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Uticaj diltiazema i
nifedipina na
embriogenezu, srèani rad
i aktivnost SOD kod
zebrica (Danio rerio)

Prisustvo farmaceutskih proizvoda je konstato-
vano u površinskim vodama širom sveta. Za-
gaðenje ovom vrstom otpada predstavlja poten-
cijalni rizik za vodene ekosisteme, pri èemu
promene koje æe nastati uveliko zavise od kon-
centracije samog polutanta. U ovom radu je
ispitivan uticaj blokatora kalcijumovih kanala,
diltiazema i nifedipina, na embriogenezu i sr-
èani rad embriona zebrica (Danio rerio), kao i
njihov uticaj na ukupnu koncentraciju proteina i
aktivnost enzima superoksid dismutaze (SOD).
Embrioni zebrica bili su izlo�eni razlièitim do-
zama lekova (1, 0.75, 0.5, 0.25 μg/L) u triplikatu
i posmatrani pod invertnim mikroskopom nakon
24 i 48 sati. Odreðivanje ukupne koncentracije
proteina vršeno je pomoæu Bradfordove metode,
dok je aktivnost SOD odreðena spektrofotomet-
rijski, merenjem autooskidacije adrenalina. Ana-
liza srèanog ritma vršena je pomoæu posebno
dizajniranog programa. Rezultati pokazuju da
nifedipin i diltiazem u razmatranim koncentra-
cijama ne utièu na embriogenezu, a utièu na po-
veæanje ukupne koncentracije proteina. Takoðe,
iz rezultata se zakljuèuje da nifedipin i diltiazem
smanjuju broj otkucaja srca kod tretiranih em-
briona u odnosu na kontrolnu grupu. Osim toga,
lek nifedipin utièe na poveæanje aktivnosti SOD.

Uvod

Kontaminacija vode je problem svetskih
razmera koji se odnosi kako na vodu za piæe,
vodu za navodnjavanje useva tako i na reènu
vodu, jezera i mora. Prema zvaniènim ocenama

voda je, uprkos njenom znaèaju, najslabije èuvan
i odr�avan resurs u celom svetu (Chutter 1998), a
usled razlièitih ljudskih aktivnosti ujedno je i
najugro�eniji osnovni prirodni resurs.

U novije vreme kao polutant vode se poja-
vljuju i lekovi (Jorgensen i Halling-Sorensen
2000). Razlog za prisustvo lekova u biološki
relevantnim koncentracijama u vodotokovima je
njihova prekomerna upotreba, neadekvatno
odlaganje i izostanak preèišæavanja otpadnih
voda (Mansour et al. 2016; Kot-Wasik et al.
2007). S obzirom na to, sve su intenzivnija istra-
�ivanja posveæena utvrðivanju efekata lekova na
neciljne vrste koje su im izlo�ene u �ivotnoj sre-
dini.

Blokatori kalcijumovih kanala su grupa le-
kova èije prisustvo je zabele�eno u površinskim i
otpadnim vodama (Kolpin et al. 2002). Meðutim,
njihov uticaj na �ivotnu sredinu nije poznat. Ova
grupa lekova se koristi u leèenju povišenog krv-
nog pritiska. Mehanizam njihovog dejstva
podrazumeva blokiranje kalcijumovih volta�no-
-zavisnih kanala pri èemu se spreèava kretanje
Ca2+ u i iz æelije. Najpoznatiji antagonisti kalciju-
movih kanala su:

1) Diltiazem i analozi
2) Verapamil i analozi
3) Nifedipin i analozi
Kolpin i saradnici (Kolpin et al. 2002) su

pokazali da se u površinskim vodama diltiazem
nalazi u koncentraciji od 0.049 μg/L i metabolit
nifedipina (dehidronifedipin) u koncetraciji od
0.03 μg/L. Usled poveæanja koncentracije ove
grupe lekova u površinskim vodama, potrebno je
ispitati uticaj visokih koncentracija na �ivi svet u
vodama.
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Za ispitivanje toksiènosti na �ivi svet u vo-
dama se sve èešæe koristi Danio rerio test (DarT
test) (Braunbeck i Lammer 2005, 2006). Prema
Evropskom zakonodavnom telu, DarT test se
smatra najpouzdanijim akutnim toksikološkim
testom koji se vrši na ribama u vremenskom in-
tervalu od 96 h. DarT test je standardizovan
2007. godine od strane Internacionalne Orga-
nizacije za Standardizaciju na meðunarodnom
nivou i podrazumeva ispitivanje razlièitih su-
pstanci na embrionima zebrica. Zebrice pred-
stavljaju dobar model sistem u nauci jer se
razviæe embriona odvija van tela �enke i potpuna
transparentnost horiona koji okru�uje jaje omo-
guæava pre svega veoma detaljno i lako pos-
matranje embriogeneze kod zebrica (Busquet et
al. 2008).

Cilj ovog rada jeste ispitvanje dejstva blo-
katora kalcijumovih kanala, nifedipina i dilti-
azema na embriogenezu, srèani ritam, aktivnost
superoksid dismutaze (SOD), kao i ukupnu
koncentraciju proteina embriona zebra ribica u
cilju poveæana ukupne ekspresije proteina.

Materijal i metode

Embrioni su standardno uzgajani u ribljem
medijumu koji se pravi pomoæu štokova Hen-
sovih rastvora (Westerfield 2000). Serijska
razbla�enja lekova rastvorenih u 100% dimetil
sulfoksidu (DMSO) pravljena su u ribljem medi-
jumu (pH 7.2) i finalne koncentracije diltiazema
(Cortiazem retard®, Hemofarm A. D.) i nife-
dipina (Nifelat®, Zdravlje A.D.) su bile: 1, 0.75,
0.5 i 0.25 μg/L ribljeg medijuma.

Embrioni. Odrasle jedinke zebra ribica
(Danio rerio) èuvane su u staklenom akvarijumu
na temperaturi 26 ± 1°C, pri svetlonsnom re�imu
12 h svetlo – 12 h mrak. Ribice su hranjene tri
puta dnevno hranom sa visokim sadr�ajem pro-
teina. Na kraju dana, muške i �enske jedinke su
odvojene u razlièite mrestilice. U jednoj mresti-
lici odnos mu�jaka i �enki je bio 1:2, a u drugoj
2:1. Na dno mrestilice je postavljena plastièna
mre�ica u cilju spreèavanja odraslih jedinki da
pojedu embrione. Sat vremena nakon paljenja
svetla došlo je do fertilizacije. Potom su odrasle
ribice prebaèene u akvarijum, plastiène mre�ice
uklonjene, a embrioni pokupljeni pomoæu paste-
rove pipete. Embrioni su prebaèeni u mikrotit-
racione ploèe koje su prethodno napunjene sa
500 μL ribljeg medijuma. Embrioni su èuvani u

inkubatoru na temperaturi od 28.5°C sa dnev-
no-noænim re�imom, pri èemu su 14 sati bili
izlo�eni svetlosti, a 10 sati mraku.

Danio rerio bioesej (DarT test). U ovom
radu korišæen je standardni DarT test (ISO 15088
2007). Prema Evropskim standardima iz 2013.
godine, najmanje 24 sata pre poèetka testa, pra-
zne bunariæe je potrebno tretirati koncetracijama
rastvora lekova (EC 2014). Zbog toga su prazni
bunariæi tretirani koncetracijama lekova od 1,
0.75, 0.5 i 0.25 μg po litru ribljeg medijuma. U
svaki bunariæ je dodato 500 μL rastvora leka.
Prvo je izvršen pregled embriona pod lupom.
Zdravi embrioni kod kojih nije uoèen poèetak
koagulacije, niti bilo kakva druga malformacija,
korišæeni su za dalji rad. Rastvori lekova u buna-
riæima su obnovljeni. Tokom istra�ivanja koriš-
æen je nifedipin u èetiri koncentracije (1, 0.75,
0.5 i 0.25 μg/L), a diltiazem tri koncentracije (1,
0.75, 0.5 μg/L). Kao negativna kontrola korišæen
je èist riblji medijum sa dodatkom fosfatnog
pufera, a kao kontrola rastvaraèa korišæen je
DMSO u koncentraciji dostignutoj tokom rastva-
ranja lekova sa èistim ribljim medijumom. Test
se ponovio u triplikatu, i u svakom bunariæu se
nalazio po jedan embrion. Nakon tretiranja em-
briona, mikrotitracione ploèe su stavljene u
inkubator na 28.5°C. Nakon tretmana od 24 i 48
sata vršena su snimanja na invertnom mikrosko-
pu koja su trajala po 1 minut, i ti snimci su dalje
obraðivani u cilju ispitivanja promena u embrio-
genezi i srèanog ritma. Toksikološke letalne
taèke ukljuèuju koagulaciju kod oploðenih jaja,
odsustvo otkucaja srca, odsustvo formacije so-
mita i odsustvo odvajanja repa od �umanèane
kese. Akutna toksiènost se odreðuje na osnovu
pojave bilo koje od ove èetiri letalne taèke. Po-
sebno za ovaj rad, dizajniran je program Heart
Beat Calculator koji obraðuje podatke dobijenih
pomoæu programa ImageJ, koji vrši analizu sni-
maka srèanog rada.

Homogenizacija embriona. Embrioni su
pokupljeni pomoæu pasterove pipete i prebaèeni
u vajle. U svakoj vajli su se nalazili: po tri embri-
ona sa istom koncentracijom leka, 100 μL pufera
za lizu, i po dve cirkonijumske kuglice. Vajla je
prvo centrifugirana na 12000 g tokom 20 minuta.
Zatim su vajle stavljene na vorteks tokom pola
minuta i ponovo centrifugirane na 12000 g to-
kom 20 minuta. Dobijeni homogenat se koristio
za dalja ispitivanja.



Ispitivanje aktivnosti SOD. Enzimski esej i
izraèunavanja su uraðena u skladu sa literaturom
(Vukiæeviæ 2016; Misra i Fridovich 1972). Za
odreðivanje aktivnosti SOD je korišæen karbo-
natni pufer: 0.05 mmol/L pH 10.2, kome je dodat
1 mmol/L EDTA, 15 mmol/L HCl i osnovni
rastvor adrenalina: 10 mmol/L, rastvoren u
15 mmol/L HCl. Za slepu probu u kivetu je
dodato 700 μL karbonatnog pufera pH 10.2 i
50 μL 10mmol/L adrenalina u HCl-u. U kivetu je
dodato 10 μL uzorka homogenate emrbiona,
690 μL karbonatnog pufera i 50 μL osnovnog
rastvora adrenalina, zatim inkubirana u mraku
tokom 3 minuta na 25°C (vreme preinkubacije).
Potom su na spektofotometru oèitavane ap-
sorbance na svakih 9 sekundi, tokom 3 minuta na
talasnoj du�ini 450 nm. Aktivnost SOD se iz-
ra�ava kao procenat inhibicije autooksidacije
adrenalina.

Izraèunavanje aktivnosti SOD. Relativna
aktivnost SOD je ona koja dovodi do inhibicije
50 % autooksidacije adrenalina u definisanim
uslovima. Poèetna koncentracija adrenalina
iznosila je 10 mmol/L a potom su pravljena raz-
bla�enja dok nije postignuta relativna promena
apsorbance (� Amin) od 0.025. Ova vrednost je
izabarana jer je utvrðeno da SOD tada posti�e
najveæu inhibiciju autooksidacije adrenalina. U
uslovima u kojima je izvedena reakcija, odgova-
rajuæa koncentracija adrenalina je iznosila
3 mmol/L u kontrolnoj grupi. Kod uzorka sa
homogenatom koji je tretiran nifedipinom u

najmanjoj koncentraciji od 0.25 μg/L, postupak
je ponovljen. Prilikom izraèunavanja aktivnosti
SOD u obe grupe, uzeta je apsorbanca uzorka u
kome je koncentracija adrenalina 3 mmol/L.
Jedinièna aktivnost koja bi dovela do 50% sma-
njenja apsorbancije u takvom uzorku je 0.0125.
Aktivnost SOD u relativnim jedinicama se izra-
èunava preko sledeæe proporcije:

0.0125 : 1 U = (0.025 – �Amin ) : X

pri èemu X oznaèava aktivnost SOD u uzorku,

� Amin je relativna promena apsorbance po mi-

nutu u odnosu na slepu probu, 1U je definisana

jedinièna aktivnost.

Ukupna koncentracija proteina. Za odreði-
vanje ukupne koncentracije proteina korišæena je
metoda po Bradfordu (1976). Apsorbanca je
oèitavana na talasnoj du�ini 595 nm na spektro-
fotometru.

Rezultati

Embriogeneza. Nakon 48 sati od poèetka
tretmana, koji predstavlja najosetljiviji period
tokom embriogeneze kod zebrica modela, rast i
razviæe embriona nisu bili pod uticajem nijedne
od primenjenih koncentracija nifedipina ili
diltiazema i stopa pre�ivljavanja embriona je bila
100%.

Srèani ritam. Izuzev najmanje koncentracije
diltiazema koja iznosi 0.25 μg/L i najveæe kon-
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Slika 1. Proseèni broj otkucaja

srca kod embriona zebrica nakon

24 i 48 sati od poèetka tretiranja

diltiazemom

Figure 1. Average heart rate of

zebrafish embryos after 24 and

48 hours after initiation of

diltiazem treatment
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centracije nifedipina koja iznosi 1 μg/L, dilti-
azem i nifedipin nakon 24 i 48 h od poèetka
tretmana, dovode do smanjenja broja otkucaja
srca embriona zebrica u odnosu na kontrolnu
grupu. Rezultati su prikazani na slici 1 za dilti-
azem i slici 2 za nifedipin.

Aktivnost SOD. Rezultati pokazuju da je
došlo do neznatnog poveæanja aktivnosti SOD
nakon tretiranja embriona. U kontroli, procenat
inhibicije autooksidacije adrenalina je bio 40 %.
Pri tretmanu najmanjom testiranom koncentra-
cijom procenat inhibicije je 41.6 %. Relativna
promena apsorbanci u toku vremena je prikazana
na slici 3.

Ukupna koncentracija proteina. Brad-
fordovim esejom nije pokazano da tretmani
diltiazemom i nifedipinom u testiranim koncen-
tracijama ispoljavaju jasan trend poveæanja
ukupne koncentracije proteina u odnosu na
kontrolnu grupu. U kontrolnoj grupi ukupna
koncentracija proteina iznosila je 1.57 mg/mL,
dok vrednosti koncentracije pri ostalim tret-
manima nisu imale monoton rast sa poveæanjem
koncentracije lekova. Ukupne koncentracije
proteina u tretiranim embrionima prikazane su na
slici 4.

Slika 2. Proseèni broj otkucaja

srca kod embriona zebrica nakon

24 i 48 sati od poèetka tretiranja

nifedipinom

Figure 2. Average heart rate of

zebrafish embryos after 24 and

48 hours after initiation of

nifedipine treatment

Slika 3. Aktivnost superoksid

dismutaze (SOD) kod embriona

zebrica pre i nakon tretiranja

nifedipinom u definisanim

vremenima

Figure 3. Superoxide dismutase

(SOD) activity in zebrafish

embryos before and after

nifedipine treatment at defined

times



Diskusija

David i Pancharatna (2009) su pokazale da
paracetamol negativno utièe na normalan razvoj,
rast i ponašanje embriona zebrica. Rezultati na-
šeg rada pokazuju da tokom perioda izlaganja
koncentracijama nifedipina i diltiazema ne dola-
zi do deformacija u ranom periodu razviæa zebri-
ca. Iako ranije studije (ibid.) ukazuju na to da
lekovi, u zavisnosti od njihove strukture, delo-
vanja i koncentracije, mogu imati razlièite efekte
na �ivi svet u vodama, potrebno je još studija sa
grupom lekova korišæenih u našoj studiji, kako
bismo potvrdili naše rezultate.

Bartoskova i saradnici (2013) su dokazali da
kod zebrica, pri koncentracijama ibuprofena od
0.0001, 0.005, 1, 8 i 25 mg/L tokom 28 dana,
dolazi do znaèajnog poveæanja aktivnosti enzima
glutation peroksidaze (GPx) i glutatiton S-trans-
feraze (GST). Naši rezultati, kojima je pokazano
da nifedipin, pri koncentraciji od 0.25 μg/L do-
vodi do neznatnog poveæanja aktivnosti enzima
SOD u odnosu na kontrolnu grupu, u saglasnosti
su sa ovim radom. Ovo ukazuje da nifedipin do-
vodi do poveæanog oksidativnog stresa što uslov-
ljava poveæanu aktivnost SOD, èime nifedipin
pokazuje nisku toksiènost.

Hallare i saradnici (2004) su takoðe pokazali
da diklofenak pri koncentracijama od 0, 1, 20,
100, 500, 1000 i 2000 μg/L nakon 96 h ne utièe
na poveæanje ili smanjenje otkucaja srca. U istom

radu, Hallare je pokazao da rastvaraèi DMSO pri
visokim koncentracijama utièu na smanjenje
broja otkucaja srca. Mi smo pokazali da nifedipin
i dilatiazem izazivaju smanjenje broja otkucaja
srca u odnosu na kontrolnu grupu. Ovo se mo�e
objasniti pomoæu mehanizma dejstva diltiazema
i nifedipina i èinjenicom da se koriste kao lekovi
u terapiji povišenog krvnog pritiska. Iako pove-
æanje koncentracije ukupnih proteina nije bila
statistièki znaèajna nakon tretmana u odnosu na
kontrolu, ona mo�e biti direktan odraz poveæane
ekspresije proteina. Ovaj rezultat, zajedno sa
sni�enim brojem otkucaja srca, pru�a potporu
èinjenici da nifedipin i dilatiazem imaju nisku
toksiènost tokom ranog razvoja zebrica.

Zakljuèak

Rezultati antioksidativnog testa pokazuju da
kod embriona zebrica dolazi do neznatnog pove-
æanja aktivnosti superoksid dismutaze i usled
toga poveæanog oksidativnog stresa zbog namo-
gomilavanja Ca2+ jona unutar æelije. Takoðe,
poveæana koncentracija Ca2+ jona utièe na pove-
æanje ukupne koncentracije proteina i smanjenje
broja otkucaja srca kod embriona tretiranih nife-
pidinom i diltiazemom u odnosu na kontrolu.

Smernice ka daljim istra�ivanjima ukljuèuju i
utvrðivanje proteina koji dovode do poveæanja
ukupne koncentracije proteina, utvrðivanje dej-
stva i mehanizma delovanja drugih grupa lekova
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Slika 4. Ukupne koncentracije

proteina kod embriona zebrica

nakon izlaganja razlièitim

koncentracija nifedipina i

diltiazema

Figure 4. Total protein

concentrations in zebrafish

embryos after exposure to

different concentrations of

nifedipine and diltiazem
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na �ivi svet u vodama kao i do razvoja novih teh-
nika za preèišæavanje otpadnih voda.

Zahvalnost. Zahvaljujem se Darku Puflo-
viæu, asistentu na Elektronskom fakultetu u Nišu,
na dizajniranju programa Heart Beat Calculator
koji je omoguæio analizu srèanog ritma kod zeb-
rica.
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Aleksandar Jokiæ

The effect of Diltiazem and
Nifedipine on the Embryogenesis,
Cardiac Function and Antioxidant
Enzymes of Zebrafish (Danio rerio)

The presence of pharmaceuticals has been re-
ported to be present in surface waters all around
the world. Contamination with this type of waste
raises a potential fatal risk to aquatic ecosystems,
with consequent changes that will largely depend
on the concentration of the pollutant itself. The
effect of calcium channel blockers, diltiazem,
and nifedipine on the embryogenesis and cardiac
function of zebrafish embryos (Danio rerio), as
well as their effect on total protein concentration
and superoxide dismutase (SOD) enzyme activ-

ity, was shown in this paper. Zebrafish embryos
were exposed to different doses of drugs (1, 0.75,
0.5 and 0.25 μg/L) in triplicate and observed un-
der an inverted microscope after 24 and 48 hours
in order to follow morphogenesis. Determination
of total protein concentration was performed us-
ing the Bradford method, while SOD activity
was determined spectrophotometrically by mea-
suring the adrenaline auto-oxidation. Heart rate
analysis was performed using a specially de-
signed Heart Rate Calculator and ImageJ video
processing software. The results showed that
nifedipine and diltiazem do not affect embryo-
genesis in the mentioned concentrations, but do
increase the total protein concentration. Also, the
results show that nifedipine and diltiazem reduce
the heart rate in the treated embryos relative to
the control group. Besides, nifedipine has the ef-
fect of increasing SOD activity.

ZBORNIK RADOVA 2018 BIOMEDICINA • 359




