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CHLORPROMAZYNY OCENIANA W TESCIE SOS
CHROMOTEST | UMU TEST

Celem badaf byta ocena genotoksycznosci chloropromazyny, leku neuroleptycznego z grupy
fenotiazyn, i produktéw jej fotodegradacji. Fotoprodukty chlorpromazyny zostaty otrzymane
w wyniku na$wietlania lampami UV emitujacymi promieniowanie z zakresu UVB i UVC.
Genotoksyczno$¢ oceniono przy uzyciu dwoch krotkoterminowych testow bakteryjnych SOS
Chromotest i UMU test. Testy przeprowadzone w standardowych warunkach bez dostgpu $wiatta nie
wykazaty genotoksycznosci nienaswietlanych roztworow chlorpromazyny. Podobna sytuacja miata
miejsce gdy naswietlano probki oddzielnie, przed wykonaniem testow. Wprowadzona modyfikacja
polegajaca na naswietlaniu chlorpromazyny razem z organizmem testowym w czasie inkubacji,
pozwolita potwierdzi¢ istnienie krotkozyjacych genotoksycznych produktow fotorozktadu,
powstajacych pod wptywem promieniowania z zakresu UVA.

1. WSTEP

W ostatnich latach nastgpil wzrost zainteresowania obecnoscia pozostatosci
srodkow farmaceutycznych w poszczegdlnych elementach srodowiska. Zwiazane jest
to z masowa produkcja preparatéw farmaceutycznych, oddzialywaniem na $rodowisko
zakladow  przemyshu farmaceutycznego, zrzucaniem do srodowiska
przeterminowanych preparatow bez ich utylizacji zaréwno z gospodarstw domowych
(na matg skale) jak i ze $ciekami i odpadami szpitalnymi (na wigksza skal¢) oraz
wydalaniem lekow i ich metabolitow przez ludzi i zwierzgta [1]. Po dostaniu si¢ do
srodowiska, leki ulegaja procesom eliminacji, ktore mozna podzieli¢c na procesy
biotyczne i abiotyczne, z ktorych to te ostatnie odgrywaja kluczowa rolg [1]. Jednym
z wazniejszych przeksztalcen abiotycznych jest fotodegradacja spowodowana
promieniowaniem stonecznym.
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Podobny rozktad substancji leczniczej moze zachodzi¢ réwniez w organizmie
pacjenta, gdyz swiatto stoneczne penetruje przez skore na odpowiednia gtebokos¢, aby
dosiggna¢ lek krazacy w naczyniach krwionosnych lub jeszcze wcze$niej, w postaci
leku jesli jego przechowywanie i opakowanie sg nieodpowiednie.

Reakcje inicjowane promieniowaniem s3 bardzo zlozone, jednocze$nie moze
zachodzi¢ wiele konkurencyjnych przemian. W zalezno$ci od warunkow powstaje
szereg réznorodnych produktéw. Moga tworzy¢ sie krotkozyjace bardzo reaktywne
potprodukty, ktore majg zdolnos¢ do reakcji z substratami biologicznymi. Produkty
fotodegradacji mogg wywotywac wiele szkodliwych skutkéw zdrowotnych, sposrod
ktorych najwazniejsze s mutacje DNA w komorkach, a co za tym idzie mozliwy
rozwdj nowotworow. Ksenobiotyki moga powodowaé rozwdj nowotworu na dwa
sposoby: bezposrednio oddzialujac z DNA, sg to pierwotne substancje rakotworcze
lub jako substancje prorakotworcze, ktore swoje wlasciwosci uzyskuja po aktywacji
metabolicznej.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie genotoksycznych wlasciwosci
chloropromazyny oraz fotoproduktow powstatych pod wptywem promieniowania UV,
przy uzyciu kréotkoterminowych testow bakteryjnych SOS Chromotest i UMU test.
Wg Gocke [2] po napromieniowaniu chloropromazyny powstaja reaktywne,
niestabilne czastki: kationorodnik pod wplywem promieniowania o krétszej dtugosci
fali (270nm) oraz produkt odchlorowania rodnik promazylowy przy zastosowaniu
UVA (320-400nm). Rodnik promazylowy moze ulec przeksztalceniu w czasteczke
promazyny, polimeryzacji (gtéwnie di- i trymeryzacja) oraz, co najwazniejsze,
przytaczeniu do czasteczek guanozyno-5’-monofosforanu (GMP). W konsekwencji
jest w stanie taczy¢ si¢ kowalencyjnie z kwasem dooksyrybonukleinowym.
Dowiedzione jest iz fotoprodukty zdolne do dziatania uszkadzajacego DNA sg
nietrwate [2]. Dlatego tez, aby mozliwe byto zastosowanie testow UMU test i SOS
Chromotest do oceny tego dziatania potrzebna byta modyfikacja metodyki testow
umozliwiajaca naswietlanie chloropromazyny jednocze$nie z organizmem testowym.
Fotodegradacja leku zachodzita bezposrednio w obecnosci bakterii, co pozwalato na
ich natychmiastowy kontakt z produktami rozpadu.

Zbadany zostat rowniez wpltyw kwasoéw humusowych oraz azotanu (V) potasu,
naturalnych sktadnikow ekosystemow wodnych, jako substancji potencjalnie
modyfikujacych wlasciwosci toksyczne i genotoksyczne chlorpromazyny.
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2. MATERIALY Il METODY

2.1. KROTKOTERMINOWE TESTY BAKTERYJNE

Do oceny genotoksycznosci chloropromazyny oraz produktow jej fotodegradacji
zastosowano dwa krdtkoterminowe testy bakteryjne: SOS Chromotest oraz UMU test.
Obydwa testy wykorzystuja zdolnos¢ zwigzku dziatajacego genotoksycznie do
wywolania u bakterii szeregu funkcji znanych pod nazwa systemu naprawy SOS. SOS
Chromotest wykorzystuje genetycznie zmodyfikowany szczep Escherichia coli PQ37
[4], a test UMU test, ktory jest standardem ISO do badania wody i $ciekdéw [3], szczep
Salmonella typhimurium TA 1535. Indukcja systemu SOS u organizméw testowych,
objawia si¢ na zewnatrz wzmozong aktywnosciag enzymu [-galaktozydazy, ktorej
poziom jest oznaczany jako odpowiedz testowa. Oznaczenia zostaly wykonane w
obecnos$ci postmitochondrialnej frakcji S9 homogenatu watroby myszy, indukowanej
Aroclorem 1254 (mieszanina polichlorowanych bifenyli), jak i bez dodatku frakcji S9.
Oba testy przeprowadzono w warunkach standardowych [3,4] bez dostgpu Swiatta, dla
roztworé6w chlorpromazyny nienaswietlanych oraz na$wietlanych oddzielnie
promieniowaniem UV przed wykonaniem oznaczenia. Modyfikacja metody polegata
na naswietlaniu ptytki testowej w czasie inkubacji bakterii z badanym zwigzkiem.
Pozwolito to na ocen¢ wilasciwosci genotoksycznych ewentualnych nietrwalych
produktéw rozpadu chlorpromazyny.

2.2. ANALIZA DANYCH

Aktywno$¢ genotoksyczna w tescie SOS Chromotest jest wyrazana
wspotczynnikiem indukcji IF= R/Rq gdzie R oznacza specyficzng aktywno$¢ [-
galaktozydazy w prdbie badanej, a Ry w probie $lepej. Analogicznie w tescie UMU
test wylicza si¢ wspotczynnik indukcji IR. Badana prébka uznawana jest za
genotoksyne jesli wspotczynnik indukcji jest wyzszy od 1,5 oraz aktywnos¢ -
galaktozydazy jest istotnie wyzsza w poroéwnaniu z proba kontrolna.

2.3. ROZTWORY BADANE | NASWIETLANIE PROBEK

W doswiadczeniu bez naswietlania przebadano chloropromazyne (firmy SIGMA)
w zakresie stgzen 30 - 0,006 mg/l w tescie UMU test oraz 10—1,25 mg/l w tescie SOS
Chromotest. W wersji z naswietlaniem oznaczany zakres stezen to 10-1,25 mg/I
w obydwu testach.
Zbadany zostal wptyw kwasow humusowych, ktérych stezenie na ptytce wynosito
50 mg/l. Jest to maksymalna ilo§¢ kwaséw humusowych spotykana w $rodowisku.
Zbadano takze wplyw azotanu (V) potasu. Stezenie KNOjz; na plytce wynosito
100 mg/l.
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Proby na$wietlano wykorzystujac promieniowanie UV ze wszystkich zakresow
tj.. UVA, UVB i UVC.

3. WYNIKI

3.1. WERSJA STANDARDOWA BEZ DOSTEPU SWIATLA

W testach przeprowadzanych w standardowych warunkach bez dostepu $wiatta,
W wersji zarowno z aktywacja metaboliczng jak i bez niej, roztwor chlorpromazyny
W zadnym stgzeniu nie wykazal wlasciwosci genotoksycznych. Dodatek kwasow
humusowych i1 azotanu potasu nie wptynal w zaden sposob na wynik testow.

3.2. DOSWIADCZENIE Z NASWIETLANIEM

Seria dos§wiadczen polegajaca na naswietlaniu roztworéw chloropromazyny przez
60 minut, oddzielnie przed dodaniem na ptytke, promieniowaniem UV o dlugosci fali
254nm 1 302nm, nie wykazata genotoksycznosci leku i produktow jego fotorozktadu
dla zadnego z badanych stgzen. Aby oceni¢ czy pod wplywem promieniowania UV
powstaja nietrwate produkty zdolne uszkadza¢ material genetyczny zaproponowano
modyfikacje standardowej wersji testow. Na plytke dodawano roztwor
chloropromazyny przechowywany w ciemnosci, po czym naswietlano jg wraz
z organizmem testowym w czasie trwania inkubacji. W tej wersji testu stezenia
chloropromazyny wyzsze od 10 mg/l byly juz zbyt toksyczne dla bakterii.
Spowodowane to bylo sumowaniem si¢ szkodliwego dziatania samego Ileku
i promieniowania UV. Uzyto promieniowania z zakresu UVA (360nm) i UVB
(302nm). Promieniowanie z zakresu UVC (254nm) byto zbyt toksyczne dla bakterii
i prawie catkowicie hamowato ich wzrost.

3.2.1. NASWIETLANIE PROMIENIOWANIEM 360NM

Po naswietlaniu lampg 360nm genotoksyczne wlasciwosci wykazano dla
roztworow chloropromazyny o pierwotnych stezeniach: 2,5; 5 oraz 10 mg/l w tescie
UMU test zar6wno w oznaczeniach bez aktywacji jak i z niag. Wraz ze wzrostem
stezenia warto§¢ wspolczynnika indukcji takze rosta, przekraczajac progowa wartos¢
1,5 przy wyzej wspomnianych stezeniach. Kwasy humusowe wptywaly ochronnie na
organizm testowy. Pod ich wptywem bowiem wspoétczynnik indukcji (IR) zmniejszat
si¢, co bylo szczegdlnie widoczne przy stezeniu 5 mg/l (bez aktywacji). Dodatek
azotanu potasu nie wykazywal znaczacego wplywu na genotoksycznosé
chloropromazyny po jej naswietlaniu.
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Rys. 1. Zaleznos¢ wspotczynnik indukceji IR od stezenia czystej CPZ oraz CPZ z dodatkiem kwasow
humusowych i azotanu (V) potasu. UMU test bez aktywacji, naswietlanie 360nm

7,00
650 ocrz
6.00 CPZ +KW. HUMUSOWE
550 B CPZ + KNO3
5,00
4,50
4,00
x 350
3,00
2,50
2,00
1,50 W/ o
1’00 . % - % ‘Z:
0,50 -
0 1,25 25 5 10
stezenie CPZ

Rys. 2. Zalezno$¢ wspotezynnik indukeji IR od st¢zenia czystej CPZ oraz CPZ z dodatkiem kwasow
humusowych i azotanu (V) potasu. UMU test z aktywacja, naswietlanie 360nm

W tescie SOS Chromotest po naswietlaniu lampg emitujaca promieniowanie UV
360nm genotoksyczno$¢ wykazaly roztwory gdzie pierwotne stezenie chlorpromazyny
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wynosito 5 i 10mg/l w oznaczeniu bez aktywacji metabolicznej. Dodatek kwasow
humusowych nie wpltynat istotnie na otrzymane wyniki, podobnie jak dodatek
roztworu azotanu potasu. W tescie przeprowadzanym z dodatkiem frakcji S9
wlasciwosci genotoksyczne wykazano tylko dla roztworu o najwyzszym badanym
stezeniu tj. 10mg/1.
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Rys. 3. Zalezno$¢ wspotczynnik indukcji IF od stezenia czystej CPZ oraz CPZ z dodatkiem kwasow
humusowych i azotanu (V) potasu. SOS Chromotest bez aktywacji, naswietlanie 360nm
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Rys. 4. Zalezno$¢ wspotczynnik indukcji IF od stezenia czystej CPZ oraz CPZ z dodatkiem kwasow
humusowych i azotanu (V) potasu. SOS Chromotest a aktywacja, naswietlanie 360nm
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3.2.2. NASWIETLANIE PROMIENIOWANIEM 312NM

Po przeprowadzeniu obu testow z aktywacjg metaboliczng jak i bez niej, oraz
W obecnosci kwaséw humusowych i azotanu (V) potasu, nie stwierdzono dla zadnego
stezenia dziatania genotoksycznego chlorpromazyny i produktéw fotodegradacji.
Wspodlezynnik indukcji w zadnym przypadku nie osiggnat wartosci powyzej 1,5, co
mogloby wskazywa¢ na ewentualne wlasciwoséci uszkadzajace DNA. Wysokie
warto$ci aktywno$ci B-galaktozydazy, ktore uzyskano w te$cie nie byly efektem
dziatania CPZ, tylko uzytego promieniowania nadfioletowego, ktore przy tej dlugosci
fali (A=312 nm) posiada wlasciwosci uszkadzajace DNA. Dowodem na to byla
aktywno$¢ B-galaktozydazy w prébie negatywnej — Ur,=6,82-6,95, podczas gdy
W tescie przeprowadzanym w standardowych warunkach warto$¢ ta byla zawsze
mniejsza niz 1.

4. WNIOSKI

Chlorpromazyna badana w warunkach standardowych, bez dostgpu $wiatla, nie
wykazuje dziatania genotoksycznego, tak samo jak roztwory leku naswietlane osobno
przed inkubacja z organizmem testowym. Pod wplywem promieniowania UVA
0 dtugosci fali 360nm chlorpromazyna rozktada si¢ z wytworzeniem krotkozyjacych
produktéw o wilasciwosciach genotoksycznych. Zostato to potwierdzone przy uzyciu
krétkoterminowych testdw bakteryjnych SOS Chromotest oraz UMU test. Metodyka
testow zostata zmodyfikowana tak, aby naswietlanie chlorpromazyny miato miejsce
razem z organizmem testowym na plytce, co umozliwito zbadanie wlasciwosci mato
trwatych produktow rozpadu poprzez ich bezposredni kontakt z bakteriami. Pod
wpltywem promieniowania UVB o dhlugosci fali 312nm powstaja produkty nie
wykazujace dziatania genotoksycznego w zastosowanych testach.
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INFLUENCE OF UV IRRADIATION ON GENOTOXICITY OF CHLORPROMAZINE,
EVALUATED IN SOS CHROMOTEST AND UMU TEST

The goal of the investigation was to evaluate the influence of UV irradiation on genotoxic properties
of chlorpromazine, psychotropic agent of phenothiazine group. Genotoxicity was assessed with two short-
term bacterial tests SOS Chromotest and UMU test. Chlorpromazine preirridated with UV didn’t appear
to be gonotoxic under standard tests’ condition. When performed in modified version where the
compound and bacteria were irridated together during the incubation, tests indicated genotoxic properties
of chlorpromazine photoproducts obtained with UVA (360nm).
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