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We wspotczesnym §wiecie wzrasta spozycie coraz wigkszej liczby lekow, zwlasz-
cza dostepnych bez recepty, wsrod ktorych duza grupe stanowia niesteroidowe leki
przeciwzapalne, jak: ibuprofen, kwas acetylosalicylowy, naproksen, czy diklofenak,
bedace sktadnikami wielu srodkow przeciwbolowych. Roczne spozycie ibuprofenu
w 2000 r. w Niemczech wynosito 300 ton, w Anglii 120 ton, w Polsce 58 ton (1).
Niesteroidowe leki przeciwzapalne w organizmach zywych nie ulegaja degradaciji,
a jedynie niewielkim transformacjom. Ponadto, niezuzyte leki trafiaja czgsto wprost
do $ciekow lub na wysypiska $mieci. Jak wskazuja wyniki badan, oczyszczalnie
w wielu przypadkach nie sa w stanie usuna¢ catego tadunku lekdéw znajdujacych si¢
w Sciekach. W ten sposéb czes¢ farmaceutykow trafia do wod powierzchniowych,
a niejednokrotnie nawet do zrodet wody pitnej, skad ponownie moga dostawac si¢
do organizméw zywych, w ktorych ulegaja akumulacji (2).

W ostatnich latach podjgto badania nad biotransformacja lekéw przez bakterie
i grzyby. Maja one na celu wyizolowanie gatunkéw zdolnych do efektywnego usu-
wania farmaceutykow ze Sciekow.

W pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat zagrozen, jakie niesie ze
soba obecno$¢ w srodowisku niesteroidowych lekow przeciwzapalnych. Dokonano
przegladu aktualnych wynikéw badan nad efektywnoscia biodegradacji niesteroido-
wych lekéw przeciwzapalnych, jak réwniez opisano znane szlaki biotransformacji
tych zwiazkoéw przez mikroorganizmy.

ZAGROZENIA ZWIAZANE Z OBECNOSCIA’ NIESTEROIDOWYCH
LEKOW PRZECIWZAPALNYCH W SRODOWISKU

Przy czegstym stosowaniu lekow, duzym problemem staje si¢ zanieczyszczenie
nimi, co jest zwiazane z przedostawaniem sig ich do srodowiska w wyniku wyda-
lania przez organizmy zywe w formie niezmienionej lub zmienionej nieznacznie,
w zaleznosci od ich wlasciwos$ci, wraz z moczem lub katem. Trafiaja one do ka-
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nalizacji i stamtad do oczyszczalni $ciekow. Szczegolnie duzy tadunek tego typu
zanieczyszczen niosg ze soba $cieki pochodzace ze szpitali (1, 3, 4).

W oczyszczalni leki i ich metabolity moga ulec biodegradacji do CO, i H,O, bio-
transformacji lub pozosta¢ w postaci niezmienionej. Zwiazki polarne i dobrze roz-
puszczalne w wodzie pozostaja w §ciekach oczyszczonych i wraz z nimi dostaja si¢
do wod powierzchniowych. Niesteroidowe leki przeciwzapalne lub ich metabolity
stabo rozpuszczalne w wodzie moga zosta¢ zatrzymane w szlamie $ciekowym. Uzy-
cie takiego szlamu do rekultywacji terenow lub w rolnictwie jako nawozu, grozi
przenikni¢ciem zwigzkoéw chemicznych w nim zawartych do gleby i wod grunto-
wych (1, 5). W tab. I zamieszczono dane dotyczace stezenia niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych w wodach powierzchniowych i w wodzie pitne;.

Drugim Zroédtem niesteroidowych lekow przeciwzapalnych w $rodowisku sa zle
utylizowane, przeterminowane lub niezuzyte farmaceutyki. Z raportu sporzadzonego
w Stanach Zjednoczonych w 1996 r. wynika, ze 54% o0séb wyrzuca leki do $mieci,
a 35,4% do toalety (6). Takie leki w czystej postaci trafiaja do oczyszczalni Sciekow
lub na wysypisko $mieci, skad moga dosta¢ si¢ do gleby i wod gruntowych.

Tabela |. Wystepowanie wybranych niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych w srodowisku wodnym (2, 10, 29,
30)

Table I. Presence of some non-steroidal anti-inflammatory drug in water environment (2, 10, 29, 30)

Lek Wystgpowanie Stezenie (ug/dmd) Panstwo
wody powierzchniowe 0,3-0,5 Polska
wody powierzchniowe 0,001-0,033 Francja
Diklofenak
wody powierzchniowe 0,15 Niemcy
woda pitna <0,0025 Francja
Kwas salicylowy wody powierzchniowe 0,007-0,2 Wiochy
wody powierzchniowe 0,05-0,1 Polska
wody powierzchniowe <0,0045 Francja
Ibuprofen
woda pitna <0,0006 Francja
woda pitna 0,003 Niemcy
Naproksen wody powierzchniowe 0,07 Niemcy
wody powierzchniowe >0,326 Korea
Kwas mefenamowy
wody powierzchniowe 0,086 Wielka Brytania

Niesteroidowe leki przeciwzapalne sg substancjami chemicznymi, biologicznie
aktywnymi, modyfikujacymi procesy biochemiczne zachodzace w organizmach
ludzkich i zwierzgcych. Negatywne dziatanie poglgbia sig szczeg6lnie podczas diu-
giej, czgsto wielopokoleniowej ekspozycji na te substancje (1).

W przeprowadzonych badaniach nad toksyczno$cia diklofenaku wykazano, ze
EC50 dla 96 godz. ekspozycji Dunaliella tertiolecta (sktadnik fitoplanktonu) na ten
zwiazek wynosito 185,69 mg/dm® (7), natomiast dla zielonej algi Desmondesmus
subspicatus narazonej na 72 godz. kontakt 72 mg/dm’ (8). Dotychczas nie stwier-
dzono w §rodowisku stezenia diklofenaku rzedu kilkudziesigciu czy kilkuset miligra-
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mow, stad wicksze znaczenie majg dane dotyczace dlugoterminowej ekspozycji na
leki przy stezeniach rzedu pg/dm’. W badaniach prowadzonych przez Schwaiger’a
1 wspolpr. (2) sprawdzono wptyw diklofenaku na pstraga tgczowego (Oncorhynchus
mykiss). Osobniki w wieku 1,8 roku hodowano przez 28 dni w akwariach z pigcio-
ma réznymi stezeniami leku: 1, 5, 20, 100 i 500 ug diklofenaku/dm’ wody. Po tym
czasie przeprowadzono badania probek tkanek pochodzacych z watroby, zotadka,
jelita, $ledziony, skrzeli i nerek pod katem zmian histopatologicznych i obliczono
wspolezynnik biokoncentracji (BCF) diklofenaku dla watroby, skrzeli, nerek i migs$-
ni tych ryb. Badania wykazaty brak zmian w tkankach watroby, jelita, zotadka i §le-
dziony, w przeciwienstwie do proébek pochodzacych z nerek i skrzeli, gdzie zmiany
zaobserwowano u osobnikéw hodowanych juz przy stezeniu diklofenaku 5 pg/dm’
i wyzszym. W nerkach stwierdzono zwyrodnienie kropelkowo-szkliste, nagroma-
dzenie materiatu biatlkowego w §wietle kanalikow oraz wakuolizacjg i martwice po-
jedynczych komoérek nablonkowych kanalikow nerkowych. Zwigkszyla sig tez ilo$¢
tkanki $roédmiazszowej nerek. W skrzelach zaobserwowano zmiany zwyrodnienio-
we 1 nekrotyczne w obrgbie komorek podporowych i dylatacje Scian naczyn wtoso-
watych. Zmiany te, w znacznym stopniu pogarszaja ogolny stan zdrowia i obnizaja
wydolnosé¢ organizmu. Wspotczynnik biokoncentracji u ryb hodowanych w st¢zeniu
500 pg/dm’ wynosit 12, 5, 3 1 0,3 odpowiednio dla watroby, nerek, skrzeli i migs-
ni, a dla stezenia 1pg/dm’ 2732 dla watroby, 971 dla nerek, 763 dla skrzeli i 69
dla migsni. Wysoki wspotczynnik biokoncentracji dla skrzeli i nerek koresponduje
z obecnoscia zmian histopatologicznych, jednak najwyzszy wspétczynnik wyste-
puje w watrobie, gdzie nie zaobserwowano zadnych zmian. Wedtug Schwaiger’a
i wspolpr (2) wynika to z faktu, iz w watrobie zachodzi metabolizm diklofenaku.
Przeprowadzone badania wskazuja jednoznacznie na wysokie ryzyko wystapienia
zmian patologicznych w wyniku dlugotrwalego kontaktu organizmu z farmaceuty-
kami (2, 9, 10).

BIOTRANSFORMACJA NIESTEROIDOWYCH LEKOW
PRZECIWZAPALNYCH

Odpowiedzia na problem zanieczyszczenia srodowiska lekami i1 ich metabolitami
jest wzrastajace zainteresowanie procesami biologicznej ich degradacji i transfor-
macji, pozyskiwaniem mikroorganizméw i enzymow zaangazowanych w przemia-
ny niesteroidowych zwiazkéw przeciwzapalnych oraz opisaniem intermediatow
szlakow metabolicznych tych zwiazkow.

Pomimo wielu badan nad biodegradacja lekow w $rodowisku, nadal niewiele
wiadomo na temat drog ich catkowitej degradacji, co czg¢§ciowo spowodowane jest
trudno$ciami w pozyskiwaniu mikroorganizméw zdolnych do ich pelnego meta-
bolizowania. W nielicznych doniesieniach opisane sa jedynie procesy biotransfor-
macji niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych, prowadzace czgsto do powstania
intermediatéw o duzej trwato$ci w Srodowisku (1,2, 11). Quintana 1 wspdtpr. (11)
w badaniach nad przemianami niesteroidowych lekdéw przeciwzapalnych wykazali,
ze diklofenak (kwas 2-{2-[(2,6-dichlorofenylo)amino]fenylo}octowy), jeden z naj-
silniej dziatajacych przeciwbolowo niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych, po
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dostaniu si¢ do srodowiska cechuje si¢ w nim duza trwatoécia i toksycznoscia (2,
11). Zaobserwowano m.in. niska wydajno$¢ oczyszczania $cickoOw zawierajacych
diklofenak w oczyszczalniach $ciekow, gdzie czgsto obserwowany jest na wyplywie
(11). Ponadto, efektywno$¢ usuwania diklofenaku metoda osadu czynnego w du-
zej mierze zalezy od poczatkowego stezenia. Przy stezeniu leku w $ciekach wyno-
szacym lug/dm’ efektywno$é oczyszczania wynosi 71%, natomiast przy stezeniu
trzykrotnie wigkszym efektywno$¢ spada do 17% (1). Osorio-Lozada i wspolpr.
(12) zaobserwowali, ze sposrod badanych pigtnastu szczepdéw bakterii i grzybow,
jedynie 2 szczepy bakterii 1 4 szczepy grzybow biotransformowaly diklofenak. Naj-
wyzsza efektywnos$cia sposrod wszystkich badanych mikroorganizméw, odznaczat
si¢ szczep Actinoplanes sp., ktory biotransformowat 100% diklofenaku w ciagu 5
godz. Grzyby z gatunkéw Cunninghamella elegans, Beauveria bassiana i Cunning-
hamella echinulata przeksztatcaly 100% tego leku w czasie 120 godz. Osorio-Loza-
da i wspolpr. (12) obserwowali podczas biotransformacji diklofenaku przez szczep
Actinoplanes sp. pojawianie si¢ takich metabolitow jak, 4’-hydroksydiklofenak,
5-hydroksydiklofenak oraz 4’,5-dihydroksydiklofenak. Metabolity te zidentyfiko-
wano réwniez podczas biotransformacji leku w organizmie ludzkim w pierwszej
fazie metabolizmu, co pozwala przypuszczac, ze u Actinoplanes sp. w szlaku prze-
mian diklofenaku bierze udziat ten sam system enzymatyczny, oparty na monooksy-
genazach wspotdziatajacych z cytochromem P450 (12) (ryc. 1A).

Grzyby biatej zgnilizny drewna Phanerochaete chrysosporium wykorzystuja jako
system detoksyfikacji zwiazkow ksenobiotycznych aparat enzymatyczny zaangazo-
wany w rozktad lignin: peroksydazy i lakazy (13). W warunkach napowietrzania,
w hodowli z glukoza, grzyby te transformowaty od 65 do 99% diklofenaku w ciagu
doby, przy czym efektywnos$¢ procesu zalezata od zawartosci tlenu i czasu inkubacji
szczepu w obecnosci diklofenaku (13). W trakcie inkubacji zaobserwowano niska
aktywnos¢ peroksydazy manganozaleznej, co Rodrate-Morales 1 wspotpr. (13) thu-
macza w dwojaki sposob. Autorzy ci sugeruja, ze by¢ moze tylko niewielka ilo$¢
enzymow lignolitycznych zaangazowana jest w transformacj¢ diklofenaku, badz
metabolizowanie tego zwiazku zachodzi z udziatem innego szlaku metaboliczne-
go, prawdopodobnie zwigzanym z monooksygenaza typu cytochrom P450 (13).
Przypuszczenia te potwierdzaja badania Hata i wspotpr. (14), ktérzy prowadzili
hodowle Phanerochaete sordida w obecnosci dikofenaku o stezeniu 0,1 mol/dm’.
Po wprowadzeniu do hodowli inhibitora cytochromu P450 — 1-aminobenzotriazo-
lu, stwierdzili oni 40% spadek szybkosci biotransformacji diklofenaku. Prawdopo-
dobnie cytochrom ten bierze udziat w hydroksylacji diklofenaku. Jednak autorzy
ci potwierdzaja rowniez udzial w biotransformacji tego leku manganozaleznej pe-
roksydazy i lakazy, co sugeruje mozliwos¢ wspotistnienia dwoch mozliwych drog
metabolizowania tego zwiazku (14).

Podobnie moze przebiegaé¢ biotransformacja ibuprofenu (kwas 2-[4-(2-metylo-
propylo)fenylo]propanowy), najszerzej stosowanego niesteroidowego leku prze-
ciwzapalnego réwnoczes$nie najbardziej rozpowszechnionego w srodowisku far-
maceutyku tej grupy. W skrajnych przypadkach zanieczyszczenie tym zwiazkiem
dochodzi do 28 pg/dm’ (15). Zaobserwowano kometaboliczny rozklad 5 mg/dm’
ibuprofenu przez osad czynny oczyszczalni Sciekéw, do ktoérej trafialty wezesniej
scieki zawierajace ibuprofen.
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Jako intermediaty posrednie zidentyfikowano izomery hydroksyibuprofenu. Spa-
dek stezenia tych metabolitow w 15-tym dniu hodowli wskazuje na dalsza minera-
lizacje ibuprofenu (11).

Transformacj¢ ibuprofenu przez Trametes versicolor, Irpexlacteus, Ganoderma
lucidumi Phanerochaete chrysosporium wykazali Marco-Urrea 1 wspolpr. (16).
Efektywno$¢ transformacji zalezata od stosowanego podloza. W trakcie hodowli
grzybow na podtozach ubogich w azot, podczas ktorej nastgpuje intensywna syn-
teza enzymow lignolitycznych, obserwowano wzrost szybko$ci biotransformacji.
Sugerowalo to udziat zewnatrzkomérkowych enzymoéw lignolitycznych w biotrans-
formacji ibuprofenu. Jednak badania aktywnosci lakazy i peroksydazy manganoza-
leznej w obecnosci ibuprofenu wykluczyty ich udziat w metabolizmie tego zwiazku.
Brak wptywu inhibitoréw cytochromu P450, takich jak 1-aminobenzotriazolu, czy
piperonylobutoksydu, na transformacj¢ ibuprofenu wskazywat na zaangazowanie
innych szlakow metabolicznych w rozktad tego leku (16). Marco-Urrea i wspotpr.
(16) sugeruja udziat reaktywnych form tlenu w metabolizmie ibuprofenu. Podczas
zewnatrzkomérkowej redukcji Fe’™ z udziatem dehydrogenazy celobiozy lub hy-
drochinonu dochodzi do generacji rodnikéw hydroksylowych. Prawdopodobnie
rodniki te odpowiadaja za transformacjg ibuprofenu do 1,2-dihydroksyibuprofenu
przez grzyb T versicolor. W pierwszym etapie tego procesu dochodzi do hydroksy-
lacji ibuprofenu, w wyniku czego powstaja dwa izomery: 1-hydroksyibuprofen i 2-
-hydroksyibuprofen (ryc. 1B). Wykazano, ze powstate intermediaty odznaczaja si¢
wyzsza toksyczno$cig niz zwiazek macierzysty (16, 17).

Inng transformacje¢ mieszaniny racemicznej enancjomeréw S(+) i R(-) opisano
u szczepu Nocardia sp. NRRL 5646, wykazujacego zdolno$¢ rozktadu lignin. Po
24 godz. inkubacji szczepu w obecnosci gibuprofenu obserwowano pojawianie si¢
ibuprofenolu i octanu ibuprofenolu (ryc. 1B) (18, 19). Z badan nad stereochemia po-
wstatych intermediatow wynika, ze biotransformacji ulegat przede wszystkim izo-
mer R(-), co wskazuje na udziat w tym procesie R(-)-selektywnej reduktazy kwasow
karboksylowych (18, 19).

Pochodna kwasu fenylopropionowego jest rowniez ketoprofen (kwas 2-(3-benzo-
ilofenylo)propanowy). Quintana 1 wspotpr. (11) stwierdzili transformacje¢ tego
zwiazku do dwoéch metabolitéw kwasu 3-(hydroksy-karboksymetylo)hydratropo-
wego oraz kwasu 3-(keto-karboksymetylo)hydratropowego. Obecnos$¢ tych meta-
bolitow wskazuje, ze ketoprofen moze by¢ rozktadany wspolnym szlakiem dla bife-
nyli, eterdw bifenyli i zwiazkow pokrewnych. Proponowany szlak przedstawiono na
ryc. 1C. Zdolnoéé do catkowitej biotransformacji 10 mg/dm’ ketoprofenu wykazuje
réwniez Trametes versicolor. Prawdopodobnie zwiazek ten dostaje si¢ do komorki
na drodze transportu aktywnego, a nastgpnie przeksztatcany jest przez system enzy-
matyczny zwiazany z cytochromem P450.

Glownym zidentyfikowanym metabolitem byt kwas 2-([3-hydroksy{fenylo}-
metylo]fenylo)propanowy, w niewielkich ilosciach obserwowano réwniez kwas
2-[3-(4-hydroksybenzoylo)fenylo]propanowy oraz kwas 2-(3-benzoylo-4-hydroksy-
fenylo)propanowy (ryc. 1C) (20).

Naproksen (kwas 2-(6-metoksynaft-2-ylo)-propanowy) nalezy do grupy lekéw
bedacych pochodnymi kwasu propionowego. Wykazano jego biotransformacije
w uktadach kometabolicznych do O-desmetylonaproksenu i siarczanu 6-O-des-
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metylonaproksenu. Do organizmoéw zaangazowanych w rozklad tego leku naleza
grzyby z rodzaju Cunninghamella (Cunninghamella blakeslesna, Cunninghamella
echinulata, Cunninghamella elegant), wykorzystujace uktad enzymatyczny zwiaza-
ny z cytochromem P450, analogiczny do systemu detoksykacji obecnego u ssakow
(11, 21) (ryc. 1D).

PODSUMOWANIE

Z przedstawionego przegladu dostepnych danych literaturowych wynika, iz
wigkszos¢ niesteroidowych lekow przeciwzapalnych nie ulega w §rodowisku cat-
kowitej degradacji, a jedynie biotransformacji. Zaangazowane w nia sa dwa giowne
uktady enzymatyczne: enzymy lignolityczne oraz analogiczny do ssaczego system
cytochromu P450. Wydaje si¢, ze w celu podwyzszenia wydajnosci oczyszczania
sciekow z tych trudno degradowanych zwiazkow, w dalszych perspektywach uza-
sadnione bgdzie zastosowanie systemow zintegrowanych: biologicznego i chemicz-
nego oczyszczania (w tym zaawansowanego utlenienia z wykorzystaniem uktadow
rodnikowych).

U. Guzik, K. Hupert-Kocurek, A. Mazur, D. Wojcieszynska

BIOTRANSFORMATION OF NON-STEROIDAL ANTI-INFLAMMATORY DRUGS
IN ENVIRONMENT
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