graficki odnos srednje vrijednosti inhibicije i koncentracija svakoga antivirotika.
Na slici 4.4 je takoder prikazano koliko svaki od antivirotika i u kojoj koncentraciji inhibira rast
stanica mikroalge Chlorella sp., te se takoder uo€ava porast inhibicija uz povecanje ispitivanih

koncentracija antivirotika.
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Slika 4.3. Doza odgovor krivulje dobivene nakon 72 h provedbe testa toksi¢nosti za

antivirotike: a) RIB, b) SOF, c¢) OSE, d) EMT, e) NIR, f) ATA primjenom mikroalge Chlorella

sp.
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Slika 4.4. Zbirni prikaz inhibicija rasta Chlorella sp. nakon 72 sata izlaganja ispitivanim

koncentracijama Sest antivirotika.

Tablica 4.4. Procijenjene ECyo i ECso vrijednosti dobivene provedbom testa ekotoksi¢nosti za

ispitivane antivirotike primjenom mikroalge Chlorella sp.

antivirotik ECz0 / mmol/L ECso / mmol/L
RIB 0,0100 0,0459
SOF 0,0041 0,0343
OSE 0,0072 0,0443
EMT 0,0029 0,0277
NIR 0,0106 0,0984
ATA 0,0002 0,0023

Na temelju izracunatih inhibicija 1 ispitivanih koncentracija antivirotika, procijenjene su EC

.....

jer pri koncentraciji od 0,0002 mmol/L pokazuje ekotoksi¢ni efekt na 20 % populacije testnog

organizma, a pri koncentraciji od 0,0023 mmol/L na 50 %. NIR se pokazao kao najmanje
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ekotoksic¢an jer pri koncentraciji od 0,0106 mmol/L uzrokuje ekotoksicni efekt na 20 %

populacije, a pri koncentraciji od 0,09835 mmol/L na 50 % populacije.

Slika 4.5. Prikaz rasta mikroagle Chlorella sp. za dva razlicita antivirotika ATA 1 NIR pri

najvisim koncentracijama.

1z Slike 4.5 je vidljivo dau suspenziji u kojoj se ispitivala najvisa koncentracija NIR antivirotika
je doslo do brojne pojave stanica mikroalge (zelene naslage pri dnu tikvice oznacene
strelicama), §to ne ¢udi da je upravo ovaj antivirotik imao najmanji ekotoksi¢an utjecaj na rast
mikroalge. Za tikvicu oznaenu s ATA antivirotikom, za kojeg je ustanovljeno da je
Redoslijed ekotoksi¢nosti ispitivanih antivirotika na testnom organizmu mikrolagi Chlorella
sp. je sljedeci:
ATA > EMT > SOF > OSE > RIB > NIR

Postoje mnoga istrazivanja u kojima su dokazani ekotoksi¢ni efekti antivirotika na odredene
vrste mikroalgi. Istrazivani su ucinci razli¢itih lijekova, ukljucujuéi antivirusnih, na
slatkovodnu mikroalgu Chlamydomonas reinhardtii. Otkriveno je da je izloZenost tim
lijekovima rezultirala inhibicijom rasta i smanjenjem fotosintetske aktivnosti [61, 62]. Takoder
je dokazano da bi antivirusni lijekovi mogli dovesti do smanjene biomase mikroalgi i udjela
klorofila, Sto ukazuje na oslabljenu sposobnost obavljanja fotosinteze kod mikroalgi [63].
Nadalje, visoka ekotoksicnost antivirotika EMT 1 OSE je ve¢ potvrdena za neke vrste mikroalgi,
kao Sto su Desmodesmus subspicatus, Chlorella vulgaris 1 Pseudokirchneriella subcapitata
[64]. Za mnoge antivirotike je ispitivan njihov ekotoksicni efekt na razlicite testne organizme.

Tako je dokazano da RIB uzrokuje oStecenje jetre u riba, ATA se pokazao kao Stetan za zelene
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mikroalge, rakove i dijatomeje, SOF je kancerogen za miSeve, dok je OSE ekotoksi¢an za
mikroalge, bakterije, ribe 1 planktonske ljuskare [65].

U Tablici 4.5 je vidljivo da se za testni organizam Pseudokirchneriella subcapitata kao
literaturi [66], dobivena ECsg vrijednost za antivirotik ATA je iznosila 0,0058 mmol/L. Tijekom
istog vremena izlaganja od 72 h i za isti antivirotik, u ovome radu je dobivena ECso vrijednost
od 0,0023 mmol/L. Dakle, ECso vrijednosti za ATA su u skladu s literaturom. Sto se tice
usporedbe ECso vrijednosti za RIB, dobivena je priblizna vrijednost u ovome radu (ECso =
0,0459 mmol/L) u odnosu na literaturu (ECso = 0,0283 mmol/L). razlika u vrijednosti se moze
objasniti razli¢itim vremenima provedbe testova ekotoksi¢nosti (u ovome radu je bilo 72 h, dok

je prema literaturi [66] bilo 96 h).

Tablica 4.5. Prikaz ECso vrijednosti za testni organizam Pseudokirchneriella subcapitata za

antivirotike ATA 1 RIB [66, 67]

antivirotik ECs0/ mmol/L t/h
ATA 0,0058 72
RIB 0,0283 96

Nadalje, da je NIR ispao najmanje ekotoksi¢an za rast mikroalge i1 bakterije je u skladu s
literaturom. Naime, prema literaturi [68] glavni je cilj bio procijeniti ekotoksi¢nost lijekova u
vodi, koji se nekontrolirano koriste u cijelom svijetu za borbu protiv COVID-19, za mikroalge,
rakove 1 ribe, Navedeno se provodilo primjenom rezultata dobivenih u programima ECOSAR
1 QSAR Toolbox-u. Procijenjene LCso 1 ECso vrijednosti za svaki od ispitivanih antivirotika su

navedene u Tablici 4.6 [68].

Tablica 4.6. Dobivene ECso 1 LCso vrijednosti za pet razli€itih testnih organizama izloZenih
antiviroticima: ribavirin (RIB), sofosbuvir (SOF), oseltamivir (OSE), emtricitabin (EMT) 1
nirmatrelvir (NIR) u ECOSAR i QSAR Toolbox-u [68].

Pseudokirchneriella Daphnia Oncorhynchus | Pimephales Danio
antivirotik subcapitata magna mykiss promelas rerio
(ECso/mol/L) (ECso/mol/L) | (LCso/mol/L) | (LCso/mol/L) | (ECso/mol/L)

RIB 5,37 2,69 4,68 3,45 4,52
SOF 8,65 6,97 5,91 6,46 6,76
OSE 7,16 2,81 5,1 5,77 4,48
EMT 6,18 4,26 4,48 4,16 4,52
NIR 8,02 3,58 4,44 5,96 10,01
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Iz dobivenih vrijednosti se moze utvrditi da se kao najmanje ekotoksican pokazao NIR, §to se
poklapa s rezultatima ovoga istrazivanja. Iz Tablice 4.6 je vidljivo da se kao najosjetiljviji
organizam na ispitivane antivirotike pokazala slatkovodna riba Pimephales promelas.
Mikroalga Pseudokirchneriella subcapitata je organizam koji je pokazao najvecu otpornost na
navedene antivirotike jer su ECso vrijednosti najviSe. Nadalje, (Tablica 4.6) kao najvise
ekotoksican antivirotik se pokazao RIB za sve ispitivane organizme, osim za plankonskog raka
Daphnia magna. Navedeni rezultati ukazuju da ekotoksi¢an utjecaj antivirotika na razlicite
organizme ovisi 0 mnogo ¢imbenika poput vrsti testnog organizma, ispitivanoj koncentraciji
antivirotika, vrsti antivirotika, vremenu izlaganja, ali svakako i o strukturi antivirotika i
njegovim fizikalno — kemijskih svojstvima.

U Tablici 4.7 su izlistana fizikalno — kemijska svojstva ispitivanih antivirotika kako bi se §to

bolje objasnila njihova ekotoksi¢nost na rast Pseudomonas putida i Chlorella sp.

Tablica 4.7. Podaci o fizikalno — kemijskim svojstvima za svaki od ispitivanih antivirotika [69].

antivirotik | topljivost u vodi / mg/mL pKa
EMT 112 2,65
ATA 4-5 3,36
SOF 11 9,3
OSE 82 1,7
RIB 142 11,8
NIR 2 71

EMT i ATA imaju najniZu vrijednost pKa od svih antivirotika, §to znaci da su 1 najjace kiseline,

a Pseudomonas putida je bakterija €iji je optimalni pH za rast 7, kao 1 mikroalga Chlorella sp.

kojoj odgovara neutralno do blago luznato pH podrucje za rast. To takoder objasnjava zasto su

.....

1 samim time teze ukloniti iz vodenog okoliSa. Budu¢i da su ATA i EMT antivirusni lijekovi
koji se koriste za lije¢enje infekcija uzorokovanih HIV virusom, samim time je i ocekivano da
¢e ta dva antivirotika pokazati najvecu ekotoksi¢nost. Toksi¢nost ispitivanih antivirotika se
moze objasniti i njihovom strukturom [41]. ATA ima nekoliko funkcionalnih skupina,
ukljucujuci karbamat, hidroksietil i tercijarne amino skupine, koje utjeu na njegovu reaktivnost
1 interakciju s bioloSkim molekulama. ATA se smatra kiselim zbog prisutnosti sulfonamidne
skupine u njegovoj kemijskoj strukturi, koja moze donirati proton (H") u vodenom okruZenju,
pridonose¢i njegovoj kiseloj prirodi. Ova sulfonamidna skupina ima relativno nisku pKa

vrijednost, $to znaci da ima tendenciju lakog gubitka protona, Sto je karakteristi¢no za kisele
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funkcionalne skupine. Velika i sloZzena struktura moze sprijeciti njegovu razgradnju u okoliSu,
Sto dovodi do njegove postojanosti u okolisu i do produljenih razdoblja izlozenosti neciljanih
organizama. Zbog svojih hidrofobnih dijelova, ATA se moze akumulirati u masnim tkivima
organizama, $to dovodi do povecéanja koncentracije u tkivima tijekom vremena. EMT se smatra
kiselim zbog prisutnosti fluorom supstituirane tiolne skupine u svojoj strukturi. Atom fluora
takoder doprinosi njegovoj kemijskoj stabilnosti zbog ¢ega je manja vjerojatnost da ¢e se
razgraditi u okoliSu. Zbog svoje stabilnosti, EMT moze postojati u vodenom i kopnenom
okolisu, Sto dovodi do produljene izloZzenosti neciljanih organizama. SOF pokazuje znacajnu
stabilnost i1 otpornost na biorazgradnju, $to ga ¢ini postojanom oneciS¢uju¢om tvari u okoliSu.
Buduéi da je SOF dobro topiv u vodi, postoji mala Sansa za bioakumulaciju u vodenim
organizmima. Ekotoksi¢nost SOF u okoliSu moze se pripisati njegovim strukturnim svojstvima,
koja ukljucuju njegovu stabilnost, hidrofobnost i funkciju analoga nukleotida. Ova svojstva mu
omogucuju opstanak u okoliSu, bioakumulaciju u organizmima i poremecaj bitnih bioloskih
procesa. [73, 74]. OSE moze hidrolizirati u vodenim otopinama gdje dolazi do formiranja
oseltamvir karboksilata, njegova aktivnhog metabolita. OSE moze hidrolizirati, ovisno o pH
vrijednosti, gdje pri kiselim i bazi¢nim vrijednostima dolazi do veée razgradnje. Takoder je
moguca oksidativna razgradnja, koja se ubrzava u prisutnosti svjetla i topline te fotoliticka
razgradnja. Aktivni oblik, oseltamivir karboksilat, relativno je hidrofilan, $to znaci da moze
ostati otopljen u vodi 1 biti bioraspoloziviji vodenim organizmima. lako je OSE hidrofilan i
manje je vjerojatno da ¢e se bioakumulirati u masnom tkivu, njegova stalna prisutnost u
vodenim djelima znaci da su mu organizmi kroni¢no izloZeni. [75, 76]. RIB je stabilan pri
neutralnom pH, ali se ubrzano razgraduje u kiselim ili bazi¢nim uvjetima. Razgradnja ribavirina
je ubrzana pri djelovanju UV svjetla i pri poviSenoj temperaturi. [70, 71, 72]. NIR je ispao medu
najmanje ekotoksi¢nim, a to je i oceivano buduci da njegova pKa vrijednost iznosi 7,1, odnosno
to je neutralna molekula koja ne disocira na H' ione koji bi negativno utjecali na organizme
Pseudomonas putida 1 Chlorella sp. kojima pogoduje neutralan pH. NIR, kao i mnogi drugi
farmaceutici se moze razgraditi hidrolizom, oksidacijom ili fotorazgradnjom [77].

Prema navedenome, antivirotici dospijevaju u okoli§ i imaju negativan utjecaj na vodene
organizme. Iz toga je razloga potrebno proucavati na koji se nacin antivirotici mogu ukloniti iz
okoliSa. Naime, u jednom istrazivanju je otkriveno nekoliko antivirusnih lijekova, ukljucujuci
OSE, u povrsinskim 1 otpadnim vodama pomoc¢u LC-MS/MS, pokazuju¢i njihovu postojanost
1 potencijalni utjecaj na okoliS. Ta se metoda pokazala kao najboljom za otkrivanje sadrzaja
farmaceutika u vodi. [78]. Antivirotici se mogu ukloniti iz okoliSa putem niza procesa. Jedan

od postupaka uklanjanja antivirotika iz okolisa je ozonizacija, gdje je ozon snazan oksidans koji
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moze razgraditi mnoge organska oneciS¢avala, ukljucujuci antivirusna, kroz reakcije oksidacije
[79]. Postoji i razgradnja UV zracenjem gdje ultraljubicasto svjetlo u kombinaciji s vodikovim
peroksidom (H:0-) stvara hidroksilne radikale (*OH), koji su vrlo reaktivni i mogu razgraditi
antivirusne spojeve [80]. Fenton i foto-Fenton procesi su procesi koji koriste soli zeljeza
(Fe**/Fe*") 1 H20: za proizvodnju *OH radikala u kiselim uvjetima, a njihova se u¢inkovitost

moze poboljsati UV svjetlom [81].
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenih ispitivanja Sest razli¢itih antivirotika na testnim organizmima bakteriji

Pseudomonas putida 1 mikroalgi Chlorella sp. se moze zakljuciti sljedece:

.....

.....

a najmanje toksi¢an nirmatrelvir (NIR).

v/ Povecanjem koncentracije svakoga od antivirotika dolazi do povecanja inhibicije rasta za
oba testna organizma.

V' Toksi¢nost antivirotika se moze opravdati njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima,
ukljucujuéi topljivoscu u vodi, pKa vrijednostima, a ponajvise njihovoj strukturi. EMT u svojoj
strukturi sadrzi atom fluora koji doprinosi njegovoj kemijskoj stabilnosti te je manje razgradiv
u okoli$u, odnosno postojaniji je u vodenom i kopnenom okolisu. ATA sadrzi u svojoj strukturi
karbamat, hidroksietil 1 tercijarne amino skupine, te je izrazito velika molekula zbog Cega je
otezana njegova razgradnja u okoliSu. Tesko razgradive tvari se mogu akumulirati u tkivima
organizama tijekom vremena, te njihove koncentracije rastu, sto dovodi ekotoksi¢nih uc¢inaka
na mikroorganizme te do viSih razina toksi¢nosti kod grabezljivaca, ukljucujuéi ribe, ptice i
sisavce. Budu¢i da se ove tvari ne razgraduju lako, ostaju u okoliSu dulje vrijeme. Ovo
produljeno izlaganje povecava vjerojatnost negativnih uc¢inaka na vodene ekosustave, buduci
da su organizmi kontinuirano i sve viSe izloZeni otrovnoj tvari. Iz samih pKa vrijednosti je
vidljivo da su za antivirotike ATA 1 EMT najnize, odnosno ti antivirotici pokazaju izrazito kisela
svojstva koja ne pogoduju rastu niti bakterije Pseudomonas putida ni mikroalge Chlorella sp.
Provedeno istrazivanje je istaknulo utjecaj SARS-CoV-2 antivirotika posebice na ova dva
ispitivana testna organizma. Nekontroliranim odlaganjem antivirotika moZe dovesti do
ugrozavanja mnogih vodenih vrsta te je bitno ispitati hoce li 1 u kojoj mjeri utjecati na njihov
rast, razvoj 1 Zivot opCenito. Razgradnja svih farmaceutika, ukljuujuci antivirotika je jedan
izrazito slozen proces koji moze trajati duzi vremenski period te samim time duZe imati
ekotoksican utjecaj na ekosustav. Potrebno je imati na umu da svaka tvar koliko god bila
ljekovita za jedan organizam moZe imati velike posljedice za drugi i da je savjesnost o
pravilnom odlaganju kljucan faktor za opstanak kako mikroorganizama, tako i1 ekosustava u

cjelini.
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7. POPIS SIMBOLA I KRATICA

simbol znacenje jedinica
RIB ribavirin
OSE oseltamivir
SOF sofosbuvir
EMT emtricitabin
ATA atazanavir
NIR nirmatrelvir
CFU ukupan broj zivih stanica st/mL
ACE2 angiotenzin-konvertiraju¢i enzim 2
IFN interferon
DNK deoksiribonukleinska kiselina
RNK ribonukleinska kiselina
mRNK glasnicki RNK
HIV virus humane imunodeficijencije
EC efektivna koncentracija mmol/L
LC letalna koncentracija mmol/L
QSAR kvantitativni modeli odnosa strukture i aktivnosti
PHA polihidroksialkanoati
HCV hepatitis C
SVR trajni viroloski odgovor
DAA izravno djelujudi antivirusni lijekovi
NRTI nukleozidni inhibitori reverzne transkriptaze
Mr relativna molekulska masa g/mol
c molarna koncentracija mol/L
0G opticka gustoca
A valna duljina nm
t temperatura °C
pKa konstanta disocijacije kiseline
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