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PREDGOVOR

Monografija “ABIOTICKI STRES I REDOKS HOMEOSTAZA CELIJE"
je nastala kao rezultat dugogodiSnjeg rada autora na ispitivanja uticaja
abiotickog stresa na humane/animalne i biljne ¢elije. U monografiji je dat
naglasak na procese koji dovode do nastanaka oksidativnog stresa kao
posljedice izloZenosti celija razlicitim vrstama abiotickog stresa, i vaznost
odrzavanja redoks homeostaze. Toksikologiji je posvetena posebna paznja,
sa akcentom na toksi¢nost pesticida i teskih metala i njihovu povezanost sa

stvaranjem slobodnih radikalskih vrsta, kao i na¢inom njihovog uklanjanja.

Monografija sadrZzi cetiri poglavlja: Reaktivne vrste kiseonika i
antioksidativni metabolizam, Uticaj toksi¢nih supstanci na animalne
(humane) i biljne ¢elije, Uticaj pesticida na celije i organizme, Uticaj metala
na celije i organizme. U prvom poglavlju ¢itaoci su upoznati sa reaktivnim
vrstama kiseonika, mjestima njihovog nastanka, njihovom uticaju na ¢elije,
kao i komponentama antioksidativnog metabolizma. Drugo poglavlje
bavi se definisanjem toksi¢nog uticaja ksenobiotika na ¢elije. U trecem i
cetvrtom poglavlju dat je osvrt na uticaj pesticida i teskih metala na Zive
organizme kao i njihov odgovor. Rukopis je namijenjen kolegama koji se
bave razli¢itim oblastima istrazivanja: biohemije, biologije, hemije i srodnih
nauka, studentima i svim zaljubljenicima u prirodne nauke.

Autori se posebno zahvaljuju recezentima: dr Aleksandri Nikoli¢-Kokié,
nau¢nom savetniku Instituta za bioloska istrazivanja ,SiniSa Stankovi¢*
Univerziteta u Beogradu, dr Adisi Parié¢, redovhom profesoru Prirodno-
matematickog fakulteta Univerziteta u Sarajevu i dr Mirjani Zabié,
redovnom profesoru Poljoprivrednog fakultetu u Banjoj Luci, na pazljivom
¢itanju i izuzetno korisnim sugestijama koje su znacajno doprinijele
kvalitetu ove monogtafije.

U Banjoj Luci, 2023. god.
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SKRACENICE

ABTS - 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)
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ACHhE - acetilholin esteraza

ADP - adenozin difosfat

Agent Orange - smjesa 2,4-dihlorofenoksisiréetna kiselina (2,4-D),
2,4,5-trihlorofenoksisircetna kiselina (2,4,5-T), pihloram i kakodilna kiselina

ALAD - dehidrogenaza delta levulinske kiseline
ALT - alaninaminotransferaza
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AOS - antioksidativni sistem zastite

APX - askorbat peroksidaza
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EDC - endokrini remetelji (disruptori) (engl. Endocrine Disruptor
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EPR spektroskopija - spektroskopija elektronske paramagnetne
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1. REAKTIVNE VRSTE KISEONIKA I

ANTIOKSIDATIVNI METABOLIZAM

1.1 Slobodni radikali

Vaznu ulogu u celijskoj signalizaciji u zivim sistemima imaju
slobodni radikali pri niskim koncentracijama, dok su pri visokim

koncentracijama toksi¢ni.

Slobodni radikali su hemijske vrste (molekuli, atomi, joni) koje
mogu nezavisno da postoje, a sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona
(Halliwell i Gutteridge, 2006). Nespareni elektroni zauzimaju atomsku
ili molekulsku orbitalu sto za posljedicu ima to da su radikali hemijski
nestabilni. Zbog teznje za sparivanjem elektrona i postizanjem
stabilnog stanja, radikali brzo reaguju sa drugim molekulama. Nakon
reakcije slobodnih radikala sa molekulama koje im predaju elektrone,
molekule postaju i same slobodni radikali i na taj nacin dolazi do
pokretanja lanc¢ane reakcije. Slobodni radikali mogu da imaju pozitivno

ili negativno naelektrisanje ili mogu biti nenaelektrisani (Slika 1).

HaCO OCH, |® &
CH3
H3C/ CHj
a) neutralni radikal b) katjonski radikal ¢) anjonski radikal

Slika 1. Tipovi slobodnih radikala prema naelektrisanju:
a) neutralni radikal, b) katjonski radikal i ¢) anjonski radikal.
Kreirano u ChemDraw Professional 15.

Na slici 2A predstavljeni su etan, metil anjon, metil katjon i metil
radikal. Etan je izgraden iz dvije metil grupe povezane kovalentnom
vezom i veoma je stabilno jedinjenje. Metil anjon i katjon grade jonske
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veze izmedu ugljenika i suprotno naelektrisanog jona i zbog toga nisu
nestabilni. Nasuprot njima, metil radikal je jako nestabilan i reaktivan,
jer nema popunjen oktet na ugljenikovom atomu. Ugljenikov atom u
metil katjonu ima sp? hibridizaciju sa strukturom koja je triangularna
(120°) i planarna. Ugljenikov atom u metil anjonu je sp3 hibridizovan
sa strukturom koja je tetraedarska (109,5°). Sa druge strane, ugljenikov
atom u metil radikalu ima strukturu izmedu katjona i anjona, i dolazi
do brze piramidalne inverzije, ¢ak i na niskoj temperaturi (Slika 2B).
Moze se reci da su radikali jedinstvene i rijetke hemijske vrste i da su

prisutne samo pri posebnim uslovima.

A)
CH; : CHj, CH, :@ Li® CH3® AICI4@ CHs
etan metil anjon metil katjon metil radikal
(kovalentna veza) (jonska veza) (jonska veza) (neutralna vrsta)
B
) (C]

D —— O o=

”’A /§®

| inverzija metil radikala |

enantiomeri

Slika 2. A) Etan, metil anjon, metil katjon i metil radikal;
B) Inverzija metil radikala.
Kreirano u ChemDraw Professional 15.

Stabilnost molekula slobodnih radikala zavisi od sposobnosti
ostalog dijela molekula da stabilizuje nespareni elektron. Stabilizaciji
najvise doprinose delokalizacija elektrona i sterni efekti. Stabilnost

slobodnih radikala povecava se rezonancijom (dugoziveci, postojani
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radikali). Ako izostaju stabiliziraju¢i faktori slobodni radikali su
kratkoziveéi (nepostojani), zbog cega lako stupaju u monomolekulske
i bimolekulske reakcije.

Trifenilmetil radikal je prvi otkriveni organski radikal i najbolje
proucen stabilni slobodni radikal. Stabilnost trifenilmetil radikala
proizilazi iz njegove strukture, tj. prisustva tri benzenova prstena
u molekulu. Benzenovi prstenovi stite C-radikal (delokalizacijom i
rezonancionom stabilizacijom) i usporavaju njegove dalje reakcije
(Slika 3).

- itd.

0

S ooy
OO O

Slika 3. Rezonanciona stabilizacija trifenilmetil radikala.
Kreirano u ChemDraw Professional 15.

Slobodni radikali mogu nastati na razli¢itim atomima: kiseoniku,
ugljeniku, azotu, sumporu, vodoniku, alkalnim metalima, halogenim

elementima, jonima prelaznih metala:

+ O-atomu (superoksid anjon radikal, hidroksil radikal, peroksil
radikal, hidroperoksil radikal);

+ sp3 i sp? hibridizovanim C-atomima (alkil radikal, vinil radikal, alil
radikal, fenil radikal);

« N-atomu (amino radikal, amido radikal, nitroksil radikal);
« S-atomu (tiol radikali);

+ drugim elementima (vodonik, alkalni metali, halogeni) ili jonima

prelaznih metala (Cu?*, Fe3*).
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Slobodni radikali nastaju homolitickim raskidanjem kovalentnih veza
u organskim molekulama, prenosom ili oduzimanjem jednog elektrona
molekulu (jonu), oksido-redukcionim procesima (elektrohemijske,
fotohemijske i hemijske reakcije) ili dejstvom zracenja visoke energije
na molekul. Nastajanje slobodnih radikala je indukovano fotolizom,
termolizom, radiolizom, radikalskim meduproizvodima i radikalskim
inicijatorima (Halliwell i Gutteridge, 1999). Slobodnoradikalske
reakcije zapoc¢inju hemijski reaktivni inicijatori, koji mogu biti slobodni
radikali, joni prelaznih metala, itd., (Slika 4). Prva faza nastajanja
slobodnoradikalskih vrsta naziva se faza inicijacije. U ovoj fazi nastaje
nova slobodnoradikalska vrsta (A i B, Slika 4) koja nastavlja lan¢anu
reakciju u fazi propagacije (reakcija radikala A sa neradikalskom
molekulom C-D). Radikali nastali u fazi propagacije medusobno reaguju
pa u fazi terminacije nastaju nereaktivni neradikalski proizvodi (F-G).

Ova faza oznacava da je reakcija zavrsena (Slika 4).

INICIJACIJA

YA
A B > Ae + B

PROPAGACIJA

D0 D

N O\
De E F

A

CcC + <D

Y

E + :F ——— itd.

TERMINACIJA

Fe + oG > F G

Slika 4. Radikalska lan¢ana reakcija.
Kreirano u ChemDraw Professional 15.
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Lipidna peroksidacija je jedan od najvaznijih primjera
slobodnoradikalskih lancanih reakcija u zivim sistemima (Slika 5).
Slobodni radikali, trihloroacetatni radikal (ClsCOO) i hidroksilni
radikal (HO"), reaguju sa polinezasicenim masnim Kkiselinama i
iniciraju peroksidativnu razgradnju lipida (lipidnu peroksidaciju)
oduzimanjem vodonika iz nezasicenih masnih kiselina (Recknagel i
sar., 1989). Formirani lipidni radikal (L) konvertuje se kroz nekoliko
koraka u lipidni peroksil radikal (LOO") adicijom kiseonika; lipidni
hidroperoksid (LOOH) vezivanjem vodonika i lipidni alkoksil radikal
(LO’) u Fentonovoj reakciji katalizovanoj sa Fe (II). Naknadnom
fragmentacijom nastaju ugljovodonici, kao Sto je etan, i reaktivni
aldehidi, kao $to je malondialdehid (MDA) (Slika 5). Dakle, lipidna
peroksidacija ne samo da naruSava strukturu lipida u celijskim
membranama ve¢ stvara i endogena toksi¢na jedinjenja i slobodne
radikale (npr. LOO:, LO°) i elektrofile (npr. 4-oksonon-2-enal,
4-hidroksinon-2-enal). Proizvodi lipidne peroksidacije mogu lako da
reaguju sa susjednim molekulama, kao Sto su membranski proteini
ili da difunduju ka udaljenijim molekulama kao sto je DNK i izazovu
njihove strukturne promjene. Stabilni proizvodi peroksidacije
arahidonske kiseline su F2-izoprostani koji su, pored toga Sto su
markeri lipidne peroksidacije, moéni vazokonstriktori plu¢a i bubrega
(Basu, 2004).

Slobodni radikali prirodno nastaju u organizmu covjeka u
metaboli¢ckim procesima. Neki od slobodnih radikala u organizmu
obavljaju korisne funkcije, ali je vetina potencijalno veoma Stetna,
jer hemijskim reagovanjem mogu da oStete vitalne gradivne celijske
komponente, ¢ime se prouzrokuje trajno ostecenje, gubitak funkcije pa
i smrt ¢elije. Sam organizam je sposoban da, do odredenog stepena,
vr$i neutralizaciju slobodnih radikala, a kapacitet neutralizacije zavisi
od mnogih faktora, posebno od starosti (uzrasta), opSteg zdravstvenog

stanja i kvaliteta ishrane.
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LH

[R =-(CH);-CO7]

H H

/\_>< A

°*OH Lipid (LH), Ostatak linolne kiseline
INICIJACIJA Oduzimanje vodonika
H,O

H

/\_/< A

Lipidni radikal (L®)

Konjugacija diena

M_ "

H 0, Lipidni radikal, konjugovani dien

Adicija kiseonika

NN NN

‘0—0 LH Lipidni peroksil radikal (LOO®)
o
PROPAGACIJA Oduzimanje vodonika
/ R
HOO H Lipidni hidroperoksid (LOOH)
Fe(II)
Y Fentonova reakcija

/ . . R

[ ]
O H Lipidni alkoksil radikal (LO®)
Fragmentacija

>N

(0] Lipidni aldehid

(@]

Malondialdehid

Etan

Slika 5. Lipidna peroksidacija inicirana hidroksil radikalom ("OH).

Kreirano u ChemDraw Professional 15.



Pored endogenih uzro¢nika nastanka slobodnih radikala u
organizmu, savremeno doba donijelo je i mnogobrojne egzogene
uzrocnike iz zivotne sredine ili odredenog nacina zivota kao Sto
su: aerozagadenje, zagadenje zemljiSta koje se prenosi na hranu i
vodu, pesticidi, duvanski dim, razli¢ite vrste zracenja, psihicki stres,
nepravilan rezim ishrane, nedovoljna fizicka aktivnost, intenzivan
misiéni rad i naporno vjezbanje, pa cak i neki oblici terapije i
neki lijekovi. Ovi faktori iz Zivotne sredine drasticno povecavaju
proizvodnju slobodnih radikala i iscrpljuju prirodni odbrambeni

kapacitet organizma.

Slobodni radikali se smatraju moguéim uzroc¢nicima preranog
starenja organizma, nastanka mnogih degenerativnih promjena,
akutnih i1 hroni¢énih zapaljenskih procesa, neuroloskih i
kardiovaskularnih poremecaja. U novije vrijeme, posebna paznja se
posvecuje ispitivanjima potencijalne povezanosti djelovanja slobodnih
radikala sa reumatoidnim artritisom, vaskulitisom, Alchajmerovom
boleséu, Parkinsonovom bole$éu, cerebrovaskularnim osteéenjima,
misi¢nom distrofijom, hipertenzijom i hipertenzivnim bolestima srca,
aterosklerozom, fibrozom pluca, kataraktom, malignim bolestima. S
druge strane, slobodni radikali imaju i korisnu funkciju u organizmu,
jer pri nizim koncentracijama djeluju kao signalni molekuli (Cadenas,
2004; Valko i sar., 2007; Phaniendra i sar., 2015). Slobodni radikali
takode, unisStavaju viruse i bakterije i ucestvuju u stimulaciji éelija
imunog sistema. Postoje mnoge vrste slobodnih radikala u zZivim

organizmima, od kojih su najvazniji radikali kiseonika i azota.

1.2 Reaktivne vrste kiseonika

Kiseonik u osnovnom, tripletnom stanju, ima dva nesparena
elektrona paralelnih spinova (bi-radikal, paramagnetik). U periodnom
sistemu elemenata kiseonik je na osmom mjestu sa elektronskom

konfiguracijom predstavljenom na Slici 6A.
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Slika 6. A) Elektronska konfiguracija atoma kiseonika (O),
B) Elektronska konfiguracija molekula kiseonika (O2).



U vazduhu, kiseonik se nalazi u tripletnom obliku. Kiseonik je jako
oksidaciono sredstvo. U osnovnom stanju kiseonik slabo reaguje sa
organskim molekulima koji imaju sparene elektrone suprotnog spina.
Ako kiseonik ,,pokusa“ da oksiduje neradikal primanjem para elektrona,
oba ova elektrona morala bi imati isti spin da bi se mogli uklopiti u
prazno mjesto u mt* orbitali (Slika 6B). Samo atomi ili molekuli ¢iji
elektroni imaju paralelne spinove, ali suprotnog smjera od smjera spina
elektrona kiseonika, mogu biti oksidovani kiseonikom. Da bi kiseonik
reagovao sa organskim molekulama, potrebna je ,,aktivacija“ kiseonika,
odnosno prevazilazenje spinske restrikcije. Mehanizmi aktivacije
kiseonika su jednovalentna redukcija i apsorpcija dovoljne koli¢ine
energije (Slika 7). Jednovlentna redukcija podrazumijeva postepeni
transfer 4 elektrona na molekulski kiseonik, pri ¢emu kao krajnji
proizvod nastaje H20, a meduproizvodi su aktivirani oblici kiseonika:
superoksid anjon radikal (O2"), vodonik peroksid (H202), hidroksil
radikal ("OH) (Slika 7). Prvi korak redukcije kiseonika (nastanak
superoksid anjon radikala) je endotermni proces, ali su sljedete
redukcije egzotermne i reakcija se odvija u pravcu nastanka H20. Drugi
nacin ,aktivacije“ kiseonika je apsorpcija dovoljne koli¢ine energije,
pri ¢emu dolazi do promjene spina jednog nesparenog elektrona i
nastaje singlet kiseonik (*O2). Aktivacijom se prevazilazi spinska
restrikcija i singlet kiseonik moze da ucestvuje u reakcijama koje
ukljucuju istovremeni transfer dva elektrona (dvovalentna redukcija).
Spareni elektroni su Cesti kod organskih molekula i singletni kiseonik je
reaktivniji sa organskim molekulima u poredenju sa triplet kiseonikom.
Vrste kiseonika koje nastaju jednovalentnom redukcijom i apsorpcijom
energije su kratkozivece i reaktivne, pri cemu je najreaktivniji ‘OH sa

najkra¢im vremenom poluzivota (Slika 7).

Reaktivne vrste kiseonika (ROS, engl. Reactive Oxygen Species)
su hemijski reaktivne molekule koje sadrze kiseonik sa nesparenim

elektronima ili bez njih (radikalske i neradikalske vrste). Pored veé
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navedenih ROS (02, H202 i "*OH) (Slika 7), u bioloskim sistemima
postoje i druge reaktivne vrste kiseonika (Tabela 1).

Singlet kiseonik (10s)
t1/2:1-4 ms

Superoksid anjon
radikal (O5)

t1/2:1-4 ms
.
Peroksidni jon (022')

2H*
Vodonik peroksid (Hy05)
t1/9>1ms
.

Hidroksil radikal (OH)

t1/9=1 ns

Slika 7. Nastanak reaktivnih vrsta kiseonika jednovalentnom redukcijom i
apsorpcijom dovoljne koli¢ine energije.
Kreirano u ChemDraw Professional 15.

Tabela 1. Radikalske i neradikalske vrste ROS (Halliwell i Gutteridge, 1999).

‘OH

RO2’

RO

HO2’

22

Radikalske vrste
Superoksid anjon radikal
Hidroksil
Peroksil
Alkoksil
Hidroperoksil

Neradikalske vrste
H202 Vodonik peroksid
HOCI Hipohlorna kiselina

O3 Ozon
102 Singlet kiseonik



ROS koji sadrZe nesparene elektrone, ubrajaju se u slobodno
radikalske vrste. Zbog nesparenih elektrona, izuzetno su reaktivni
jer lako mogu da prime ili otpuste elektron kako bi postigli stabilno
stanje, mada su i neradikalske vrste, takode, reaktivne. Vodonik
peroksid je neradikalska vrsta sa relativno dugim vremenom
poluzivota, ali moze da difunduje kroz ¢elijske membrane i da izazove
nastanak veoma reaktivnog "*OH reagujuci sa prelaznim metalima (Fe,
Cu) u reakciji koja se naziva Fentonova reakcija (Slika 8). Pored toga
veoma reaktivni "OH radikal moze nastati u Haber-Weiss reakciji,
kada reaguju H202 i O2- (Slika 8).

Fentonova reakcija

Fe** + H,0, —— Fe’" + OH™ +OH

Obnavljanje Fe?*

F* + 057 ———— Fe?™ + O,

Haber-Weissova reakcija

02._ + H202 —_—> 02 + OH + 'OH

Slika 8. Fentonova i Haber-Weissova reakcija.
Kreirano u ChemDraw Professional 15.

Reaktivne vrste kiseonika proizvode se i u normalnim fizioloSkim
uslovima (¢elijsko disanje, fotosinteza kod biljaka). Proizvodnja ROS-a
povetana je u uslovima izloZenosti organizma razli¢itim vrstama
abiotickog i bioti¢kog stresa. Oksidativni stres nastaje usljed povetane
koncentracije ROS-a u ¢eliji ili smanjenog uklanjanja istih, te se
Cesto naziva i sekundarni stres jer je posljedica djelovanja razlic¢itih
vrsta abiotickog i biotickog stresa na animalne/humane i biljne ¢elije
(Slika 9).

23



A) s el
du‘:ﬁglskl e pesticidi organski

alkohol rastvaraci

infekcija \ \
\ Reaktivne vrste

uv P kiseonika

radijacija \ lijekovi kao §to su:
halotan,
zagadenje / paracetamol,

visoka
temperatura

/ kuvanje
/ (dimljeno meso,

koriS¢eno ulje, mast)

vazduha i bleomicin,
vode doksorubicin,
metronidazol
CCly
B)
herbicidi SuSa teski metali
poplava

patogeni

ozon
visoke/niske
visok/nizak temperature
intenzitet svjetlosti /
\ Reaktivne vrste

kiseonika

Oksidativni

stres

Slika 9. Razlicite vrste stresa koje indukuju oksidativni stres u
animalnoj/humanoj A) i biljnoj éeliji B).
Created with BioRender.com (Kreirano u BioRender-u).
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ROS uzrokuju oksidativnho oste¢enje DNK, lipida i proteina.
Postojanje ROS-a u bioloskim sistemima otkriveno je 1954. godine
(Commoner i sar., 1954) i prvobitno se smatralo da izazivaju
isklju¢ivo Stetne efekte. Medutim, proizvodnja ROS-a je neophodna
u svim zivim organizmima jer su ROS signalne molekule za osnovne
bioloske procese i odgovore na stres (Mittler, 2017; Mhamdi i
Van Breusegem, 2018).

1.3 Antioksidativni sistem odbrane

Da bi se za$titili od povecanih koncentracija ROS-a aerobni
organizmi su razvili antioksidativni sistem zastite (AOS) koji ukljucuje
sintezu enzimskih i neenzimskih antioksidanata. AOS djeluje tako da
vrsi prevenciju nastanka ROS-a, ili se ROS uklanjaju prije nastanka
oStecenja. Halliwell (1990) je definisao antioksidante kao supstance
koje, prisutne u niskim koncentracijama, znacajno smanjuju ili
usporavaju oksidaciju supstrata koji je podlozan oksidaciji. Svi
organizmi moraju da kontroliSu prisustvo kako oksidanata, tako i
antioksidanata. Ravnoteza izmedu oksidanata i antioksidanata, koja
se Cesto naziva i redoks ravnoteza, specificna je za svaku organelu
i ¢eliju, a svako odstupanje od ravnoteze moze dovesti do oStecenja
celije. Pomjeranje ravnoteZze koje nastaje kao posljedica povecanja
koncentracije prooksidanata, a to povecanje prevazilazi kapacitet
antioksidanata, definiSe se, kao Sto je ve¢ receno, kao oksidativni
stres. S druge strane, pomjeranje ravnoteZe prema povecanju
redukujuéih kapaciteta celija, ili antioksidanata, moze, takode, da
uzrokuje osStecenje koje se naziva reduktivni stres.

1.3.1 Enzimski antioksidanti

Superoksid dismutaze (SOD; EC 1.15.1.1) su enzimi koji katalizuju
reakciju dismutacije superoksid anjon radikala do molekulskog

kiseonika i H202 prema jednadini:



SOD
O;" + O3 + 2H" ————> H;0,+ O,
Reakcija dismutacije superoksid anjon radikala katalizovana SOD-
om 10000 puta je brza nego spontana dismutacija.

Superoksid dismutaze su metaloenzimi koji se nalaze u svim
carstvima zZivog svijeta i prema metalnom kofaktoru u aktivnom mjestu
mogu se klasifikovati u cetiri grupe: bakar-cink SOD (Cu/ZnSOD),
gvozde SOD (FeSOD), mangan SOD (MnSOD) i nikl SOD (NiSOD)
(Younus, 2018). Posto je rije¢ o metaloenzimima, aktivnost SOD-a ne
zavisi samo od koncentracije supstrata ve¢ i od koncentracije metalnih

jona u tkivu.

Od navedenih SOD-a, tri izoforme su prisutne kod ljudi, svih
ostalih sisara i vetine hordata, a to su: citoplazmati¢na Cu/ZnSOD ili
SOD1, mitohondrijalna MnSOD ili SOD2 i ekstracelularna Cu/ZnSOD
(EC-SOD) ili SOD3 (Oakley i sar., 2009; Fukai i Ushio-Fukai, 2011;
Wang, 2018). SODI1 je najzastupljenija i konstitutivno je prisutna u
¢elijama, iako je njena ukupna ekspresija u plu¢ima niza u odnosu na
nekoliko drugih organskih sistema. Mutacija gena za SOD1 ili njeno
oksidativno ostecenje dovodi do smanjenja SOD1 aktivnosti i moze biti
uzrok bolesti (amiotroficna lateralna skleroza) (Nikoli¢-Kokié¢ i sar.,
2006). SOD2 je prisutna u mitohondrijama, a dodatno se indukuje
oksidativnim stresom, oksigenacijom, zagadivacima iz Zivotne sredine
i inflamatornim citokinima (Kinnula i Crapo, 2003). Ekspresija SOD3
je specificna za celije i tkivo, a najveca je u plu¢ima i krvnim sudovima
(Rahman i Biswas, 2006). Posto SOD3 predstavlja jedini enzim za
uklanjanje O2 u vancelijskom prostoru, od velike je vaznosti u zastiti
od egzogenog stresa i predstavlja prvu liniju odbrane od udahnutih

oksidanasa iz okoline (Nguyen i sar., 2020).

U biljnim c¢elijama, FeSOD su lokalizovane u hloroplastima,
MnSOD u mitohondrijama i Cu/Zn SOD u citoplazmi, hloroplastima,

intermembranskom prostoru mitohondrija, peroksizomima i
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mitohondrijama (Sharma i sar., 2012). Pored toga, MnSOD su
detektovane u ¢elijskom zidu (Kukavica i sar., 2009).

Katalaza (CAT; EC 1.11.1.6) je homotetramerni protein. Svaka
subjedinica katalaze sadrzi hem kao prosteticnu grupu. Katalizuje

reakciju razgradnje H202 do O2 prema sljedec¢oj jednacini:
AT
2H,0, ———> H,0 + O,

Katalaza uklanja H202 velikom brzinom, bez utroska celijske
energije. Enzimska efikasnost (ucestalost sudara supstrata i
enzima) CAT-a veoma je visoka, kcat/K, = 4,0 x 108 M1 s1
(Sharma i Ahmad, 2014). Skoro svi aerobni organizmi sadrze CAT-u.
Takode, CAT je prisutna i u nekim anaerobnim mikroorganizmima,
kao Sto je Methanosarcina barkeri (Brioukhanov i sar., 2006). Kod
velike veline zivotinjskih organizama, CAT je prisutna u svakom
organu, pri ¢emu su posebno visoke koncentracije CAT-e u jetri sisara
(Ilyukha, 2001).

Na celijskom nivou, CAT je lokalizovana prvenstveno u
peroksizomima i citoplazmi eritrocita (a ponekad i u mitohondrijama)
(Bai i Cederbaum, 2001). U biljnoj celiji, katalaza ima vaznu ulogu u
uklanjanju H202 u peroksizomima, gdje H202 nastaje kao rezultat
B-oksidacije masnih kiselina, fotorespiracije i katabolizma purina
(Gill i Tuteja, 2010).

Peroksidaze klase III (POX; EC 1.1.1.7) su glikoproteini sa hem
prostetiénom grupom i karakteristicne su za biljne ¢elije. Peroksidaze
klase III su oksidoreduktaze koje katalizuju oksidaciju velikog broja
razli¢itih supstrata (uglavnom fenolnih jedinjenja (PhOH)) do fenoksi
radikala (PhO") u prisustvu H202 kao akceptora elektrona (Veljovi¢-

Jovanovi¢ i sar., 2018) prema jednadini:
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2PhOH + H,0, —2%X 5 2PhO +H,0

polimerizacija

Pored uklanjanja H202, POX mogu katalizovati i proizvodnju
ROS-a u oksidativnom i hidroksilnom ciklusu. U oksidativhom
ciklusu dolazi do prenosa jednog elektrona sa redukovanog supstrata
(NADH-a ili fenolnog jedinjenja) na O2 pri ¢emu nastaju O2" i H202.
U hidroksilnom ciklusu POX mogu proizvesti “OH iz H202 u prisustvu
02" (Chen i Schopfer, 1999; Veljovi¢-Jovanovié i sar., 2018).

POX koje su lokalizovane u vakuolama ¢ine vise od 90% rastvornih
peroksidaza lista, dok su preostale POX jonski i kovalentno vezane
za Celijski zid (Veljovi¢é-Jovanovic i sar., 2018). Endogeni supstrati za

POX su fenolna jedinjenja, lokalizovana u vakuolama i apoplastu.
1.3.1.4 Askorbat peroksidaza

Askorbat peroksidaze (APX; EC 1.1 1.1.11) su enzimi koji sadrze
hem, pripadaju peroksidazama klase I i karakteristi¢ne su za biljne
celije. Kod visih biljaka, izoforme APX su pronadene u citoplazmi
(cAPX), hloroplastima (chlAPX), mitohondrijama (mitAPX) i
peroksizomima (pAPX). Hloroplastne izoforme dijele se na dva
tipa: stromalne i tilakoidno vezane APX (Maruta i Ishikawa, 2018).
Izoenzimi APX razlikuju se po molekulskoj masi, optimalnoj pH,
stabilnosti i specificnosti za supstrate. Takode, izoenzimi APX
nestabilni su u odsustvu askorbata i nivo endogenog askorbata je
esencijalan za aktivnost APX-a. U odnosu na koncentraciju endogenog
askorbata najosjetljivije su hloroplastne APX, dok su najstabilnije

citoplazmaticne APX.

Askorbat peroksidaza odlikuje se visokim afinitetom za H202,

veé¢im u odnosu na katalazu.

28



APX katalizuje reakciju uklanjanja H202 koristec¢i askorbat (AsA)
kao supstrat pri ¢emu nastaju monodehidroaskorbat (MDHA) i voda
prema jednadini:

2AsA + Hy0, —2PX o OMDHA + H,0

Nastali MDHA moze se regenerisati do AsA prijemom elektrona
iz elektron transportnog lanca ili se neenzimskom dismutacijom
prevesti do dehidroaskorbata (DHA). Takode, MDHA se pomocu
monodehidroaskorbat reduktaze (MDHAR), koja koristi NADH ili
NADPH, prevodi do DHA (1). Nastali DHA se enzimom dehidroaskorbat
reduktazom (DHAR) prevodi do askorbata, pri ¢emu se glutation (GSH)
oksiduje do glutation disulfida (GSSG) (2). Regeneracija GSH se odvija
uz pomo¢ NADPH-zavisne glutation reduktaze (GR) (3).

Reakcije regeneracije MDHA:

MDHAR
MDHA + NAD(P)H ———— > AsA + NA(D)P" (1)

DHA + 2GSH LB g GSSG  (2)

GSSG + NADPH — SR & 2GSH + NADP* (3)

Askorbat  peroksidaza,  monodehidroaskorbat reduktaza,
dehidroaskorbat reduktaza i glutation reduktaza su enzimi askorbat
- glutation ciklusa koji se, pored hloroplasta, nalaze u citoplazmi i
omogucavaju biljnim ¢elijjama efikasno uklanjanje H202 (Maruta i
Ishikawa, 2018).
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1.3.1.5 Glutation peroksidaze

Glutation peroksidaza (GPx; EC 1.11.1.9) prvi put je identifikovana
u eritrocitima kao aktivnost koja udestvuje u zastiti ¢elija od H202
(Mills, 1957). Reakcija koju katalizuje je glutation zavisna redukcija
H202 do H20:

H,0, + 2GSH —— 2H,0 + GSSG

GPx otkrivena je i u drugim tkivima, gdje se pokazalo da redukuje
organske hidroperokside (ROOH) u odgovarajuce alkohole (ROH):

ROOH + 2GSH — > ROH + H,0 + GSSG

Identifikovani su ¢lanovi porodice GPx kod eukariota, od algi
do sisara. Glutation peroksidaza za ¢iju je aktivnost neophodan
selen, prvi je identifikovani Zivotinjski selenoprotein. Selen prisutan
u aktivnom mjestu GPx-a u obliku je selenocisteina. Osim toga, na
osnovu sliénosti sekvence i prisustvom ocuvanog redoks mjesta,
identifikovani su ¢lanovi porodice GPx koji ne sadrze selen, veé
cistein u aktivnom mjestu enzima. Postoje razlike izmedu enzima u
superfamiliji glutation peroksidaza. Osim pomenutih selenoproteina,
i enzima koji sadrze cistein u aktivnom mjestu, postoje i 2-cistein
enzimi. Enzimi, 2-cistein GPx koriste tioredoksin umjesto GSH kao
redukcioni supstrat. Ovi enzimi su klasifikovani kao ¢lanovi porodice
glutation peroksidaza samo zbog sli¢nosti sekvenci, dok je mehanizam
djelovanja isti kao mehanizam djelovanja tioredoksin peroksidaze.
Neke izoforme GSH-S-transferaza (GST) pokazuju aktivnost glutation
peroksidaza kojima su supstrati organski hidroperoksidi. Glutation
peroksidaze imaju razlicite supstrate i mehanizme djelovanja, Sto
otezava utvrdivanje njihovih in vivo funkcija (Burk i Hill, 2010 i

reference u okviru rada) (Slika 10).
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Slika 10.
Mehanizam aktivnosti GPx-a

ROOH (H,0,) koje sadrze selen. Mehanizam
ima dvije komponente:
oksidaciju enzima i njegovu

ROH (H,0) redukciju i predstavlja ping-
pong mehanizam. Redukovani
selenolatni oblik enzima
(E-Se’H*) brzo reaguje sa

GSH hidroperoksidom ili vodonik
peroksidom (ROOH / H202)
da bi nastao detoksikovani

HOH proizvod alkohol (ili voda
u sluc¢aju H202) i selenski

E-Se-SG oblik enzima (E-SeOH).

GSH GSH (ili drugi tiol) redukuje
enzim u dva koraka nazad do
selenolata uz nastanak GSSG.
Brzina redukcije varira u

GSSG zavisnosti od enzima.
Kreirano u ChemDraw
Professional 15.

E-Se + H'

E-SeOH

E-Se+H'

1.3.1.6 Glutation reduktaza

Glutation reduktaza (GR; EC 1.8.1.7) katalizuje redukciju GSSG
do GSH, koji je veoma znacajan u odgovoru na oksidativni stres i u
odrzavanju redoks stanja celije (Mannervik, 1987; Meister, 1988;
Deponte, 2013).

GR kao dimerna disulfid oksidoreduktaza sa flavin adenin
dinukleotidom (FAD) kao prosteticnom grupom i nikotinamid adenin

dinukleotid-fosfatom (NADPH) katalizuje reakciju prema jednacini:

GSSG + NADPH + H' » 2GSH + NADP"

GR je prisutna u svim carstvima zivih organizama. Drosophila i
tripanosomi nemaju GR i kod ovih organizama redukciju glutationa
katalizuju tioredoksini (Kanzok i sar., 2001; Krauth-Siegel i sar., 2008).
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1.3.1.7 Glutation-S-transferaza

Glutation-S-transferaza (GST, EC 2.5.1.18) je antioksidativni
enzim, a pored toga pripada i enzimima faze II biotransformacije.
GST posjeduje sposobnost da katalizuje konjugaciju redukovanog
oblika GSH sa ksenobioticima u svrhu detoksikacije. Katalizuje
konjugaciju GSH sa veoma razli¢itim elektrofilnim jedinjenjima
(citotoksicna jedinjenja, mutageni, karcinogeni). Supstrati za
konjugaciju GSH mogu se podijeliti u dvije grupe: oni koji su
dovoljno elektrofilni da se direktno konjuguju i oni koji se prvo
moraju biotransformisati u elektrofilni metabolit prije konjugacije.
Glutation-S-transferaza je prisutna kod svih aerobnih organizama u
vecini tkiva, sa visokim koncentracijama u jetri (najzastupljenija je
i predstavlja 5% od ukupnih citoplazmati¢nih proteina), crijevima,
bubrezima, testisima, nadbubreznim zlijezdama i plu¢ima. Mogu biti
rastvorne (citoplazmati¢ne) i vezane za membranu (mikrozomalne
i mitohondrijalne). Osim toga, mogu biti prisutne u jedru i
peroksizomima. Pokazuju Siroku specificnost za supstrat. Reakcije
konjugacije mogu se podijeliti u dva tipa: reakcije premjestanja,
u kojima GSH zamijenjuje grupu koja povlaci elektrone, i reakcije
adicije, u kojima se glutation dodaje aktiviranoj dvostrukoj vezi ili

napetom sistemu prstena.

Postojanje GST izoenzima je utvrdeno je 1960. godine.
Izoenzimski profili se razlikuju od tkiva do tkiva. Mogu biti
homodimeri, heterodimeri, razli¢itih klasa (a, y, n, o, x, 0 i ®).
Identi¢nost sekvenci unutar klase veca je od 50% (ili 70%), dok je
izmedu klasa manja od 30%. Dva domena su prisutna, a N-terminal

je mjesto vezivanja GSH (Casarett, 2008 i reference unutar knjige).
1.3.1.8 Peroksiredoksini

Antioksidativna odbrana je povezana sa redoks signalizacijom.
Izmjena tiol (SH) - disulfidna (SS) veza, vazan je dio detekcije
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stresa i signalizacije u kojoj vaznu komponentu predstavljaju
peroksiredoksini. Peroksiredoksini (Prxs) su tiol proteini sa vise

funkcija u antioksidativnoj odbrani i redoks signalizaciji.

Kod zivotinja i ljudi Prxs su peroksidaze zavisne od tioredoksina
(Trx). Izoforme Prx I i Prx II prisutne su u citoplazmi, Prx III
lokalizovana je u mitohondrijama, a Prx IV je ekstracelularna.
Izoforma Prx V je lokalizovana u mitohondrijama i mikrozomima.
Prx VI je jednocisteinski tip. Istrazivanja su pokazala da miSevi
kojima nedostaje izoforma Prx I imaju skracen zivotni vijek sa
hemoliticCkom anemijom i malignitetima (Neumann i sar., 2003). Prx

IT nokaut mutanti miSeva takode pokazuju anemiju (Lee i sar., 2003).

U biljkama su Prxs lokalizovani u citoplazmi, mitohondrijama,
plastidima i jedru. Prxs katalizuju razgradnju peroksida pri ¢emu
prelaze u neaktivan oblik. Ponovno aktiviranje Prxs se odvija uz donore
elektrona, kao Sto su tioredoksini, glutaredoksini, NADPH zavisna

tioredoksin reduktaza (Bhatt i Tripathi, 2011. i reference u okviru rada).

1.3.1.9 Tioredoksini

Tioredoksini (Trx) su proteini sa redoks aktivnim disulfidnim
mostom unutar sekvence Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-. U redukovanom
obliku vrlo su efikasne protein disulfid oksidoreduktaze i donori su
elektrona u razli¢itim redoks reakcijama. Djeluju zajedno sa NADPH
i tioredoksin reduktazom kao efikasan sistem redukcije proteinskih
disulfida (Izawa i sar., 1999), (Slika 11). To su mali proteini
(molekulska masa ~ 12 kDa) koji su prisutni u bakterijskim, biljnim
i zivotinjskim ¢elijama (Holmgren; 1989; Nordberg i Arnér, 2001).
Dvije vrste tioredoksina pronadene su u bakterijama i Zivotinjskim
tkivima, dok biljna tkiva sadrze vise oblika: dva u hloroplastima, jedan
u citoplazmi i jedan u mitohondrijama. Tioredoksini, iako su sli¢ne

molekulske mase i, slicnih redoks osobina, ispoljavaju specifi¢nosti
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uodnosu na supstrate. Specificnost za susptrat je posljedica
strukturne komplementarnosti, koja moguéava specificnu interakciju
izmedu razlicitih tioredoksina i njihovih ciljnih proteina. Pored uloge
antioksidanta, Trx i njemu srodni molekuli, igraju klju¢nu ulogu u

redoks regulaciji transdukcije signala.

Citoplazmati¢ni tioredoksin-1 (Trx1) najproucavaniji je kod
sisara i ima klju¢nu ulogu u regulaciji redoks reakcija u prenosu
signala i izlucuje se iz celija kao odgovor na oksidativni stres
(Nakamura, 2004). Nokaut Trxl gena smrtonosna je za ranu
diferencijaciju i morfogenezu misjeg embriona, Sto sugeriSe da je
Trx1 esencijalni protein za sisare (Matsui i sar., 1996). Trx2 je ¢lan
porodice Trxs specifican za mitohondrije, a takode je esencijalan za
opstanak celija (Tanaka i sar., 2002; Nonn i sar., 2003). Nivoi Trx1
u plazmi/serumu dobri su markeri oksidativnhog stresa. Egzogeni
Trx1 pokazuje citoprotektivne i antiinflamatorne efekte (Nakamura,
2005). Nakon oksidativnog stresa, Trx se transportuje iz citoplazme u
jedro i povecava aktivnost vezivanja nekoliko transkripcionih faktora
(Hirota i sar., 1997; Hirota i sar., 1999; Ueno i sar., 1999) za DNK.
Glutaredoksin (Grx) je ¢lan porodice Trxs koji zavisi od glutationa.
Postoje dvije izoforme Grx kod sisara. Dok je klasi¢ni Grx1 prisutan
u citoplazmi, Grx2 je prisutan u jedru i mitohondrijama (Lundberg
i sar., 2001; Fernandes i Holmgren, 2004). Endoplazmatic¢ni
retikulum ima nekoliko ¢lanova porodice Trx, ukljuc¢ujuci protein
disulfid izomerazu (PDI). Transmembranski protein povezan sa Trx
je protein TMX (engl. transmembrane thioredoxin-related protein)
koji posjeduje anti-ER stresnu aktivnost, pri ¢emu pokazuje funkciju
slicnu PDI za ponovno uvijanje kodirane RNaze (Matsuo i sar., 2001;
Matsuo i sar., 2004). Protein 2, slican Trx (Txl-2), jedinstveni je
¢lan porodice Trx koji se vezuje za mikrotubule (Sadek i sar., 2003).
TrxR sisara je selenoprotein koji sadrzi pretposljednji selenocistein
na C-terminalnom kraju, neophodan za kataliti¢ku aktivnost. Postoje
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tri izoforme TrxR sisara: citoplazmati¢ne TrxR1, mitohondrijalne
TrxR2 i TGR. (engl. Thioredoxin Glutathione Reductase). TGR
povezuje dva antioksidativna puta u mnogim organizmima, jedan
baziran na tioredoksinu i drugi baziran na glutationu (Prast-Nielsen
i sar., 2011). TGR redukuje ne samo Trx, ve¢ i oksiduje glutation
i postoji uglavnom u testisima (Sun i sar., 2001; Miranda-Vizuete i
sar., 2004). U zavisnosti od lokalizacije u biljnoj ¢eliji tioredoksini
se redukuju razli¢itim sistemima donora elektrona. Tioredoksini u
nefotosintetskom tkivu i u citoplazmi fotosintetskih ¢elija redukuje
se elektronima NADPH putem NADP*/tioredoksin sistema (Slika 11),
dok se hloroplastni tioredoksini biljaka redukuje putem feredoksin/
tioredoksin sistema sa elektronima koji dolaze od fotosintetskog

transporta elektrona (Schiirmann i Jacquot, 2000).

HS
protein @ I NADPH
(red)
HS S
Tioredoksin
reduktaza
S SH

NADP*

protein
SH

Slika 11. Redukcija S-S veze proteina uz pomo¢ tioredoksina.
Created with BioRender.com (Kreirano u BioRender-u).

1.3.2 Neenzimski antioksidanti

Fenolna jedinjanja su biljni sekundarni metaboliti koji se odlikuju

velikom strukturnom raznovrsnoséu (flavonoidi, fenolne Kkiseline,
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antocijani i dr.). Strukturna karakteristika fenolnih jedinjenja je
prisustvo bar jednog aromati¢nog prstena, sa jednom slobodnom
ili modifikovanom (npr. metilovanom) hidroksilnom grupom.
Glavni prekursori za sintezu fenolnih jedinjenja su aromati¢ne
amino kiseline fenilalanin i tirozin. Vecina flavonoida i fenolnih
kiselina su glikolizovani u biljnim ¢elijama, $to im omogucava bolju
rastvorljivost u vodi. Pored toga, glikozilacija §titi reaktivne OH grupe
od autooksidacije tokom transporta flavonoida u biljnoj ¢eliji. U
zavisnosti od strukture i lokalizacije na nivou celije i organa, fenolna
jedinjenja mogu imati razlic¢ite fizioloske uloge. Kao sekundarni
metaboliti, smatraju se neesencijalnim za biljke. Medutim vazni su pri

interakciji biljaka sa spoljasnjom sredinom, a uticu i na rast biljaka.

Fenolna jedinjenja imaju vaznu ulogu u antioksidativhom
odbrambenom sistemu. Nekoliko je nacina na koje fenolna jedinjenja

ispoljavaju svoja antioksidativna svojstva:
1. udirektnim reakcijama sa ROS-om;
2. kao supstrati enzima (POX);

3. heliranjem prelaznih metala i smanjenjem protoka kroz Fentonovu
reakciju.

Medu fenolnim jedinjenjima, flavonoidi i fenolne kiseline
izdvajaju se svojim izrazenim antioksidativnim svojstvima. Strukturne
karakteristike flavonoida i fenolnih kiselina koje su osnova za njihova
antioksidativna svojstva, predstavljena su na Slici 12.

1.3.2.2 Askorbat

Askorbat (AsA) je prvi put otkriven u nadbubreznoj zlijezdi
(Szent-Gyorgyi, 1928). Vecina sisara je u stanju da sintetiSe askorbat
iz glukoze, Sto predstavlja prepreku za provjeru njegovog fizioloskog

djelovanja.
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Funkcije AsA u zivotinjskim/ljudskim ¢elijama:

1. djeluje kao donor elektrona u sintezi bioloskih jedinjenja, kao sto su
kolagen (kofaktor prolil i lizil hidroksilaza) i kateholamini (Englard
i Seifter, 1986);

2. funkcioniSe kao kofaktor za regulaciju ekspresije gena zavisnu od
kiseonika preko faktora koji izaziva hipoksiju (HIF)-1a (Kaelin i
Ratcliffe, 2008);

3. ukljuéen je u epigenetsku regulaciju gena koji uti¢u na status
metilacije DNK i histona (Kohli i Zhang, 2013; Mikkelsen i sar., 2021).

Pored navedenih, vazna funkcija AsA je antioksidativha uloga
(zbog sposobnosti da donira elektrone). Antioksidativna uloga AsA kod
sisara uglavnom se ispoljava kroz neenzimske reakcije (Buettner, 1993).
Askorbat direktno reaguje sa slobodnim radikalima pri ¢emu nastaje
askorbilni radikal, a zatim dehidroaskorbat. U poredenju sa drugim
mikronutrijentima, svakodnevno uzimanje askorbata u znatno veé¢im
koncentracijama, potrebno je za odrzavanje zdravlja kod zivotinja
nesposobnih za sintezu AsA (ukljuc¢ujuéi i covjeka). Istrazivanja
na misSevima, koji nemaju sposobnost sinteze, AsA, pokazala su da
antioksidativni potencijal AsA ima vaznu ulogu u odrzavanju zdravlja
zivotinja (Njus i sar., 2020). S druge strane, zbog visokog redoks
potencijala, AsA moze, takode, da ispoljava prooksidantne efekte u

prisustvu jona prelaznih metala kao sto je gvozde (Scarpa i sar., 1983).

Kombinovano djelovanje AsA kao antioksidanta i njegova uloga
u regulaciji epigenetskih promjena na DNK (npr. demetilacija),
efikasno sprecava razvoj kancera. Pored toga, farmakoloske doze AsA i
dehidroaskorbata mogu da ispolje tumoricidnu aktivnost putem redoks
zavisnih mehanizama (Fuji i sar., 2022).

Askorbat se ¢esto naziva i glavnim metabolitom kod biljaka. Velike
su koncentracije AsA u biljnim ¢eljama. Na primjer, koncentracija

askorbata u hloroplastima moze da dostigne vrijednosti i preko 20
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mM (Smirnoff i Wheeler, 2000). Vazna je uloga askorbata u rastu i
razvoju biljaka, kao i pri regulaciji ¢elijskih mehanizama u odgovoru na
uslove stresa u zivotnoj sredini. Pored toga, AsA je jedan od najvaznijih
antioksidanata. Askorbat moze direktno uklanjati ROS i u reakcijama
katalizovanim sa APX kao supstrat. Takode, vazna je uloga AsA u
obnavljanju oksidovanog a-tokoferola i fenoksi radikala koji nastaju
oksidacijom fenolnih jedinjenja (Takahama, 2004). Askorbat reaguje
direktno sa ROS-om brze od drugih, u vodi rastvornih antioksidanata, i

na taj nacin stiti makromolekule od oksidativnih oStec¢enja.
1.3.2.3 Glutation

Glutation (GSH) je tripeptid (Glu-Cys-Gly) ¢ija se antioksidativana
funkcija ispoljava preko sulfhidrilnih grupa -cisteina. Glutation,
kao najzastupljeniji neproteinski tiol, nalazi se u bakterijskim,
zivotinjskim, biljnim i ljudskim celijama. U celijama se glutation
moze naé¢i u dva oblika: slobodan ili vezan za druge molekule.
Slobodni glutation postoji u dva reverzibilna stanja koja pomazu u
ocuvanju redoks homeostaze unutar ¢elija. Jedan oblik je monomerni,
redukovani sulthidrilni oblik - GSH, dok je drugi disulfidni dimer
- GSSG, koji nastaje nakon oksidacije GSH. U fizioloskim uslovima,
GSH je daleko zastupljeniji, pri ¢emu ¢ini ~ 90% ukupnog glutationa.
Medutim, u slucaju oksidativnog stresa, koncentracija GSSG je veca
od koncentracije GSH (Samadi i sar., 2001).

Hemijska struktura GSH odreduje njegove potencijalne funkcije,
a njegova Siroka distribucija medu svim zZivim organizmima odrazava

njegovu vaznu biolosku ulogu.

Intracelularna koncentracija GSH kod Zivotinja obi¢no je u opsegu
od 0,5 do 10mM, dok su ekstracelularne vrijednosti za jedan do tri reda
veli¢ine nize (Halliwell i Gutteridge, 1999; Maher, 2005). Koncentracija
GSH u jetri je izuzetno visoka ~5-10 mM (Casarett, 2008). Glutation

je obi¢no najzastupljeniji tiol male molekulske mase u Zzivotinjskim
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¢elijama. Ve¢ina mikroorganizama, takode, posjeduje GSH u visokim
koncentracijama, ali postoje neke vrste i odrzivi mutanti kojima
nedostaje GSH (Spector i sar., 2001; Blazhenko i sar., 2006; Lushchak
i Lushchak, 2008). Iako se GSH sintetiSe u citoplazmi, distribuira se
u razli¢ite intracelularne organele u kojima ima specificne funkcije
koje se odnose na njegovu ulogu u regulaciji celijskog redoks
statusa. Pored citoplazmati¢nog bazena, GSH funkcioniSe u donekle
nezavisnim bazenima u endoplazmati¢cnom retikulumu (ER), jedru
i mitohondrijama. U vec¢ini ovih kompartmana, GSH se obi¢no nalazi
u visoko redukovanom stanju, ali u ER-u je znacajan dio oksidovan i
odnos [GSH]/[GSSG] moze biti ¢ak 3:1, dok je u citoplazmi oksidovani
oblik obi¢no reda veli¢ine oko 1% od ukupne kolic¢ine ili manje (Cooper
i sar., 1980; Kumar i sar., 2011). U ER-u, GSSG je glavni oksidans koji
omogucava nastanak funkcionalne konformacije novosintetisanih
polipeptida formiranjem potrebnih intramolekularnih disulfidnih veza
izmedu ostataka cisteina. Pored standardnih antioksidativnih funkcija,
GSH u jedru odrzava odgovarajuci rdoks status sulfhidrilnih grupa u
proteinima ukljuenim u biosintezu nukleinskih kiselina i popravku
DNK. Takode, u jedru se takode koristi u redukciji ribonukleotida
za proizvodnju deoksiribonukleotida, katalizovanom ribonukleotid
reduktazom (Holmgren i Sengupta, 2010). Oko 10-15% celijskog
GSH nalazi se u mitohondrijama. PoSto mitohondrije imaju veoma
malu zapreminu, lokalna koncentracija GSH u ovim organelama
(mitohondrijalni GSH bazen) obi¢no je veta od one u citoplazmi.
U mnogim slucajevima pokazana je bliska veza izmedu koncentracija

GSH u mitohondrijama i prezivljavanja celija.

GSH se distribuira izmedu razli¢itih organa zivotinja. Glutation
se moze transportovati kroz plazma membranu (Griffith i Meister,
1979; Sies, 1999). Jetra je glavni izvor GSH koji se transportuje u krv
(Adams i sar., 1983; Lauterburg i sar., 1984; DeLeve i Kaplowitz 1991;
Ookhtens i sar., 1994). Proizvodnja u jetri i transport iz nje povezani
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su sa najmanje dvije funkcije GSH. Prva ukljucuje epitelne celije koje
su u kontaktu sa spoljasSnjom sredinom kao Sto su crijeva i pluca.
Primarna funkcija GSH ovdje je usmjerena na detoksikaciju Stetnih
spoljasnjih agenasa kako bi se sprijeCilo ostetenje organizma. Ovo
je vazna uloga GSH u normalnoj funkciji crijeva. Pluca su izlozena
visokim nivoima kiseonika, a i udahnutim toksinima. Alveolarni
makrofagi obezbjeduju dodatni izvor ROS-a u ovom tkivu. Dakle,
postoji viSe razloga za odrzavanje adekvatnog nivoa GSH u pluc¢ima.
Druga funkcija se odnosi na metabolizam visokog intenziteta baziran
na kiseoniku i detoksikaciju u jetri i bubrezima. Portalna vena dovodi
krv iz crijeva u jetru i, ako se ne detoksikuju u crijevima, ksenobiotici
moraju biti neutralisani hepatocitima (Songi sar., 2000; Fernandez-
Checa i Kaplowitz, 2005; Izzet i sar., 2005; Xue i sar., 2008). Pored
toga, jetra je vazan biosinteticki organ u kome se ROS proizvode u
znacajnim koli¢inama kao sporedni proizvodi sinteze ATP-a (adenozin
trifosfat, engl. Adenosine Triphosphate) u elektron transportnom
lancu mitohondrija ili kao rezultat biosinteza koje ukljucuju razlicite
oksigenaze. U bubrezima se, takode, nalazi efikasan GSH sistem koji
ima funkciju u odbrani od ROS-a (Griffith i Meister, 1979; Lash, 20009;
Benipal i Lash, 2011).

GSH je pronaden u svim ¢elijama sisara. Najvaznije funkcije GSH su:
. zastita od ROS-a;

2. detoksikacija endogenih i egzogenih toksi¢nih supstanci elektrofilne

—

prirode;
3. odrzavanje esencijalnog tiolnog statusa proteina i drugih molekula;

. skladiStenje rezervi cisteina kako u celiji tako i za interorganski

N

transfer;

. redukcija ribonukleotida u dezoksiribonukleotide;

. formiranje Fe-S proteina;

transport bakra i gvozda i

© 3 o W

. prenoSenje signala iz okoline za ¢elijsku transkripciju.
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Kod biljnih ¢elija, GSH je prisutan u veéini ¢elija i sub¢elijskih
kompartmana. Nivo GSH smanjuje se sa staros¢u tkiva i varira u
odnosu na uslove u okolini - nivo GSH je visi na svjetlosti u odnosu
na mrak. Na celijskom nivou, koncentracija GSH je najveéa u
hloroplastima, izmedu 1 i 4 mM, ali se u znacajnoj kolicini GSH
akumulira i u citoplazmi (Koffler i sar., 2013). Glutation je, uglavnom,
u redukovanoj formi oko 70% u hloroplastima je¢ma i 90% u

hloroplastima graska.

Glutation u biljnoj celiji moze funkcionisati kao antioksidant na
nekoliko nacina:

1. direktno reaguje sa singlet kiseonikom, superoksid anjon radikalom
i vodonik peroksidom;

2. stabilizuje membranske strukture uklanjajuéi acil perokside nastale
tokom lipidne peroksidacije;

3. omogucava regeneraciju askorbata u reakciji koju Kkatalizuje
dehidroaskorbat reduktaza;

4. glutation moze da redukuje DHA preko neenzimskog mehanizma na
pH > 7ikoncentracijama GSH ve¢im od 1 mM, $to moze biti znaéajan
put za regeneraciju DHA u hloroplastima cija je stromalna pH na

svjetlosti oko 8 i koncentracija GSH moZe biti ve¢a od 5 mM.

1.4 Proizvodnja i uklanjanje reaktivnih vrsta kiseonika
u animalnoj ¢celiji

1.4.1 Funkcije i mehanizam djelovanja reaktivnih vrsta
kiseonika na fizioloSkom i patoloSskom nivou

Svi zivi organizmi moraju uravnoteziti proizvodnju i uklanjanje
ROS-a. Na fizioloSkom nivou, pored uloge u uniStavanju patogena
u imunoloskoj odbrani od spoljasnje povrede ili sintezi celijskih
struktura kao Sto su proteinski kompleksi (Saperoni, proteozomi),

ROS funkcionisu kao redoks glasnici tj. sekundarni glasnici (Slika
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13). Celije mogu da generisu ROS konstitutivno i u odgovoru na
egzogene stimuluse, te da ih koriste za intracelularnu signalizaciju i
za stimulaciju redoks osjetljivih signalnih puteva da bi modifikovali
celijski sadrzaj citoprotektivnih regulatornih proteina. Dakle, ROS
kontroli$u proinflamatornu signalizaciju, profibroti¢ku signalizaciju,
proliferaciju c¢elija, apoptozu i niz drugih bioloskih procesa bez
ostecenja makromolekula. ROS uéestvuju i u kontroli krvnog pritiska
(Wolin, 2000), posrednici su u biosintezi prostaglandina (Kuehl i
Egan, 1980), u embrionalnom razvoju (Saugstad, 2001) i djeluju
kao signalni molekuli unutar ¢elije i izmedu c¢elija tokom njihovog
zivotnog vijeka (Benhar i sar., 2002). ROS su u stanju da indukuju
redoks osjetljive signalne kaskade koje dovode do povetanja
ekspresije antioksidativnih enzima u svim zZivim organizmima, od
jednostavnih bakterija do slozenih sisara. Povecéanje efikasnosti
antioksidativnog odbrambenog sistema, obezbijedeno genetskim
odgovorom, omogucava celijama da prezive izlozenost oksidantima
koja bi, inace, bila smrtonosna. Kod sisara, transkripcija gena koja
odreduje opstanak c¢elije moze biti aktivirana pomo¢u ROS-a na
dva nacina:
1. preko faktora transkripcije, koji mogu direktno da interreaguju sa
specificnim DNK motivima na promotorima ciljnih gena i
2. putem mitogen aktiviranih protein kinaza (MAPK ili MAP kinaza),
koje, aktivirajuci transkripcione faktore, pokre¢u transkripciju ciljnog
gena (Scandalios, 2005). Postoje dva mehanizma kojim ROS inicira
celijsku signalizaciju, a to su modifikacija ciljnih proteina i promjena
intracelularnog redoks stanja (Thannickal i Fanburg, 2000).

Smatra se da je aktivnost redoks glasnika posredovana ROS-om
veca u poredenju sa oSte¢enjima makromolekula posredovanih ROS-
om. Redoks stanje u citoplazmi se obi¢no postize kapacitetom ,,redoks
pufera®intracelularnih tiola, kao §to su GSH i Trx. To su glavni “redoks

¢vorovi“ koji kontrolisu fizioloski vazne procese. Ukljucivanje cisteina
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(Cys)/cistina (CySS) kao redoks kontrolnog ¢vora (osim GSH i Trx)
znacajno prosiruje redoks opseg. Odnosi redukovanog/oksidovanog
oblika ova tri centralna para (GSH/GSSG; Trx_,/Trx_; Cys/CySS)
strogo su kontrolisani u c¢eliji. Njihova funkcija podrazumijeva

.
ox’

kontrolu redoks stanja tiola koji se mogu oksidovati (odnos SH/SS
ili ,prekidac¢i sumpora“) u proteinima. Visok odnos redukovanih
i oksidovanih oblika tiola odrzava se aktivho$¢u GSH reduktaze
i Trx reduktaze. Odnos SH/SS koristi se za odrZavanje strukture
proteina, transporta proteina i za regulaciju enzimske aktivnosti,
celijske signalizacije, aktivnosti receptora, faktora transkripcije i
transportera. Vecina istrazivanja redoks signalizacije fokusirana je, s
jedne strane, na H202 i druge ROS kao oksidanse za signalne proteine.
S druge strane, istrazivanja su usredsredena na oksidaciju boc¢nih
lanaca cisteina i metionina koji sadrze sumpor sa ROS-om, §to moZze
dovesti do viSih oksidacionih stanja sumpora. Dok ‘OH moze izazvati
ireverzibilna oSte¢enja makromolekula sa niskom specificnoscu,
glavne mete blagog oksidansa kao $to je H202 su tiolne grupe ostataka
proteina cisteina. U stvari, O2'-, *OH i 'O2 nisu sekundarni glasnici
jer nemaju specificnost u interakciji sa efektorima u signalnim
putevima. Vodonik peroksid specificno oksiduje tiole §to omogucéava
njegovo funkcionisanje kao sekundarnog glasnika. Shodno tome,
signalni enzimi i proteini koji sadrze ostatke cisteina, predlozeni
su kao potencijalne mete za djelovanje ROS-a. Sumpor iz cisteina u
ovim proteinima moze biti reverzibilno ili ireverzibilno oksidovan u
sulfensku kiselinu (-SOH), sulfinsku kiselinu (-SO2H), disulfidnu vezu
(-SSR) ili sulfonsku kiselinu (-SO3H), a za njih se u pocetku smatralo
da su markeri oksidativnih osStecenja. Formiranje sulfinske i sulfonske
kiseline je nepovratno i stoga nisu ukljuéene u signalnu reakciju.
Suprotno tome, disulfidne veze i proteinske sulfenske kiseline
lako se mogu redukovati sistemima kao $to su Trx i Prx i smatraju

se posrednicima redoks signalizacije. Prema tome, ROS formirani
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u mitohondrijama i citoplazmi uti¢u na redoks stanje ostataka
cisteina u proteinima. Ovo predstavlja regulatorni mehanizam koji
odreduje konformaciju i funkciju proteina. ROS su, takode, kriti¢ni
za uspostavljanje protein-protein interakcija kao i protein-DNK
interakcija koje uklju¢uju mnoge aspekte puteva transdukcije signala.

Kao rezultat izlozenosti razli¢itim stimulusima, koncentracija
intracelularnih ROS povecava se i moze dovesti do oksidacije ostataka
cisteina u citoplazmtskim proteinima kao Sto su kinaze i fosfataze,
sto na kraju utice na procese transdukcije signala. H202 moze
indukovati fosforilaciju tirozinskih ostataka proteina u zavisnosti
od regulacije redoks statusa. Ova regulacija odredena je sadrzajem
tiolnih jedinjenja u celiji, prije svega sadrzajem GSH. Kroz ovaj
mehanizam aktivira se nekoliko proteina, posebno kinaza (npr. PTK,
protein-tirozin kinaze). Mehanizmima fosforilacije/defosforilacije
svoje signale prenose faktor rasta i citokini. Pored toga, fosforilacija/
defosforilacija indukuju nizvodne signalne puteve koji ukljucuju
MAPK i fosfoinozitol 3-kinaze (PI3K). Suprotno tome, inhibicija
fosfataza posredovana je oksidacijom reaktivnog cisteinskog ostatka
u aktivhom centru i inhibicijom njegove kataliticke aktivnosti (npr.
proteinske tirozin fosfataze (PTP) sposobne su da defosforiliSu PTK).
Dakle, fosfataze se direktno oksiduju pomoc¢u ROS-a sto dovodi do
njihove inhibicije i na kraju do kontinuirane aktivacije signalnih
puteva (Slika 15).

Ovakav nacin signalizacije ima kljuénu ulogu u proliferaciji i
prezivljavanju celija kao odgovor na hormon faktor rasta i stimulaciju
citokina. Stavise, ROS moZe direktno modifikovati aktivaciju klju¢nih
signalnih molekula kao S$to su faktori transkripcije. Oni djeluju
kao sistemi glavnog prekidaca (regulatora odnosa SH/SS) u viSim
organizmima, znacajno odredujuc¢i profil ekspresije gena i celijski
odgovor na oksidativni stres (Slika 13).
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Slika 13. Funkcije ROS-a na fizioloSkom nivou
(ROS - reaktivne vrste kiseonika; Trx - tioredoksin; Cys/CySS - cistein/cistin;
GSH - glutation; PTK - protein tirozin kinaze; MAPK - protein kinaza aktivirana
mitogenom; PI3K - fosfoinozitid 3-kinaza; PTP- protein-tirozin fosfataze).
Created with BioRender.com (Kreirano u BioRender-u).

Druge funkcije ROS-a ukljucuju ucéesée u procesima mitoptoze!
i autofagije. Osim toga, postoji unakrsna signalizacija proizvodnje i
uklanjanja ROS-a i na taj nacin dolazi do pomjeranja redoks ravnoteze

iz oksidovanog u redukovano stanje i obrnuto (Checa i Aran, 2020. i

reference u okviru rada).

Osim u mitohondrijama i citoplazmi, ROS se, takode, proizvode

u peroksizomima [-oksidacijom masnih kiselina, mikrozomalnim

1 programirana eliminacija mitohondrija u zivim ¢éelijama i sluzi za zastitu ¢elija od neispravnog
funkcionisanja oste¢enih mitohondrija.
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citohromom P450 enzimima, metabolizmom ksenobiotika,
stimulacijom  fagocitoze patogenima ili lipopolisaharidima,
metabolizmom arginina i tkivno specifi¢nim ¢elijskim enzimima (Valko
i sar., 2007; Phaniendra i sar., 2015). Intracelularna proizvodnja
ROS-a i lokalni redoks status vazni su za razumijevanje patofiziologije
¢elije. Neki subcelijski kompartmani sadrze vise oksidovanih oblika
(kao sto je endoplazmati¢ni retikulum, lizozomi ili peroksizomi), dok
drugi (mitohondrije, jedro) sadrze viSe redukujuéih oblika: GSH/
GSSG; Trx ,/Trx_; Cys/CySS. Dakle, nivoi ROS-a mogu da variraju
izmedu ¢elijskih kompartmana i mogu dovesti do korisnih efekata
ili patologije. Povecan nivo ROS-a ima Stetne efekte na homeostazu,
strukturu i funkciju celije i rezultira oksidativnim stresom. Poremecaj
celijske redoks ravnoteze faktor je rizika za razvoj razli¢itih patoloskih
stanja, kao Sto su razlicite vrste dijabetesa, neurodegenerativne bolesti,
kardiovaskularne bolesti, kancer, katarakta, astma, reumatoidni
artritis, zapaljenje, opekotine, bolesti crijevnog trakta i ishemijskih i
postishemijskih stanja (Slika 14) (Phaniendra i sar., 2015).

diabetes
mellitus

oStecCenje jetre

reumatoidni
artritis
Uloga ROS astma
u patoloskim
starenje StaIl_]llTla
katarakta
kancer
. kardiovaskularne
neurodegenerativne

bolesti el

Slika 14. Uloga ROS-a u patoloskim stanjima u humanoj celiji.
Created with BioRender.com (Kreirano u BioRender-u).
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1.4.2 Formiranje singletnog kiseonika posredovano

leukocitim

Leukociti ili bijela krvna zrnca su krvne c¢elije imunog sistema
¢ija je osnovna uloga da Stite organizam od mikroorganizama
(bakterija, virusa, gljivica i parazita) i stranih tijela koja prolaze kroz
prirodne barijere koze i sluzokoZe. Na osnovu prisustva granula,
leukociti se dijele na granulocite i agranulocite. Granule sadrze niz
enzima i drugih supstanci sa antimikrobnim dejstvom i imaju ulogu
uniStavanja i razgradnje mikroorganizama koja bijela krvna zrnca
unose u citoplazmu procesom fagocitoze. Postoje tri tipa granulocita:
neutrofilni, eozinofilni i bazofilni granulociti. Agranulociti ili
mononuklearni leukociti su bijela krvna zrnca koja, pod opti¢kim
mikroskopom, ne sadrze obojene granule u citoplazmi. Ova grupa

ukljucuje limfocite, monocite i makrofage.

Neutrofili, ukljucujué¢i ljudske neutrofile, proizvode singletni
kiseonik koji se koristi za ubijanje bakterija kroz formiranje ozona.
Smatra se da proizvodnja singletnog kiseonika od strane neutrofila
zavisi od mijeloperoksidaze (MPO) koja katalizuje formiranje hipohlorne
kiseline (HOCI) iz H20z2 i hloridnih jona (jednacina 1), pra¢eno reakcijom
HOCI sa anjonom vodonik peroksida (HO2") (jednacina 2). Medutim,
znacaj reakcije izmedu HO2" i HOCI u fizioloskim okruzenjima kao Sto
je intrafagozomalna sredina, moze biti ograni¢en prisustvom drugih
reaktanata za HOCI, odnosno mogu da postoje alternativni putevi
generisanja 'O2 od strane neutrofila, ukljucujuéi spontanu dismutaciju
O2- (jednacdina 3). Utvrdeno je, takode, da je proizvodnja O2 u
posljednjoj reakciji mala (jednacina 3). Peritonealni makrofagi, kojima
nedostaje MPO, imaju veéu proizvodnju 'O2 od neutrofila. U fagozomu
makrofaga, reakcija izmedu NO* i O2"desava se kontrolisanom brzinom
difuzije pri ¢emu se formira peroksinitrit (ONOO") (jednacina 4),
koji reaguje sa H202 i proizvodi 'O2 (jednacina 5). Reakcija NO* sa

H202, takode, dovodi do proizvodnje 'O21i u sistemu koji generise O2"
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(jednacina 6). Eozinofil peroksidaze proizvode 'O2 reakcijom izmedu
HOBr i HO2 (jednacdina 7) (Onyango, 2016 i reference u okviru rada).

H,0, + CI' + H" — HOCI + H,0 (1)
HOCl + HO,, — H,0 + CI' + '0, ()
Oy + 0y + 2H  —> 0, + H,0, (3)
0y” + NO© ——— ONOO" (4)

NOO® + H,0, — ONO" + H,0 + 'O, (5)

Oy + H,0, — !0, + "OH + OH" (6)
1
0]
H202 o 102 —_— H203 _2> HzOz +O3 (7)
Konzumacija hrane koja je bogata “gasiteljima” (engl.
quenchers) singletnog kiseonika (karotenoidi, tokoferoli, askorbat) i
komponentama s protivupalnim djelovanjem, ukljuc¢ujuéi probiotike,

moze dovesti do smanjenja veéih koncentracija 'Oz.

1.4.3 Proizvodnja reaktivnih vrsta kiseonika u

mitohondrijama

U aerobnim c¢elijama, mitohondrije su neophodne za brojne
osnovne funkcije, ukljucujuci disanje i proizvodnju energije, regulaciju
intracelularne koncentracije kalcijuma i kontrolu oksidacije masnih
kiselina. Dugo vremena, mitohondrije su razmatrane samo zbog
svoje uloge u proizvodnji energije. One koriste oko 95% O2 celije da
bi sintetisale energiju oksidacijom hranljivih supstanci i prenosom
elektrona na nosace elektrona kao Sto su NAD*, FMN i FAD.
Redukovani oblici NAD*, FMN i FAD, prenose elektrone na komponente
respiratornog lanca i kona¢no na O2 kao krajnji akceptor u procesu

koji podrazumijeva niz koraka, u kojima se smanjuje potencijalna
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energije elektrona i na kraju se oslobada energija. U proces je uklju¢eno
nekoliko redoks centara, velikim dijelom organizovanih u cetiri
proteinska kompleksa koji su smjeSteni unutar unutrasnje membrane
mitohondrija. Kompleksi I i IT prenose elektrone na ubikinon, nosac
elektrona rastvorljiv u lipidima i lokalizovan u unutrasnjoj membrani
mitohondrija. Sa ubikinona elektroni prolaze kroz Kompleks III, zatim
citohrom c¢ (drugi pokretni nosac) i Kompleks IV, do O2. Smanjenje
potencijalne energije elektrona koristi se za pumpanje protona iz
matriksa mitohondrija u intermembranski prostor, ¢ime se uspostavlja
protonmotorna sila. Protonmotorna sila vra¢a protone u matriks kroz
ATP sintazu mitohondrija sto dovodi do sinteze ATP (Slika 15).

Citoplazma

POOOOOOONNNNNNNNNO0N00000000000000000000000000000 e
Spoljasnja
membrana

DOOGOO0000000000000000000000000000000000000000000004 [ ]
Intermembranski
prrostor

POOOOONSOOO
UnutraSnja
membrana

Mitohondrijalni
matriks

NADH  NAD* Sukcinat Fumarat
+2H* +2H*

Elektron transportni lanac

Slika 15. Shema oksidativne fosforilacije na unutrasnjoj mitohondrijalnoj
membarni animalne/Zivotinjske ¢elije sa naznadenim mjestima sinteze
ROS-a. Oznake na slici: kompleks I - I, kompleks II - II, kompleks III - IIT i
kompleks IV - IV, CoQ - ubikinon, Cyt c - citohrom ¢, NADH - redukovani
oblik nikotinamid adenin dinukleotida, NAD+ - oksidovani oblik nikotinamid
adenin dinukleotida, FAD — oksidovani oblik flavin adenin dinukleotida,
FADH2 - redukovani oblik flavin adenin dinukleotida, ADP - adenozin
difosfat, ATP — adenozin trifosfat.
Created with BioRender.com (Kreirano u BioRender-u).

50



Otkrice da je prenos elektrona u unutrasnjoj membrani
mitohondrija povezan sa formiranjem ROS-a sugerisalo je ukljuc¢enost
mitohondrija u degenerativhe procese povezane sa mnogim
bolestima i starenjem. Primarno generisani ROS u mitohondrijama,
jednovalentnom redukcijom su O2* koji se mitohondrijalnom SOD
(Mn SOD) prevode u H202. Vodonik peroksid moze biti detoksikovan
pomocu CAT-e ili GPx-e. S druge strane, nastali H202 moze se
prevesti u "OH radikal u Fentonovoj reakciji. Glavna mjesta ukljucena
u proizvodnju ROS-a u mitohondrijama su kompleksi I i III (Quinlan
i sar., 2013). Medutim, detektovana je proizvodnja ROS-a koja je
zavisna od sukcinata, Kompleksom II iz skeletnih miSi¢a pacova
(Quinlan i sar., 2013) i proizvodnja zavisna od glicerol 3-fosfata
Kompleksom II iz nekoliko tkiva pacova (Orr i sar., 2012). Do danas,
relativni doprinos svakog Kompleksa proizvodnji ROS-a jo$ uvijek
je nepoznat, dijelom zbog koriséenja razli¢itih metoda istrazivanja,
supstrata (Brand, 2010) i izvora mitohondrija (Kwong i Sohal, 1998).
Kompleks I i Kompleks III oslobadaju Oz u matriks gdje moze da
osteti mitohondrijalnu DNK, dok kompleks III takode oslobada
O2- ali u intermembranski prostor, gdje nastali O2~ lakSe moze
difundovati u citoplazmu (Brand, 2010). Nastali O2" u respiratornom
lancu mitohondrija uklanja Mn SOD u mitohondrijalnom matriksu i
Cu/Zn SOD u citoplazmi.

1.4.3.1 Druga mitohondrijska mjesta proizvodnje
reaktivnih vrsta kiseonika

Eksperimenti sa izolovanim enzimima ili mitohondrijama
pokazali su da se ROS proizvode od strane nekoliko oksidoreduktaza
lokalizovanih u membrani mitohondrija (Andreyev i sar., 2005),
¢iji je doprinos proizvodnji ROS-a u mitohondrijama jo$ nepoznat.
Oksidoreduktaze na membranama mitohondrija su: monoamin
oksidaze, koje proizvode H202 brzinom koja u mitohondrijama mozga

moze biti veca od onih iz drugih mitohondrijalnih izvora (Hauptmann
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i sar., 1996); dihidroorotat dehidrogenaze, koje in vitro, u odsustvu
koenzima Q, prirodnog akceptora elektrona, mogu da proizvode
H202 (Loffler i sar., 1996); a-glicerofosfat dehidrogenaze, za koje se
navodi da proizvode H202 u mitohondrijama misa (Kwong i Sohal,
1998) i pacova (Quinlan i sar., 2013) oksidujuéi glicerol-3-fosfat;
sukcinat dehidrogenaze, koje proizvode ROS kada se izoluju i ugrade
u lipozome u odsustvu koenzima Q (Zhang i sar., 1998) i kompleks
a-ketoglutarat dehidrogenaze, za koji je utvrdeno da generise i O2" i
H202 u izolovanim mitohondrijama mozga misa (Starkov i sar., 2004).

1.4.4 Citoplazma

Nekoliko c¢elijskih komponenti, ukljucuju¢i tiole, hidrohinone,
kateholamine i flavine, doprinose intracelularnoj proizvodnji
O2"- jer mogu da udestvuju u redoks reakcijama. Stavise, nekoliko
citoplazmati¢nih enzima proizvodi ROS tokom svoje kataliticke
aktivnosti. NajviSe proucavani enzim koji proizvodi ROS u citoplazmi
je ksantin oksidaza (KSO). U zdravim tkivima, ksantin dehidrogenaza
(KSDH) je enzim koji katalizuje oksidaciju hipoksantina u ksantin i
ksantina u mokraé¢nu kiselinu pri ¢emu NADP+ koristi kao akceptor
elektrona. Suprotno tome, u osStecenim tkivima, bilo reverzibilnom
oksidacijom ostataka cisteina ili ireverzibilnom Ca?*-stimulisanom
proteolizom, enzim prelazi iz oblika dehidrogenaze u oblik oksidaze,
koji prenosi elektrone na molekularni O2 proizvodeci O2- tokom
oksidacije ksantina ili hipoksantina (McCord, 1988) (Slika 16).
Superoksid anjon radikal nastao u citoplazmi uklanja Cu/Zn SOD.

Autooksidacije hemoglobina (Hb) i mioglobina su izvor O2™
u fizioloskim uslovima i posebno u stanjima ishemije i reperfuzije
(Shikama, 1998; Gunther i sar., 1999; Bonaventura i sar., 2013; Rifkind
i sar., 2015). Zbog toga eritrociti sadrze velike koli¢ine enzimskih i
neenzimskih antioksidanata, pri ¢emu jednu od najznacajnih uloga
ima Cu/Zn SOD u uklanjanju O2".
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Slika 16. Oksidacija ksantina u hipoksantin i hipoksantina u mokra¢nu
kiselinu katalizovana hipoksantin oksidazom uz nastanak O2".
Kreirano u ChemDraw Professional 15.

1.4.5 Endoplazmatiéni retikulum

Endoplazmati¢ni retikulum (ER) ukljuéen je u visestruke funkcije,
kao Sto su sinteza, uvijanje i transport proteina do Goldzijevog aparata,
lizozoma, transport sekretornih proteina i proteina na ¢elijskoj povrsini,
skladistenje kalcijuma, metabolizam lipida i, u nekim tipovima ¢celija,
detoksikacija lijekova. Glatki ER predstavlja lanac transporta elektrona,
koji ¢ine dva sistema posvecena metabolizmu ksenobiotika i uvodenju
dvostrukih veza u masne Kkiseline, koje takode mogu da proizvode
ROS-a (Di Meo i sar., 2016 i reference unutar rada). U uslovima stresa,
ER ima ulogu redoks signalizatora ¢ija je klju¢na uloga u generisanju
ROS i regulaciji procesa uvijanja i sekrecije proteina (Zeeshan i sar.,
2016). Mikrozomalni citohrom-P450, zavisni sistem monooksigenaze,
koji ucestvuje u oksidativnom metabolizmu ksenobiotika, jedan je od
glavnih proizvodaca ROS-a u ¢eliji jetre (Cederbaum, 2017).

1.4.6 Peroksizomi

Peroksizomi ucestvuju u razgradnji H202 u reakciji katalizovanoj
CAT-om. Takode, u peroksizomima se odvija - i a-oksidacija masnih
kiselina, metabolizam aminokiselina i glioksalata i sinteza lipidnih

jedinjenja. Vecina enzima koji katalizuju ove procese, proizvode ROS
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tokom svoje aktivnosti. Oko 35% H202 formiranog u jetri pacova
proizvedeno je od strane peroksizomalnih oksidaza (Boveris i sar.,
1972). Od ukupne koli¢ine vodonik peroksida generisanog unutar
peroksizoma, 20-60% lako difunduje kroz peroksizomalnu membranu
u okolni medijum. Vodonik peroksid difunduje kroz kanal propustljiv
za male rastvorene supstance (Rokka i sar., 2009) iako se H202
generisan urat oksidazom lokalizovanom u peroksizomima moze
direktno osloboditi u citoplazmu kroz tubule kristaloidnog jezgra (Fritz
i sar., 2007). Uprkos visokom sadrzaju katalaze, peroksizomi nisu
u stanju da sprijece oslobadanje H202. Peroksizomi sadrze ksantin
oksidazu (Angermiiller i sar., 1987), inducibilni oblik azot oksid sintaze
(Stolz i sar., 2002) i enzime koji proizvode O2i NO-. Sintetisani O2"
i NO® brzo reaguju formiraju¢i ONOO" i H202, a posljedica moZze biti
generisanje "OH radikala u Fentonovoj reakciji. Zbog toga peroksizomi
predstavljaju i potencijalni izvor visoko reaktivnih kiseoni¢nih vrsta.
Katalaza je glavna oksidoreduktaza odgovorna za metabolizam H202.
U fizioloskim uslovima, difuzija H202 iz peroksizoma sprecava se
brzom transformacijom H202 u O2 u reakciji koju katalizuje CAT. Posto
su, ako se ne kontrolisu, ROS i RNS veoma Stetni, peroksizomi, pored
katalaze, sadrze i druge antioksidativne enzime kao $to su Cu/Zn SOD
(SOD1), peroksiredoksin i GST (Fritz i sar., 2007; Fransen i sar., 2012).
Medutim, u svjetlu njihove sposobnosti da proizvode reaktivne vrste
koje mogu difundovati kroz membrane peroksizoma, kao sto su H202 i
NOr, vrlo je vjerovatno da, u nekim fizioloskim ili patoloskim uslovima,
peroksizomi mogu djelovati kao izvor H202 i NO* u ¢elijama (Fritz i
sar., 2007; Di Meo, 2016).

Donedavno su lizozomi smatrani mjestima za terminalnu
degradaciju makromolekula. Osim u mitohondrijama, gdje ubikinon

ima bioenergetske i patofizioloske funkcije, neobi¢no velika koli¢ina
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ubikinona detektovana je u lizozomima. Unutrasnjost lizozoma se
razlikuje od ostalih organela po niskoj pH vrijednosti koja je vazna da bi
se obezbijedila optimalna aktivnost hidrolitickih enzima. Redoks ciklus
ubikinona povezan je sa prihvatanjem i oslobadanjem protona, pa se
pretpostavlja da je ubikinon dio redoks lanca koji doprinosi jednostranoj
distribuciji protona. Lizozomski lanac transporta elektrona, koji ucestvuje
u regulaciji transporta protona da bi se odrzao optimalni pH za kisele
hidrolaze, ucestvuje u stvaranju ‘OH radikala (Nohl i Gille, 2005).

1.4.8 Membranski vezana NADPH oksidaza

Glavni izvor ROS-a u plazma membranama je NADPH oksidaza
vezana za membranu koja proizodi O2' - koji je odgovoran za ubijanje
bakterijskih ¢elija (Nohl i Gille, 2005; Rada i Leto, 2008). Proteini
NADPH oksidaza jedina su porodica enzima ¢ija je jedina fizioloska
funkcija u ¢eliji proizvodnja ROS-a (Lambeth i Neish, 2014).

1.4.9 Mikrozomalni citohrom P450 (Cyt P450) enzim

Glavna uloga mikrozomalnih citohrom P450 monooksigenaznih
enzimskih sistema (Cyt P450) je aktivacija molekulskog kiseonika
do jedinjenja ¢ija reaktivnost omogucava napad na relativno inertna
hemijska mjesta, kao Sto su neaktivne C-H veze i aromatiéni prsten.
Za razliku od fotosistema II (PSII) koji katalizuje formiranje O-O
veze, citohromi P450 (P450), ¢lanovi superfamilije hemoproteina,
katalizuju cijepanje O-O veze molekula kiseonika, pri ¢emu unose
jedan atom kiseonika u neaktivne ugljovodonike. Kataliti¢ki ciklus
odvija se u viSe koraka i podrazumijeva unos dva elektrona sa
NADPH-citohrom P450 reduktaze, jedan po jedan, i prenose na O2.
Tom prilikom se mogu formirati i osloboditi O2'-i H202 (Klaassen
i Watkins, 2015). I Cyt P450 i NADPH-citohrom P450 reduktaza
su enzimi u membrani mikrozoma (odvojenih od ER-a). ROS se,

takode, proizvode pomocu sistema citohroma P450 koji je ukljucen u
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katabolizam ksenobiotika u endoplazmati¢énom retikulumu (Schrader
i Fahimi, 2006). Mikrozomalni Cyt P450 jedan je od glavnih
proizvodaca ROS-a u celiji jetre (Stadtman, 1986). Koris¢enjem
NADPH kao supstrata pokazano je da mikrozomi doprinose

proizvodnji H202 u jetri pacova sa 45% (Boveris i sar., 1972).

1.5 Proizvodnja i uklanjanje reaktivnih vrsta kiseonika

u razlicitim organelama biljne celije

Za biljne celije, ROS nisu vazni samo kao odgovor na spoljasnji
stres ve¢ je njihova prozvodnja vazna i u normalnim fizioloSkim
uslovima, npr. za izduzivanje celija, za rast cjevCica polena, rast
korijenovih dladica, polaritet ¢elija i formiranje Kasparijevih traka
(Castro i sar., 2021). Abioticki i bioticki stres dovode do proizvodnje
ROS-a u nekoliko razli¢itih subcelijskih kompartmana pri éemu je
proizvodnja ROS-a strogo koordinisana i regulisana. Nastajanje
ROS-a u razlic¢itim organelama moze smanjiti Stetnu prirodu ROS-a.
Akumulacija ROS-a unutar celije, uglavnom je posljedica nastanka
ROS-a kao nusproizvoda metabolickih procesa u hloroplastima i
mitohondrijama. Biljne eukariotske ¢elije razvile su kompleksne mreze
signalizacije koje omoguéavaju hloroplastima i mitohondrijama da
reguliSu ekspresiju gena u jedru (retrogradna signalizacija). H202
iz hloroplasta i mitohondrija djeluje kao retrogradni signal tako Sto
interreaguje sa faktorima transkripcije koji uti¢u na ekspresiju gena
u jedru. ROS, koje su nastali u horoplastima, djeluju kao senzori
promjena u okolini jer regulisu ¢elijsku komunikaciju i ekspresiju gena.
Prijem signala posredovanih ROS-om ne funkcioniSe na nacin receptor-
ligand ve¢ je prijem signala putem redoks modifikacije, Sto rezultira
promjenom u strukturi proteina, u lokalizaciji, aktivnosti i protein-
protein interakcijama. Glavni mehanizam za prenos ROS signala je
oksidacija cisteina. Osim cisteina, oksidacija metionina i tirozina moze

biti nacin prenosenja signala putem ROS-a (Castro i sar., 2021).
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1.5.1 Hloroplasti

Proizvodnja ROS-a u hloroplastima je povezana sa procesom
fotosinteze. Jedinstvena za hloroplaste je proizvodnja singlet kiseonika,
102, visokoreaktivnog neradikalskog ROS-a. Singletno stanje kiseonika
nastaje unutar tilakoidnih membrana, uglavnom prenosom energije
sa ekscitovanog tripletnog stanja hlorofila (3Chl") u fotosistemu II
(PS II) na osnovno stanje molekulskog kiseonika (302) (Waszczak i
sar., 2018). Nema enzimskog sistema za uklanjanje singlet kiseonika.
Uklanjanje 'O2 odvija se kroz reakcije sa karotenoidima, tokoferolima
i membranskim lipidima. Proizvodi razgradnje (-karotena indukovani
102, ukljuceni su u retrogradnu signalizaciju hloroplasta (Waszczak i
sar., 2018). Redukcijom kiseonika sa jednim elektronom na fotosistemu
I (PSI), dolazi do nastanka umjereno reaktivnog superoksid anjon
radikala. Superoksid anjon radikal se dismutacijom prevodi do H202 na
stromalnoj strani tilakoidne membrane, spontano ili enzimski, u reakciji
koju katalizuje superoksid dismutaza. U hloroplastima su dvije SOD
izoforme, FeSOD i Cu/ZnSOD. U stromi hloroplasta, H202 uklanja se
u reakcijama koje katalizuju APX i peroksiredoksini. Peroksiredoksini
koriste kataliticki mehanizam zasnovan na oksidaciji/redukciji tiola
za redukciju H202. Regeneracija Prxs moze se odvijati pomocu TRX,
glutaredoksina (GRX) i tioredoksin reduktaze zavisne od NADPH.
Nastanak H202 fotorespiracijom i posljedi¢ne promjene u aktivnostima
i koncentraciji antioksidanata hloroplasta, prepoznate su kao parametri
koji ukazuju na uticaje iz spoljasnje okoline. Ti uticaji dovode do

promjena u ekspresiji u jedru usljed retrogradne signalizacije.

1.5.2 Mitohondrije

U fotosintetskim tkivima, doprinos mitohondrija ukupnoj celijskoj
proizvodnji ROS-a relativno je nizak, ali promjene redoks ravnoteze
u mitohondrijama mogu biti odraz uticaja spoljasnje sredine na

biljke. Proizvodnja ROS-a u mitohondrijama usko je povezana sa
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elektron transportnim lancem u unutrasnjoj membrani mitohondrija.
Kompleksi I, II i IIT u mitohondrijama glavni su izvori O2'-, pri ¢emu
je doprinos pojedina¢nih kompleksa tesko procijeniti. Kompleksi I
i II proizvode O2' - na matriksnoj strani unutrasnje mitohondrijalne
membrane. U Zzivotinjskim mitohondrijima, Kompleks III proizvodi
O2- s obje strane unurasnje membrane mitohondrija pa se zbog
sli¢nosti sa zivotinjskim Kompleksom III moze pretpostaviti da se i kod
biljaka proizvodnja O2~ odvija sa obje strane unutrasnje membrane
mitohondrija. ROS bi u medumembranskom prostoru mogao imati
signalnu funkciju kod biljaka slicnu kao kod zivotinja (Bleier i
Drose, 2013; Waszczak i sar., 2018). Zbog propusnosti spoljasnje
membrane mitohondrija, nastali ROS se iz medumembranskog
prostora mitohondrija mogu difundovati u citoplazmu i biti uklonjeni
djelovanjem antioksidatvnog sistema citoplazme. Poslednji korak
biosinteze askorbata odvija se u medumembranskom prostoru
mitohondrija i nastali O2"- moze se direktno ukloniti sa AsA. Na taj nacin,
moze se promijeniti redoks stanje AsA i tako promijenjeno djelovati kao
signal. U matriksu mitohondrija, O2" se dismutira do H202, spontano
ili u reakciji, koju katalizuje MnSOD. H202 se uklanja djelovanjem
peroksiredoksina, APX-a i preko askorbat-glutation ciklusa.

1.5.3 Peroksizomi

Pri koncentracijama CO2 koje su danas u atmosferi, znacajna
je oksigenazna aktivost Rubisc-a pri kojoj nastaju 2-fosfoglikolat i
3-fosfoglicerat. Nastali 2-fosfoglikolat metabolizira se do glikolata,
koji se zatim transportuje do peroksizoma, gdje se u reakciji koju
katalizuje glikolat-oksidaza prevodi do glioksalata uz nastanak H202.
U fotosintetski aktivnim tkivima, proizvodnja ROS-a u peroksizomima
je usko povezana sa fotosintezom i odgovorna je za ve¢inu generisanih
ROS-a. Medutim, posto peroksizomi imaju snaZzan sistem za
uklanjanje H202, protok kroz proces fotorespiracije (oksigenazna
aktivnost Rubisc-a) ne znaéi nuzno povecéanje koncentracije H202.
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Katalaze su glavne antioksidativne komponente za uklanjanje H202
u peroksizomima. Iako CAT ima nizak afinitet za H202, ona efikasno
uklanja H202 nastao u procesu fotorespiracije i na taj na¢in moze se
zadrzati koncentracija H202 ispod 10 uM. Postojanje peroksizomalnih
APX i enzima AsA-GSH pokazano je za viSe biljnih vrsta, ali je njihov

doprinos uklanjanju H202 relativno nizak.

1.5.4 Apoplast

Apoplast je prostor izmedu biljnih celija, ukljucujuéi i celijske
zidove, preko kojih se odvija razmjena hranjivih suptanci i signala
izmedu biljnih ¢elijja i spoljasnje sredine. Biljke cesto reaguju na
promjene u spoljasnjoj sredini i na endogene nadraZzaje povecanjem
koncentracije ROS-a u apoplastu. Proizvodnja ROS-a u apoplastu
odvija se posredstvom enzima kao Sto su peroksidaze klase III,
poliaminooksidaze (PAO) i NADPH oksidaze lokalizovane na plazma
membrani (Waszczak i sar., 2018). PAO katalizuju razgradnju
spermidina i spermina uz proizvodnju H202, koji ima ulogu u
odgovoru na abioticki i bioticki stres, kao i u razvoju biljaka. NADPH
oksidaze, najvaznija klasa proizvodac¢a ROS-a u apoplastu, katalizuju
prenos elektrona kroz plazma membranu, od citoplazmaticog NADPH
do molekulskog kiseonika, pri ¢emu nastaje O2". EPR spektroskopijom
je pokazano da plazma membrane korijena kukuruza imaju
sposobnost proizvodnje superoksid anjon radikala i hidroksil radikala
in vitro (Mojovi¢ i sar., 2004). Takode, hidroksil radikal proizvodi
se u celijskom zidu djelovanjem POX-a ili neenzimskom reakcijom
izmedu fenolnih jedinjenja i metala (Fe, fenton tip reakcije) (Yim i
sar., 1993; Kukavica i sar., 2009; Veljovi¢-Jovanovi¢ i sar., 2018). U
antioksidativne aktivnosti u apoplastu ukljuceni su: SOD, POX, enzimi
AsA-GSH ciklusa, askorbat, fenolna jedinjenja (Kukavica i sar., 2009;
Veljovi¢-Jovanovi¢ i sar., 2018; Garcia i sar., 2020). Medusobna
ssaradnja“ celijskih kompartmana biljne celije u uklanjanju ROS-a

prikazana je na Slici 17.
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Slika 17. Sematski prikaz mehanizma za uklanjanje H202 koji uklju¢uje vakuolu
i apoplast pomo¢u POX/PhOH/AsA sistema.Skracenice: POX - peroksidaze
klase III, PhOH - fenolna jedinjenja, DHAR - dehidroaskorbatreduktaza, GR
- glutation reduktaza, SOD - superoksid dismutaza, AO - askorbatoksidaza
(Veljovi¢-Jovanovié i sar., 2018).
Kreirano u ChemDraw Professional 15.
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Uklanjanje H202 nastalog u hloroplastima i mitohondrijama
moze se odvijati u vakuoli sistemom POX/PhOH/AsA, pri cemu se
regeneracija askorbata odvija preko askorbat-glutation ciklusa u
citoplazmi (Takahama, 1992; 1993; 2004; Veljovi¢-Jovanovi¢, 2018).
U vakuoli, fenoksi radikali nastali u peroksidaznoj reakciji redukuju
se uz pomocu AsA i nastaje MDHA (Slika 17). Nastali MDHA se
enzimski, uz pomo¢ MDHAR i/ili neenzimskom disproporcijom,
prevodi do DHA. DHA se transportuje u citoplazmu i regenerisSe
do AsA preko reakcija askorbat-glutation ciklusa. U apoplastu,
H202 nastao djelovanjem SOD-a (na plazma membranama ili
u celijskom zidu) uklanja se djelovanjem POX-a uz oksidaciju
fenolnih jedinjenja do fenoksi radikala. Fenoksi radikali reaguju
sa askorbatom, regenerisu se do fenolnih jedinjanja, a askorbat se
oksiduje do DHA. Iz apoplasta se DHA transportuje do citoplazme
i u askrbat-glutation ciklusu regeneriSse do askorbata (Slika 17).
Fenolna jedinjenja se transportuju u vakuolu konjugovana sa GSH,
esterifikovana malonatom ili glikozilovana. Detektovani su specifi¢ni
transporteri za prenos fenolnih jedinjenja u unutrasnjost vakuole, pri
¢emu postoji specificnost prema odredenim supstratima. Tako su npr.
kamferol, kvercetin i indol alkaloidi detektovani u vakuolama dok je
prisustvo feruli¢ne kiseline i koniferil aldehida dokazano u apoplastu.
Takode, pokazan je transport razli¢itim transporterima AsA i DHA
kroz celijske membrane (Vidovi¢ i sar., 2017; Veljovi¢é-Jovanovié i
sar., 2018 i reference u okviru citiranih radova). Lokalizacija AsA u
apoplastu i vakuolama, s jedne strane, a sa druge strane odsustvo
GSH u apoplastu i vrlo niska koncentracija oksidovanog glutationa u
vakuoli (<0,03 mM; <10%) (Noctor i Foyer 2016; Veljovi¢-Jovanovic
i sar., 2018), ukazuju na to da je askorbat glavni reduktant ukljucen
u POX/PhOH/AsA sistem koji je predlozio Takahama (2004). U
vakuolama je AsA, uglavnom, u redukovanom obliku (koncentracija 2

mM) (Ferreres i sar., 2011). Sa druge strane AsA u apoplastu najcesce
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je prisutan u oksidovanom, DHA obliku. U apoplastu, AsA ima vaznu
ulogu u rastu i razvoju biljaka, odbrani od patogena, razli¢itih vrsta
abiotickog stresa i ukljucen je u redoks regulaciju antioksidanata

(Veljovi¢-Jovanovic i sar., 2018).

Iz prethodno navedenog, jasno je da reaktivne vrste kiseonika
nastaju u skoro svim kompartmanima biljne i animalne ¢elije. Da bi
regulisale proizvodnju ROS-a celije su razvile efikasan AOS, cije su

komponente rasporedene u svim kompartmanima biljne celije (Slika 18).
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Slika 18. Mjesta nastanka ROS u animalnoj/humanoj i biljnoj céeliji i
antioksidativni sistem zastite (AOS, enzimske i neenzimske komponente)
koje ih uklanjaju.

Kreirano u ChemDraw Professional 15.
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2. UTICAJ TOKSICNIH SUPSTANCI NA
ANIMALNE (HUMANE) I BILJNE CELIJE

2.1 Definicija toksikologije

Tokikologija je grana biohemije koja se bavi proucavanjem
Stetnih efekata toksi¢cnih supstanci na zive organizme. U uzem
smislu toksikologija se bavi ispitivanjem prirode efekata toksi¢nih
supstanci na Zzive organizme i procjenom vjerovatnoce nastanka
Stetnih efekata. Takode, u fokusu toksikolgije je karakterizacija odnosa

izlozenosti (ili doze) toksi¢nih supstanci i odgovora zivih organizama.

2.2 Oblasti toksikologije

Iz velike raznovrsnosti i brojnosti toksi¢nih supstanci proistice
ogroman broj i raznolikost potencijalno Stetnih efekata, Sto cesto
zahtijeva specijalizaciju u oblasti toksikologije. Specijalizovane
grane toksikologije koje se bave tim potencijalno Stetnim efektima
su:  mehanisticka  toksikologija,  deskriptivna  toksikologija,
toksikogenomika, regulatorna toksikologija, forenzicka toksikologija,
klini¢ka toksikologija, toksikologija zZivotne sredine, ekotoksikologija,
razvojna toksikologija, teratologija i reproduktivna toksikologija.

Mehanisticka toksikologija ispituje Celijske, biohemijske
i molekularne mehanizme efekata toksi¢nih supstanci na Zive
organizme. Mehanisticki podaci mogu se iskoristiti u dizajniranju i
proizvodnji hemikalija sa smanjenim toksi¢nim efektima, kao i u
terapiji i lijeCenju nakon izloZenosti toksi¢nim supstancama. Podaci
koje daje mehanisticka toksikologija mogu biti veoma korisni u
procjeni rizika tj. u dokazivanju da neZeljeni efekti pokazani za
odredenu toksi¢nu supstancu na laboratorijskim Zivotinjama mogu
biti Stetni i za ljude.

Deskriptivna toksikologija ispituje toksi¢nost supstanci
i osigurava bezbjednosnu procjenu i regulatorne zahtjeve. Testovi
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toksi¢nosti na osnovu kojih se ispituje uticaj razli¢itih supstanci na
eksperimentalne Zivotinje, dizajniraju se tako da daju informacije koje
se mogu koristiti za procjenu rizi¢nog uticaja datih supstanci na ljude

1 Zivotnu sredinu.

Toksikogenomika se  bavi  primjenom  genomskih,
transkriptomskih, proteomskih i metabolomskih tehnologija za
identifikaciju deskriptivnih i mehanisti¢kih informacija o toksi¢nim
supstancama. Podaci dobijeni toksikogenomikom mogu zastititi
pojedince podlozne genetskim promjenama, koje mogu biti
uzrokovane Stetnim djelovanjima iz Zivotne sredine, i omoguditi
prilagodavanje terapije lijekovima na osnovu njihovih individualnih
genetskih karakteristika. Brojni genetski testovi mogu identifikovati

osjetljive osobe prije farmakoloskog lijecenja.

Regulatorna toksikologija, na osnovu podataka koje daju
deskriptivna i mehanisticka toksikologija, donosi odluke i preporuke
da li lijekovi ili druge supstance predstavljaju dovoljno nizak rizik da se
mogu koristiti na trzistu ili za navedenu svrhu. Toksikolozi koji se bave
regulatornom toksikologijom ukljuceni su u uspostavljanje standarda i
donosenje propisa koji regulisu kolicine supstanci dozvoljenih u hrani,
lijekovima, vazduhu, industrijskoj atmosferi i vodi za pice.

Forenzicka toksikologija je spoj analiticke hemije i
fundamentalnih toksikoloskih principa koja se prvenstveno fokusira
na medicinsko-pravne aspekte toksi¢nih efekata supstanci na ljude
i zivotinje. Predmet istrazivanja klinicke toksikologije su bolesti

uzrokovane ili povezane sa toksi¢nim supstancama.

Toksikologija Zivotne sredine bavi se ispitivanjem uticaja
hemijskih zagadivada na bioloSke organizme u Zivotnoj sredini, sa
posebnim fokusom na ispitivanje uticaja supstanci na organizme kao
Sto su ribe, ptice, kopnene Zivotinje i biljke.

Ekotoksikologija je specijalizovana oblast u okviru toksikologije
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zivotne sredine, koja se bavi ispitivanjem uticaja toksi¢nih supstanci na
dinamiku populacija u ekosistemima.

Razvojna toksikologija se bavi ispitivanjem uticaja Stetnih
efekata na organizam u razvoju. Ti uticaji mogu biti posljedica izlaganja
hemijskim ili fizickim agensima prije zaceta (izlaganjem roditelja),
tokom prenatalnog razvoja ili postnatalno do vremena puberteta.

Teratologija je dio toksikologije koja se bavi ispitivanjima
osStecenja izazvanih tokom razvoja organizma u periodu izmedu zaceca
i rodenja.

Reproduktivna toksikologija proucava pojave nastale usljed
Stetnih uticaja na muski ili Zenski reproduktivni sistem, a ti uticaji

mogu biti posljedica izlaganja hemijskim ili fizickim agensima.

2.3 Toksi¢ne supstance

Toksi¢ne suspstance mogu se klasifikovati na razli¢ite nacine u
zavisnosti od njihovih ciljnih organa, upotrebe, izvora i efekata. Termin
toksin uglavnom se odnosi na toksi¢ne supstance koje proizvode
bioloski sistemi kao sto su biljke, zivotinje, gljive ili bakterije. Termin
otrov se koristi kada se govori o toksi¢nim supstancama koje nastaju ili

su nusproizvod ljudskih aktivnosti.

»,Sve supstance su otrovi; nema nijedne koja nije otrov. Prava doza
razlikuje otrov od lijeka” (Paracelzus, 1493—1541). Toksi¢ne supstance
su supstance koje kod zivih organizama mogu dovesti do Stetnih efekata
(bolest, disfunkcija organa ili smrt). Mogu biti ksenobiotici - egzogene
supstance, strane za organizam, i endogene supstance — toksi¢ne
u velikim koncentracijama (na primjer, selen). Toksi¢ne supstance
(otrovi) su supstance koje dovode do reverzibilnih i ireverzibilnih

promjena normalnih fizioloskih procesa i reakcija (Slika 19).

Toksi¢nost supstance odredena je: hemijskom strukturom
(struktura utice na aktivnost toksi¢ne supstance) i fizickim osobinama.

Takode, na toksi¢nost supstance utice doza ili koncentracija toksi¢ne
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supstance koja je odredena koli¢inom supstance, putevima ulaska
u organizam i trajanjem i frekvencijom ekspozicije. Odgovor
,~domacina“ (homeostaza) zavisi od zivotne dobi, pola, individualnih
kao i genetskih razlika. ,Osjetljivost pojedinca razlikuje otrov od
lijeka. Osnovni princip toksikologije je odgovor pojedinca na dozu”
(Gilbert, 2020). Na toksi¢nost uti¢u sinergisti¢ki efekti toksi¢nih
supstanci kada se kombinuju i zajednicki djeluju na organizam.
Takode temperatura utice na toksic¢nost jer djeluje na pokretljivost
toksi¢nih supstanci kao i na sam organizam (Slika 20).

Toksi¢ne supstance se mogu klasifikovati na razli¢ite nacine:
prema fizickom stanju, hemijskoj stabilnosti ili reaktivnosti,
hemijskoj strukturi ili potencijalu trovanja, prema ciljnom organu,
fizioloSkom djelovanju (npr. hepatotoksin, neurotoksin, hematotoksin
i nefrotoksin) i prema upotrebi (npr. pesticidi, rastvaraci, lijekovi).
Prema izvoru, toksi¢ne supstance se dijele na prirodne (fitotoksini,
zootoksini, bakterijski toksini i mikotoksini) i sinteti¢ke, kao i na one
sa posebnim efektima (karcinogeni, mutageni). Nijedna klasifikacija
nije primjenljiva na sve toksi¢ne supstance i stoga je potrebna
kombinacija klasifikacija da bi se obezbijedila najbolja karakterizacija

toksi¢ne supstance.

Razlicite hemijske supstance mogu biti toksi¢ne. Toksi¢ne
supstance se, uzimajuéi u obzir razlicite kriterijume za klasifikaciju,
mogu podijeliti na:

- metale: Pb, Hg, Cd, Mn, Cr, Zn, Al, Cu;
« organske rastvarace: benzen, toluen, ksilen, stiren, CHCl3, CCl4,

CS2, CHsOH, C2H50H, fenol;

« gasove: CO, COz2, H2S, HCN, NH3, SO2, N-oksidj;

« pesticide: insekticidi, fungicidi, herbicidji;

e lijekove i

- aditive hrane: konzervansi, antioksidanti, boje, zasladivaci,
emulgatori.
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Slika 19. Toksi¢ni uticaj endogenih i egzogenih supstanci na
humane i animalne organizme.
Created with BioRender.com (Kreirano u BioRender-u).
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Slika 20. Faktori koji uti¢u na toksi¢nost supstanci.
Created with BioRender.com (Kreirano u BioRender-u).
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2.4 Definicija toksi¢nosti

Svaka supstanca moze da izazove povredu ili éak da dovede
do smrti ako je prisutna u dovoljnoj koli¢ini (koncentraciji, dozi).
Doza je kolic¢ina toksi¢ne supstance unijeta u organizam, izrazena u
mg/kg tjelesne mase. Razlicite toksi¢ne supstance imaju razli¢ite LDso
(smrtonosna doza 50, engl. lethal dose LD5s0). U Tabeli 2, navedena je

klasifikacija toksi¢nih supstanci prema LDso.

Tabela 2. Klasifikaciji toksi¢nih supstanci prema LD50 (mg/kg)*.

Toksi¢nost LD50 (mg/kg)
prakti¢no netoksicni > 15000
slabo toksi¢ni 5000 — 15000
neznatno toksic¢ni 500 — 5000
srednje toksi¢ni 50 — 500
veoma toksi¢ni 5— 50
ekstremno toksic¢ni <5

*LDso je doza supstanci (mg/kg tjelesne tezine) koja uzrokuje
smrt kod 50% izloZenih Zivotinja.

Toksic¢ne supstance koje izazivaju smrt u mikrogramskim dozama
Cesto se smatraju izuzetno otrovnim. Tabela 3 prikazuje Sirok spektar
doza potrebnih za smrt kod 50% tretiranih Zivotinja. Koncentracije
toksi¢ne supstance koja dovodi do akutne smrtnosti (kao Sto je LDso),
nekad ne odrazavaju sveukupnu toksic¢nosti ili opasnost povezanu sa
izlaganjem odredenoj toksi¢noj supstanci. Na primjer, neke toksi¢ne
supstance sa niskom akutnom toksi¢no$éu mogu imati karcinogene ili
teratogene efekte u dozama koje su nize od LDso. Za datu toksi¢nu
supstancu, svaki od razlic¢itih efekata koji se mogu javiti u datom
organizmu, mogu imati svoj odnos doza-odgovor, odnosno, razlicite

koncentracije mogu izazvati razli¢ite odgovore.

68



Tabela 3. Priblizna akutna LD50 vrijednost nekih supstanci sveprisutnih

u zZivotnoj sredini.

Supstanca LD5o (mg/kg)
Etanol 10 000
NaCl 4 000
FeSO4 1500
Morfin sulfat 900
Natrijum fenobarbital 150
Pikrotoksin 5
Strihnin sulfat 2
Nikotin 1
Tubokurarin 0,5
Hemiholinijum-3 0,2
Tetrodotoksin 0,10
Dioksin 0,001
Botulinum toksin 0,00001

2.5 Efekti toksi¢nih supstanci

Efekti toksi¢cnih susptanci na organizam mogu biti neposredni i
odlozZeni. Neposredni toksi¢ni efekti javljaju se ili razvijaju brzo nakon
jedne primjene toksi¢ne supstance ili izloZenosti organizma toksi¢noj
supstanci, dok odlozeni toksi¢ni efekti nastaju nakon nekog vremena.
Vetina toksi¢nih supstanci u kontaktu sa organizmima dovodi do
trenutnih toksi¢nih efekata. Medutim, karcinogeni efekti toksi¢nih
supstanci obi¢no imaju duge periode latencije. Prije nego sto se tumor
uoci kod ljudi cesto prode 20-30 godina, od inicijalne izloZenosti.
Toksi¢ni efekti na organizam mogu biti reverzibilni ili ireverzibilni.

Ako toksi¢na supstanca indukuje patolosku povredu tkiva, sposobnost
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tog tkiva da se regenerise, u velikoj mjeri odreduje da li je efekat
reverzibilan ili ireverzibilan. Tkivo jetre ima visoku sposobnost
regeneracije i ve¢ina povreda je stoga reverzibilna. Medutim, povrede
centralnog nervnog sistema (CNS) uglavnom su ireverzibilne, jer
su Celije CNS-a diferencirane i ne mogu se obnavljati. Karcinogeni
i teratogeni efekti toksicnh supstanci, kada se pojave, obi¢no se
smatraju ireverzibilnim toksi¢nim efektima. Toksi¢ne supstance
mogu se razlikovati i po mjestu djelovanja na organizam. Lokalni
efekti se javljaju na mjestu prvog kontakta izmedu toksi¢ne supstance
i organizma. Nasuprot tome, sistemski efekti toksi¢nih supstanci
podrazumijevaju njenu apsorpciju i distribuciju od mjesta ulaska u
organizam do mjesta u organizmu, gdje nastaju Stetni efekti. Uglavnom
toksi¢ne supstance, osim ako nisu visoko reaktivne, u kontaktu sa
organizmom indukuju sistemske efekte, dok neke toksi¢ne supstance

indukuju i lokalni i sistemski odgovor.

Vectina toksi¢nih supstanci koje dovode do sistemske toksic¢nosti,
najvecu toksi¢nost obi¢no ispoljavaju u jednom ili dva organa, koji
se nazivaju ciljnim organima toksicnosti. Paradoksalno, ciljni organ
toksic¢nosti ¢esto nije mjesto najvece koncentracije toksi¢ne supstance
u organizmu. Ciljni organi, po redoslijedu ucestalosti ukljuc¢ivanja
u sistemsku toksicnost su: CNS, kardiovaskularni sistem, krv i
hematopoetski sistem, unutrasnji organi kao $to su jetra, bubrezi i

pluca i koza. Misi¢i i kosti rijetko su ciljna tkiva za sistemske efekte.

Odgovor organizma na odredenu toksi¢nu supstancu moze biti
genetski uslovljena. Hemijska specificnost se odnosi na genetski
uslovljenu preosjetljivost/neosjetljivost organizma na odredenu
toksi¢nu supstancu. Odgovor na ovakve toksi¢ne supstance je obi¢no
kvalitativno sliéan odgovoru svih organizama, ali moze imati oblik
ekstremne osetljivosti na male doze ili ekstremne neosetljivosti na

visoke doze toksi¢nih supstanci. Hemijska alergija je imunoloski
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posredovana nezeljena reakcija organizma na toksi¢nu supstancu koja
je rezultat prethodne senzibilizacije (preosjetljivosti) na tu ili sli¢nu
supstancu. Kada dode do senzibilizacije, alergijske reakcije mogu
biti rezultat izlaganja relativno malim dozama toksi¢nih supstanci.
Alergijske reakcije su zavisne od doze i ponekad mogu biti veoma

ozbiljne i fatalne.

2.6 Interakcije toksi¢énih supstanci

Hemijske interakcije toksicnih supstanci mogu se ostvariti
razli¢itim mehanizama kao S$to su promjene u apsorpciji, vezivanjem
za proteine, biotransformacija i izluc¢ivanje jedne ili obje toksi¢ne
supstance. Pored ovih nacina interakcije, odgovor organizma na
kombinacije toksi¢nih supstanci moze biti povecan ili smanjen zbog
toksikoloskih odgovora organizma na mjestu djelovanja toksi¢nih
supstanci. Do aditivnog efekta toksi¢nih supstanci najces¢e dolazi
kada se dvije toksi¢ne supstance daju zajedno. Aditivni efekat
toksi¢nih supstanci na organizam odnosi se na c¢injenicu da je
kombinovani efekat dvije toksiéne supstance jednak zbiru efekata
svake toksi¢ne supstance pojedina¢no. Matematicki bi se aditivni
efekat toksi¢nih supstanci mogao predstaviti na sljedeéi nacin: 2 (I)
+ 3 (II) = 5 (KE), pri cemu je 2 toksicni efekat toksicne supstance
I, 3 toksi¢ni efekat supstance II i 5 kombinovani efekat (KE) dvije
toksi¢ne supstance koji je kod aditivnog efekta jednak zbiru efekata
dvije toksicne supstance. Sinergisticki efekat se javlja kada je
kombinovani efekat dvije toksi¢ne supstance mnogo ve¢i od zbira
efekata dvije toksi¢ne supstance (I i II) Sto se matemati¢ki moze
napisati: 2 (I) + 2 (IT) = 20 (KE). Potenciranje toksi¢cnog efekta desava
se kada jedna toksi¢na supstanca nema toksi¢no dejstvo na odredeni
organ ili sistem, ali dodata drugoj toksi¢noj supstanci ¢ini tu toksi¢nu
supstancu mnogo toksi¢nijom (na primjer: 0 (I) + 2 (IT) = 10 (KE)).
Antagonizam djelovanja javlja se kada dvije toksi¢ne supstance koje
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se daju zajedno, ometaju djelovanje jedna druge ili jedna ometa
djelovanje druge, Sto se matematicki moze predstaviti na sljedece
nacine: 4 (I) + 6 (II) = 8 (KE); 4 (I) + (- 4) (II) = 0 (KE); 4 () +
0 (IT) = 1 (KE). Mozemo razlikovati Cetiri glavna tipa antagonizma u
djelovanju toksi¢nih supstanci: funkcionalni, hemijski, dispozicioni
i receptorski. Funkcionalni antagonizam nastaje kada dvije toksi¢ne
supstance uravnotezuju jedna drugu tako Sto imaju suprotne efekte
na istu fiziolosku funkciju. Hemijski antagonizam ili inaktivacija
je hemijska reakcija izmedu dvije toksicne supstance, a rezultat
je manje toksican proizvod. Dispozicioni antagonizam nastaje
kada se apsorpcija, biotransformacija, distribucija ili izlucivanje
toksi¢ne supstance promijeni na nacin da su posljedice smanjenje
koncentracija i/ili postojanosti toksi¢ne supstance u ciljnom organu.
Receptorski atagonizam toksi¢nih supstanci javlja se kada aplikacija
dvije toksi¢ne susptance, koje se vezuju za isti receptor, indukuje
manji toksi¢ni efekat u odnosu na efekte koji nastaju kada toksicne
susptance djeluju pojedinac¢no, $to se matematic¢ki moze predstaviti
na sljedeéi nacin: 4 (I) + 6 (II) = 8 (KE). Receptorski antagonizam,
takode, moze nastati kada jedna toksi¢na supstanca ponisStava efekat
druge toksi¢ne supstance, a formula bi glasila: 0 (I) + 4 (II) = 1 (KE).

Antagonisti receptora Cesto se nazivaju blokatori.

2.7 Tolerancija organizma na efekte toksi¢nih supstanci

Tolerancija je stanje smanjene reakcije organizma na efekte
toksi¢ne supstance, a ta reakcija je rezultat prethodnog izlaganja
datoj toksi¢noj supstanci ili strukturno sli¢noj toksi¢noj supstanci. Za
toleranciju organizma odgovorna su dva mehanizma. Prvi mehanizam
tolerancije organizma omoguéava smanjenje koncentracije toksicne
supstanca koja dospijeva do mjesta gdje se generise toksic¢ni efekat
(tolerancija dispozicije). Drugi mehanizam tolerancije je preko

smanjenja reakcije tkiva na toksi¢nu supstancu.
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2.8 Karakteristike ekspozicije

Toksic¢ne supstance ¢e u organizmu dovesti do negativnih efekata
u slucaju da toksi¢na supstanca ili njeni proizvodi razgradnje dospiju
u odgovarajucoj koncentraciji i/ili dovoljnom vremenskom periodu
do ciljnih organa. Da li ¢e do¢i do toksi¢nog odgovora organizma
zavisi od hemijskih i fizickih svojstava hemijske supstance, nacina
izloZenosti, nacina na koji se toksi¢na supstanca metaboliSe u

organizmu i ukupne osjetljivosti organizma.

2.9 Putevi i mjesta izloZenosti toksi¢nim supstancama

Glavni putevi ulaska toksi¢nih supstanci u organizam su
gastrointestinalni trakt (unosenje), plu¢a (udisanje), koza (topikalno2,
perkutano ili dermalno?) i drugi parenteralni# (osim crijevnog kanala)
putevi. Toksi¢ne supstance generalno indukuju najveci efekat i najbrzi
odgovor kada se daju direktno u krvotok (intravenski put). Efikasnost
toksi¢nog efekta, prema putevima unosenja u organizam, opada u nizu:
inhalacija > intraperitonealno® > subkutano® > intramuskularno” >
intradermalno® > oralno® > dermalno. ,Nosilac“ (materijal u kome je
supstanca rastvorena) i druge komponente, npr. formulacije pesticida,
mogu znacajno da promijene efikasnost apsorpcije. Pored toga, nacin
primjene moze uticati na toksi¢nost supstance. Na primjer, supstance
koje djeluju na CNS, ali se efikasno detoksikuju u jetri, manje su toksi¢ne
kada se uzimaju oralno nego kada se inhaliraju, jer oralni put zahtijeva
da skoro sva doza toksi¢ne supstance prode kroz jetru prije nego Sto

stigne u sistemsku cirkulaciju, a zatim i do CNS-a.

2 primjena na odredeno podrudje koze ili sluznice

3 unoSenje putem koze

4 unosenje u organizam putem vakcinacije, injekcija, trljanja i sl.
5 u trbusni prostor

6 u potkozno masno tkivo

7 direktno u misié

8 u kozu

9 kroz usnu Supljinu
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2.10 Trajanje i uéestalost izlaganja

IzloZzenost eksperimentalnih Zivotinja toksi¢nim supstancama
obi¢no se dijeli u cetiri kategorije: akutna izlozenost, subakutna,
subhronic¢na i hroni¢na. Akutna izloZenost definiSe se kao izlaganje
toksi¢noj supstanci u vremenu kraéem od 24 c¢asa. Dok se akutna
izlozenost obicno odnosi na jednokratnu primjenu, ponovljena
izloZenost moze biti u roku od 24 dasa za neke blage toksi¢ne ili
prakti¢no netoksi¢ne supstance. Akutna izlozenost udisanjem odnosi
se na kontinuirano izlaganje toksi¢noj supstanci manje od 24, a
najcesce 4 casa. Ponovljena izloZenost toksi¢nim supstancama moze
se podijeliti u tri kategorije: subakutna, subhroni¢na i hronic¢na.
Subakutna izloZenost odnosi se na ponovljeno izlaganje toksi¢noj
supstanci u trajanju od jednog mjeseca ili manje; subhronic¢no izlagnje
je u trajanju od jednog do tri mjeseca i hroni¢no izlaganje toksi¢noj
supstanci je duze od tri mjeseca. U situacijama izloZenosti ljudi
toksi¢nim supstancama, ucestalost i trajanje izloZenosti obi¢no nisu
tako jasno definisani kao u kontrolisanim studijama na zivotinjama, ali
mnogi se termini iz eksperimenata sa zivotinjama koriste za opisivanje
opstih situacija izloZenosti. Stoga se izloZenost na radnom mjestu ili
zZivotnoj sredini moZe opisati kao akutna (javlja se iz jednog incidenta),
subhroni¢na (javlja se viSe puta tokom nekoliko nedjelja ili mjeseci) ili

hronic¢na (javlja se viSe puta tokom mnogo mjeseci ili godina).

Za mnoge supstance, toksi¢ni efekti koji prate jednokratno
izlaganje prilicno se razlikuju od onih koji nastaju ponovnim
izlaganjem. Akutna izlozenost toksi¢nim supstancama koje se brzo
apsorbuju, najvjerovatnije Ce izazvati trenutne toksicne efekte, ali
takode moze dovesti do odloZene toksi¢nosti. Ta toksi¢nost moze, ali
ne mora biti slicna toksi¢nim efektima hronicne izlozenosti. Suprotno
tome, hronicna izloZenost toksi¢nim supstancama moze izazvati neke
trenutne (akutne) efekte nakon svake primjene. Ti efekti javljaju se
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paralelno sa dugotrajnim, niskim ili hroni¢nim efektima toksi¢nih
supstanci. Vaznu ulogu u djelovanju toksi¢nih supstanci ima ucestalost
izlaganja. Odnos izmedu brzine uklanjanja toksi¢nih supstanci i
ucestalosti izlaganja predstavljen je na Slici 21. Toksi¢na supstanca
koja indukuje ozbiljne efekte sa jednom dozom mozda neée indukovati
efekte ako se ista ukupna doza daje u nekoliko intervala. Za toksi¢nu
supstancu prikazanu linijom B na Slici 21, sa vremenom poluzivota
(vrijeme potrebno da se 50% toksi¢ne supstance ukloni iz krvotoka)
priblizno jednakim ucestalostima doziranja, teoretska toksi¢na
koncentracija od 2 jedini¢ne doze ne postize se do cetvrte doze, dok
se ta toksi¢na koncentracija postize za toksi¢nu supstancu A koja
ima brzinu eliminacije mnogo sporiju od intervala doziranja (vrijeme
izmedu svake ponovljene doze). Suprotno tome, za toksi¢nu supstancu
C, sa brzinom eliminacije mnogo kracom od intervala doziranja,
toksicna koncentracija na mjestu toksicnog efekta nikada nece biti
dostignuta bez obzira na to koliko doza se primjenjuje. Naravno,
moguce je da dode do ostetenja celija ili tkiva sa svakom dozom, iako
se sama toksi¢na supstanca ne akumulira. Vazno je razmotriti, da li
je interval izmedu doza toksi¢ne supstance dovoljan da omogudéi ili
potpuno popravi oStecenje tkiva. Stoga se mogu javiti hronic¢ni toksi¢ni
efekti ako se toksicna supstanca akumulira u organizmu (brzina
apsorpcije premasuje brzinu biotransformacije i/ili izludivanja),
ako indukuje nastanak ireverzibilnih toksi¢nih efekata, ili ako nema
dovoljno vremena da se organizam oporavi od toksi¢nog ostecenja

unutar intervala izlaganja.

2.11 Odnos doza-odgovor

Da bi se okarakterisao odnos izmedu izlozenosti toksi¢noj
supstanci i kasnijeg razvoja toksi¢nog efekta u organizmu, neophodno

je razumjeti dvije vrste procesa:
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1. toksikokinetiku — koja opisuje odnos izmedu izloZenosti supstanci i

krajnje kumulativne doze u tijelu;

2. toksikodinamiku — koja se bavi proucavanjem interakcije toksi¢ne
supstance (ili metabolita) sa ciljnim molekulima - receptorima
(DNA, enzimi, konstituenti membrana). Krajnji rezultat interakcije

je toksicni efekat.

Odgovor organizma na djelovanje toksi¢ne supstance, odnosno
efekti toksi¢nih supstanci rezultat su djelovanja dnevne doze i trajanja

ekspozicije:

Efekti = dnevna doza X trajanje ekspozicije

Toksi¢ni efekat zavisi od nacina ekspozicije toksi¢ne supstance
i njene apsorpcije, distribucije, biotransformacije i eliminacije u
organizmu. Na krajnji toksic¢ni efekat supstanci utice i individualna

osetljivost svakog organizma.

Na Slici 22, predstavljena je zavisnost odgovora organizma od
doze toksi¢ne supstance. Odnose doza-odgovor organizma karakterise
povecanje odgovora u zavisnosti od doze. Slika 22 prikazuje
odnos doza-odgovor za razlicite doze organofosfatnog insekticida
hlorpirifosa u ishrani i stepena inhibicije dva enzima u mozgu i jetri:
acetilholinesteraze i karboksilesteraze. U mozgu, stepen inhibicije oba
enzima jasno je povezan sa dozom i Sirokog je raspona, iako je stepen
inhibicije po jedini¢noj dozi razliéit za dva enzima. Iz oblika dvije krive
doza-odgovor, ocigledno da se u mozgu holinesteraza lakse inhibira
nego karboksilesteraza. Toksikoloski odgovor koji nastaje direktno je
povezan sa stepenom inhibicije enzima holinesteraze u mozgu. Treba
napomenuti da vec¢ina toksi¢nih supstanci ima vise mjesta djelovanja ili
mehanizama toksi¢nosti, od kojih svako ima svoj odnos ,,doza-odgovor
i naknadni nezeljeni efekat. Kada se ovi podaci o dozi predstave pomoc¢u

logaritamske skale ili doze, podaci odgovaraju pravoj liniji (Slika 23).
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Slika 23. Odnos doza-odgovor izmedu razli¢itih doza organofosfatnog
insekticida hlorpirifosa i inhibicije enzima esteraza u mozgu. Plavi kvadrati
i plave linije predstavljaju aktivnost acetilholinesteraze, a crveni krugovi i
crvene linije predstavljaju aktivnost karboksilesteraze u mozgu gravidnih
Long-Evans pacova koji su dobili 5 dnevnih doza hlorpirifosa.
A) Kriva doza-odgovor predstavljena na aritmetickoj skali, B) Isti podaci
predstavljeni na semi log skali. (Podaci preuzeti od Casarett, 2008).
Created with BioRender.com (Kreirano u BioRender-u)
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Poznavanje odnosa doza-odgovor vazan je u primjeni lijekova.
U terapiji, na primjer, svaki lijek proizvodi odredeni broj efekata, ali
obic¢no je samo jedan efekat povezan sa primarnim ciljem terapije.
Svi ostali efekti smatraju se nezeljenim ili nuspojavama. Medutim, neki
od ovih nezeljenih efekata mogu biti vazan pokazatelj za neku drugu
terapiju. Neki nezeljeni efekti lijekova su uvijek Stetni za dobrobit

ljudi. Oni se nazivaju neZeljeni, Stetni ili toksi¢ni efekti lijeka.
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3. UTICAJ PESTICIDA NA CELIJE I ORGANIZME

Pesticidi su velika grupa hemijskih jedinjenja ili smjesa jedinjenja
namijenjena za spreCavanje, uniStavanje i odbijanje Stetocina (EPA
US, 2018). Ukljucuju herbicide, insekticide, nematicide, moluscicide,
piscicide, avicide, rodenticide, baktericide, repelente insekata, repelente
Zivotinja, mikrobicide, fungicide i lampricide (Randall, 2014; Dunlop i
sar., 2018).

Organizacija za hranu i poljoprivredu (FAO, engl. The Food and
Agriculture Organization) dala je prosirenu definiciju pesticida koja
glasi: pesticidi su svaka supstanca ili mjeSavina supstanci namijenjenih
za sprecavanje, unistavanje ili kontrolu bilo koje Stetocine, ukljucujuéi
vektore bolesti ljudi ili Zivotinja, neZeljene vrste biljaka ili Zivotinja
koje izazivaju Stetu tokom primjene ili na drugi naéin ometaju
proizvodnju, preradu, skladistenje, transport i marketing hrane,
poljoprivrednih proizvoda, drveta i proizvoda od drveta, sto¢ne hrane,
ili supstanci koje se mogu davati zivotinjama za kontrolu insekata,
paukova ili drugih Stetocdina u ili na njihovim tijelima. Izraz pesticidi
ukljucuje supstance koji su regulatori rasta biljaka, defolijansi,
sredstva za suSenje ili sredstva za prorjedivanje plodova ili sprecavanje
prijevremenog opadanja plodova. Pesticidi se koriste kao supstance
koje se primjenjuju na usjeve, prije ili poslije Zetve, da bi se usjevi
zastitili od propadanja tokom skladistenja i transportal®. NajceSci
pesticidi su herbicidi koji ¢ine oko 80% svih pesticida primjenjenih u
poljoprivredi (Atwood i sar., 2017). Veéina pesticida namijenjena je za
zastitu bilja (poznati kao proizvodi za zastitu bilja), koji, generalno,

stite biljke od korova, gljivica, virusa ili insekata.
Pored pozitivnog djelovanja u zastiti biljaka, pesticidi imaju i
nedostatke jer nisu selektivno toksi¢ni, pa svoju toksi¢nost ujedno

10 "International Code of Conduct on the Distribution and Use of Pesticides"
(https://www.fao.org/3/y4544e/y4544e.pdf)
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ispoljavaju i na korisne organizme i ¢ovjeka. U danasnje doba nijedna
grana hemijske industrije ne proizvodi toliko jedinjenja koja mogu
izazvati karcinogena oboljenja, oSte¢enja nasljednog materijala kao i
reproduktivnih funkcija, i koja se u najve¢oj mjeri direktno koriste u
okolini, kao $to je to slucaj sa industrijom pesticida (Nicolopoulou-
Stamati i sar., 2016). Nauka koja se bavi izuavanjem pesticida sa

razlicitih aspekata naziva se fitofarmacija.

3.1 Podjela pesticida

Pesticidi se mogu podijeliti na razne nacine. Po hemijskom
sastavu to mogu biti razli¢ita jedinjenja, organskog, neorganskog,
sintetickog ili bioloskog porijekla (biopesticidi - mikrobni pesticidi
i biohemijski pesticidi) (Amdur i sar., 1997; https://www.epa.gov/
ingredients-used-pesticide-products/types-pesticide-ingredients).
Medu prvim pesticidima bila su neorganska jedinjenja, npr.bakarsulfat
- pentahidrat, Cu(SO4)x5H20 kao jedan od najstarijih fungicida.

Po hemijskoj Kklasifikaciji svi pesticidi mogli bi se podijeliti u
Sest grupa:

« pesticidi—halogeni derivati ugljovodonika (insekticidi-DDT, dihloro-
difenil-trihloretan) i homolozi, cikloheksaska jedinjenja, derivati

lindanaidr.),

» homolozi i derivati benzola (insekticidi, fungicidi, baktericidi i
herbicidi),

 jedinjenja fosfora (organski insekticidi, akaricidi, nematocidi,
fungicidi i dr.),

« karbamidi: fungicidi, insekticidi, herbicidi (sebin, cinet, maneb,

ciram, karbam),
« triazinski preparati (terbutilazin, atramet, prometrin, simazin) i

« dipiridili (herbicidi - parakvat, gramokson).
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Pesticidi organskog porijekla mogu biti:

« organohlorni pesticidi,

« organofosforni pesticidi,

« triazini,

« derivati fenoksi - karbonatne kiseline,

« piretroidi i sli¢no.

Pored navedenih podjela postoji i podjela prema namjeni, odnosno

ciljnom organizmu, koja je prikazana u Tabeli 4.

Tabela 4. Podjela pesticida prema ciljnom organizmu.

Vrsta pesticida

HERBICIDI

Z0O0CIDI

FUNGICIDI

BAKTERICIDI

ANTIBIOTICI

REPELENTI I
ATRAKTANTI

HEMOSTERILIZANTI

FIZIOTROPI

Ciljni organizmi

Jedinjenja za suzbijanje korova i drugih biljaka koje
rastu na nezeljenom mjestu.

Jedinjenja koja sluze za kontrolu i suzbijanje
Stetnih organizama iz carstva zivotinja i mogu biti:
insekticidi, akaricidi (grinje i krpelji), nematocidi
(nematode - crvi i gliste), moluskocidi (puzevi),
rodenticidi (glodari) i avicidi (ptice).

Jedinjenja koja sluze za suzbijanje i prevenciju
fitopatogenih gljiva.

Jedinjenja za suzbijanje fitopatogenih bakterija.

Proizvodi metabolizma Zivih organizama ili
sintetizovane supstance koje djeluju antagonisticki
na neke mikroorganizme.

Repelenti su sredstva za odbijanje insekata,
grinja, ptica i glodara, a atraktanti su sredstva za
njihovo primamljivanje kako bi se skupljali i tako

uspjesno suzbijali.

Sredstva za izazivanje sterilnosti muskih i Zenskih
jedinki Stetnih organizama kako bi se smanjila
njihova brojnost.

Jedinjenja koja u malim dozama usporavaju ili
modifikuju pojedine fizioloske procese kod biljaka.
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Prema nacinu ulaska u organizam i mehanizmu djelovanja,
pesticidi se dijele na kontaktne (uniStavaju Steto¢ine dodirom),
digestivne (prodiru preko zeluda¢no-crijevnog trakta), sistemske (ne
zadrzavaju se na povrsini nego prodiru u unutrasnjost tkiva i ulaze u

cirkulaciju) i fiziotropne (stimulansi i inhibitori) (Yadav i sar., 2015).

3.2 Rasprostranjenost upotrebe pesticida

U posljednjih pedeset godina pesticidi su zajedno sa umjetnim
(vjestackim) gnojivima postali najtrazeniji proizvodi u poljoprivredi.
Veéinu problema sa kojima se susrecu uzgajivaci biljaka i zivotinja
rjeSavaju zahvaljuju¢i hemijskoj industriji, koja danas omogucava
kontrolu sveukupne poljoprivredne proizvodnje. Pesticidi se u vrlo
malim koli¢cinama mogu pronaci gotovo u svim sferama ekosistema.
Velika toksi¢nost koju posjeduju zahtijeva posebnu paznju prilikom
njihove proizvodnje, pakovanja kao i primjene u poljoprivredi i javnom
zdravstvu. Osim u poljoprivredi i Sumarstvu, pesticidi se primjenjuju u
mnogim javnim ustanovama, ukljuc¢ujué¢i poslovne zgrade, restorane,
skole, parkove, golf terene, te uz ceste, pruge i dalekovode. Veliki broj
jedinjenja pesticida pronaden je u vodama, okolini, vazduhu, magli,
kisi i zemljistu, na Sta ukazuju brojna istrazivanja (Aktar i sar., 2009).
Steto¢ine vrlo brzo razvijaju otpornost na pesticide, te prisiljavaju
poljoprivrednike da upotrebljavaju nove i otrovnije pesticide (Hawkins
i sar., 2019). Cijena koju ¢ovjek pla¢a u borbi sa Steto¢inama veoma je
visoka. Pesticidi zagaduju okolinu, prije svega povrsinske i podzemne
vodene tokove, i imaju vrlo Stetan uticaj na biljni i Zivotinjski svijet.
Pesticidi se nalaze u lancu ishrane mnogih divljih, ali i domacih
Zivotinja, kao i covjeka. Mogu se pronadi i u mikroorganizmima koji
su na dnu lanca ishrane, a njima se hrane organizmi koji se nalaze na
viSem stepenu razvoja i taj se ciklus ponavlja sve do organizama koji se
nalaze na vrhu lanca ishrane, gdje se moZe naci i najve¢a koncentracija

pesticida, a tu je i covjek (Rajmohan i sar., 2020).
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3.3 Stetna djelovanja pesticida na ljude

Pesticidi ulaze u organizam u obliku isparenja (¢vrstih i te¢nih
aerosola), u te¢nom i ¢vrstom obliku na tri nac¢ina: preko koze (ako je
nezaStiCena, gdje je najopasnije ukoliko pesticid dode u kontakt sa
sluznicom oka), zatim disanjem (udisanjem gasovitih preparata, odakle
oni dalje odlaze u krvotok i ostatak organizma) i najcesce putem probave

(obi¢no oneciséenim rukama, hranom i vodom).

Trovanje pesticidima je globalni problem javnog zdravlja i
uzrokuje skoro 300000 smrtnih slucajeva Sirom svijeta svake
godine (Gunnell i Eddleston, 2003; Bertolote i sar., 2006). Izlaganje
pesticidima je neizbjezno. Nacin izlaganja ljudi pesticidima je vazan
faktor jer odreduje koncentraciju izloZenosti pesticidima. Pesticidi
se u velikoj mjeri koriste u poljoprivredi i domacinstvu. Smatra se
da ova jedinjenja izazivaju mnoge poremecaje kod ljudi i divljih
zZivotinja. Istrazivanja radena posljednjih nekoliko decenija pokusala
su da povezu mehanizam djelovanja pesticida sa njihovim Stetnim
efektima. Na ovaj nacin se tumace prosla i sadasnja istrazivanja u
oblasti pesticida i povezanih poremecaja. Najces¢ée bolesti koje su
povezane sa pesticidima su Hodgkinova bolest (HD), ne-Hodgkinov
limfom (NHL) (Wiklund i sar., 1987; Luo i sar., 2016), Parkinsonova
bolest (Wang i sar., 2014; Brouwer i sar., 2017), endokrini poremecaji
(Freire i sar., 2013; Mazur i sar., 2015), respiratorni i reproduktivni
poremecaji (Kirkhorn i Schenker, 2002). Smatra se da pesticidi
izazivaju rak kod ljudi, npr. glifosat je povezan sa rakom dojke
(Thongprakaisang i sar., 2013). Pokazano je da su pesticidi koji
sadrze alkil uree i amine povezani sa tumorima mozga (Musicco i sar.,
1988). Rizik od raka prostate povecava se kod ljudi koji su bili izloZeni
Agent Orange-u [smjesa 2,4-dihlorofenoksisiréetna kiselina (2,4-D),
2,4,5-trihlorofenoksisircetna kiselina (2,4,5-T), pihloram i kakodilna

kiselina], koju su SAD intenzivno koristile u ratu u Vijetnamu
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(Ansbaughisar., 2013). Dieldrin izaziva tumore pluca, jetre, limfoidnog
tkiva, materice, Stitne zlijezde, mlijeéne zlijezde kod testiranih
Zivotinja u dozama od ¢ak 0,1 ppm (Norman, 1974). Nekoliko pesticida
je prepoznato kao supstance koje u organizmu narusavaju hormonsku
ravnotezu (endokrini disruptori) (EDC, engl. Endocrine Disruptor
Compounds) koje je prvi put priznala Svjetska zdravstvena organizacija
(WHO, engl. World Health Organization) 2002. godine. To su
egzogene supstance, prirodne ili sinteticke, koje dovode do poremecaja
funkcionisanja endokrinog sistema i stoga mogu izazvati Stetne efekte
u fizioloSkim procesima ukljucujuci razvoj, rast i reprodukciju kod
organizama i/ili u njihovom potomstvu. Transkripciona aktivnost
nuklearnih receptora jedna je od glavnih meta EDC-a, a otkriveno
je da nekoliko pesticida, ukljucujuc¢i organohlorine, difenil etre,
organofosforne pesticide, piretroide, karbamate, amide kiselina i uree,
djeluju kao agonisti ovih nuklearnih receptora (Kojima i sar., 2011).
Oksidativni stres jedan je od glavnih mehanizama koji je povezan
sa mnogim bolestima i starenjem. Ovaj fenomen se intenzivira sa
godinama i utice na vitalne procese u tijelu. Mnogi pesticidi (parakvat,
rotenon i maneb) izazivaju oksidativni stres i neurodegenerativne
bolesti posredovane ROS-om. Na primjer, na c¢elijskom nivou,
Parkinsonova bolest je usko povezana sa prekomjernom proizvodnjom
ROS-a na kompleksima elektrontransportnog lanca, S$to izaziva
ozbiljna oStecenja mitohondrijalne DNK i drugih makromolekula
(Blesa i sar., 2015; Nandipati i Litvan, 2016.). Slicno tome,
Alchajmerovu bolest, jednu od najces¢ih invaliditeta kod starijih ljudi,
karakterise povecano talozenje amiloidnog 3 (A) proteina povezanog
sa oksidativnim stresom (Huang i sar., 2016). Dugotrajno izlaganje
niskim dozama parakvata, dieldrina, organohlorina i organofosfata
indukuje neurotoksi¢nost posredovanu ROS-om koja je povezana
sa Alchajmerovom boles¢u (Yan i sar., 2016). Oksidativni stres
izazvan pesticidima vazan je mehanizam putem koga mnogi pesticidi
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ispoljavaju svoje Stetne efekte. Poznato je da oksidativni stres uzrokuje
oStetenje DNK, Sto moze uzrokovati maligne i druge poremecaje.
Pokazalo se da mnogi pesticidi mijenjaju ekspresiju gena na nivou
nekodiraju¢ih RNK, histonskih deacetilaza, obrazaca metilacije DNK,
Sto ukazuje na njihovu ulogu u epigenetici (Slika 24) (Sabarwal i sar.,
2018). Zbog svega navedenog o uticaju pesticida na neciljne organizme
vazno je kontinuirano istrazivanje mehanizma djelovanja pesticida,
posebno pesticida koji se primjenjuju u ve¢im koli¢inama posljednjih
nekoliko decenija.

Hormoni Pesticidi

* »*

ROS
Antioksidanti

/

Inflamantorni
signali
4

Neuvuem
prote1nsk1
agregati

Dovodi do jednostrukih/
vostrukih prekida lanaca Deformaciia
DNK, mutacija, )
. . ; proteozoma
epigenetskih promjena
Mitohondrijske
dlsfunkc1]e

Karcinom i

druge bolesti APOPtOZa

Slika 24. Pesticidi uti¢u na razlicite ¢elijske i subcelijske aktivnosti koje dovode
do genetskih i epigenetskih promjena i uzrokuju razlic¢ite bolesti ili smrt
celije.Pesticidi mogu izazvati endokrine poremecaje i djelovati agonisticki
vezivanjem za hormonske receptore prisutne na ¢éelijskoj membrani ili jedru,
izazivajuci poremecaj Celijske signalizacije.
Created with BioRender.com (Kreirano u BioRender-u).
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Pesticidi mogu izazvati inflamatorne signale proizvodnjom ROS-a
i mogu dovesti do akumulacije neuvijenih proteinskih agregata putem
deformacije proteozoma. Takode, mogu izazvati genetske i epigenetske
modifikacije koje dovode do razlicitih bolesti. Toksi¢nost pesticida moze
narusiti Celijske funkcije izazivanjem abnormalnog funkcionisanja

mitohondrija (modifikovano prema Sabarwal i sar., 2018).

3.4 Herbicidi

Herbicidi predstavljaju jedinjenja koja se koriste u poljoprivredi
za uniStavanje korovskih biljaka radi povecanja prinosa (Jokanovié,
2001). Kako bi se povecala poljoprivredna proizvodnja, upotreba
herbicida u suzbijanju korova postala je uobicajena. Herbicidi su
pojedinacne supstance ili mjesavine supstanci, ¢ija je funkcija kontrola,
unistavanje, odbijanje ili ublazavanje rasta korova u usjevima.
Herbicidi mogu da dovedu do inhibicije odvijanja brojnih fizioloSko-
biohemijskih procesa biljaka: fotosinteze, sinteze aminokiselina,
sinteze masnih kiselina i dr., Sto na kraju moze dovesti do odumiranja
biljke. Djelovanje herbicida pocinje od kontakta herbicida sa biljkom
(apsorpcija listom ili korijenom), zatim distribucijom do svih dijelova
biljke i mjesta na koje herbicid djeluje da bi, na kraju, doslo do
konacnog efekta (Duke i Dayan, 2011).

Postoji viSe nacdina za podjelu herbicida koji se zasnivaju na
razli¢itim kriterijumima.

Prema nacinu primjene herbicidi, se mogu podijeliti u dvije
grupe: primjena na zemljiSte i primjena na listove. Prema Jurado i sar.,
(2011), herbicidi koji se primjenjuju prije sadnje i prije nicanja biljaka
(usjevi, korov ili oboje) klasifikovani su kao herbicidi sa primjenom
na zemljiSte, dok su herbicidi koji se koriste nakon nicanja biljaka

klasifikovani sa primjenom na listove.

Prema mehanizmu djelovanja, herbicide mozZemo
klasifikovati na (Topolovec, 2008):
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inhibitore rasta biljaka,

inhibitore fotosinteze,

inhibitore biosintetickih procesa i

herbicide nepoznatog mehanizma djelovanja.

Herbicide moZemo podijeliti i prema selektivnosti na: totalne,
koji unistavaju sve biljke sa kojima dodu u kontakt i selektivne, koji
djeluju na odredene biljne vrste. Uticaj herbicida podijeljen je na
njihovo primarno (direktno djelovanje herbicida na odredeni proces)
i sekundarno djelovanje (ometanje drugih procesa u znatno manjoj
mjeri). Primjena herbicida u poljoprivredi u stalnom je porastu radi
dobijanja sve vecih prinosa usjeva. Zbog primjene pesticida, nestasica
hrane i glad manje su prisutni u ljudskoj populaciji. Medutim, javlja
se problem djelovanja herbicida na okolinu i zivi svijet (i na ljude) koji

nisu primarna meta djelovanja.

Na nasem podrucju Cesto se primjenjuju herbicidi terbutilazin i

nikosulfuron na zasadima kukuruza i u vo¢njacima.

3.5 Terbutilazin

Triazinski herbicidi imaju supstituente na jednom od ugljenikovih
atoma (amino grupa, hlor, metiltio ili metoksi grupa). Na tri ugljenikova
atoma u Sestoclanom aromati¢nom prstenu terbutilazina dodane su
grupe (R1, R2 i R3) koje mogu biti razlic¢ito supstituisane (Slika 25).

Ako je Rs hlor, tada ta jedinjenja imaju naziv koji se zavrS§ava na
- azin, ako je R3 metoksi grupa, tada njihov naziv zavrsava na - ton i
ako je R3 grupa metiltio, tada imaju naziv koji se zavrSava na - trin.
Prvi triazin je otkriven 1952. u laboratoriji fabrike J.R. Geigi, Ltd. u
Svajcarskoj (LeBaron i sar., 2008), a prvi put je registrovan kao herbicid
u SAD 1975. godine!l.
11 US EPA (Agenciji za zastitu Zivotne sredine Sjedinjenih Americ¢kih Drzava, engl. United

States Environmental Protection Agency), 1995 (https://www3.epa.gov/pesticides/chem_
search/reg_actions/reregistration/fs_ PC-080814_1-Jun-95.pdf)
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Slika 25. Opsta formula triazinskih herbicida.
Kreirano u ChemDraw Professional 15.

Terbutilazin (N2-terc-butil-6-hloro-N4-etil-1,3,5-triazin -2,4 - diamin)
je aktivna supstanca selektivnih triazinskih herbicida. Do kontakta
sa triazinskim pesticidima moze do¢i prilikom rukovanja njima
i prolivanja po kozi, dok je posebna opasnost prisutna prilikom
mijeSanja triazinskih pesticida s vodom ili ostalim jedinjenjima
(npr. triketonima i hloracetamidima) jer, u veéini slucajeva, pesticidi
imaju visok postotak aktivnih materija. Takode, do kontakta moze
doé¢i i prilikom primjene neispravne opreme koja je kontaminirana
pesticidima i prilikom transporta (Cycon i Piotrowska-Seget, 2015).
Triazinski herbicidi spadaju u kategoriju perzistentnih organskih
jedinjenja posSto su otporna na biolosko i hemijsko razlaganje
(Klementova i Keltnerova, 2015).

3.5.1 Fizicko - hemijske osobine terbutilazina

Osnovne fizicko-hemijske osobine terbutilazina date su u Tabeli 5,

a strukturna formula na Slici 26.
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Slika 26. Strukturna formula terbutilazina.
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Kreirano u ChemDraw Professional 15.

Tabela 5. Osnovne karakteristike terbutilazina!?2

Naziv Terbutilazin
Hemijska formula CoH16CIN5
o tringi 2 qdiamin
Relativna molekulska masa (g/mol) 229,7
Tacka topljenja (°C) 178
Hemijska svojstva bijeli kristalni prah
Konstanta disocijacije pKa = 2,0; veoma slaba baza
Log Kow 3,40
Rastvorljivost u acetonu (g/L) 25°C 41

12 https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Terbuthylazine
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Tabela 5. (nastavak)

Rastvorljivost u etanolu (g/L) 25°C 14
Rastvorljivost u etilen glikolu 2.26
(g/L) 25°C '3
Rastvorljivost u toluenu (g/L) 25°C 10,4
Rastvorljivost u vodi (g/L) 20°C 0,0085
Gustina (g/mL) 20°C 1,122

3.5.2 Primjena terbutilazina

Terbutilazin se koristi za kontrolu rasta raznih trava i korova
na poljima kukukuruza. Biljke usvajaju terbutilazin korijenom
i transportuju ga u stablo i listove. U korovskim biljkama,
terbutilazin dovodi do inhibicije fotosinteze prekidanjem fiksacije
CO2 i proizvodnje ATP i NADPH. Svoje djelovanje terbutilazin
ispoljava u vidu hloroze i nekroze listova i primjenjuju se za
suzbijanje jednogodisnjih Sirokolisnih korova u poljima kukuruza
i1 voénjacima. Ima nisku rastvorljivost u vodi, Sto rezultira

smanjenom biorazgradivoscu.

Sve ceSCe se terbutilazin pronalazi u povrsinskim i podzemnim
vodama. Predstavlja rizik za okolinu i za zdravlje ljudi zbog svojih
toksikoloskih svojstava i srednje do visoke postojanosti u zemljiStu
(Grenni i sar., 2012). Usljed povectanja proizvodnje kukuruza na
globalnom nivou, raste i zabrinutost usljed sve vete primjene ovog
herbicida (Pannacci i sar., 2016).

3.5.3 Toksi¢éno djelovanje terbutilazina

Zabrana atrazina od strane Evropske unije 2006. godine
(Bethsass i Colangelo, 2006) dovela je do znacajnog povetanja

primjene terbutilazina. Terbutilazin ispoljava blagu akutnu toksi¢nost
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(kategorija III). Na osnovu rezultata ranijih studija u kojima je
ispitivana hroni¢na toksi¢nost i karcinogenost terbutilazina na
miSevima, pacovima i zeCevima, prema Agenciji za zastitu Zzivotne
sredine Sjedinjenih Americkih Drzava (US EPA), Komitet za reviziju
karcinogenosti klasifikovao je terbutilazin kao karcinogen Grupe D, $to
znaci da ne pokazuje genotoksicnost i ne smatra se karcinogenom za
ljude. Toksi¢nost terbutilazina, koja se odnosi na razvoj i reprodukciju,
kao i na endokrini sistem, nije dovoljno proucena. Osim toga, nema
dovoljno podataka o terbutilazinu kao zagadiva¢u podzemnih voda
(Pesticide Info!3).

Nema mnogo studija o toksi¢nosti terbutilazina na ljude
i njegovom metabolizmu u ljudskom organizmu. Medutim, u
eksperimentima na pacovima pokazano je da je glavni metabolicki
put razgradnje terbutilazina hidroliza hlora i monodealkilacija i
didealkilacija, kao i hidroksilacija jedne ili obje dialkilamino grupe
amina. Takode, pokazano je da se terbutilazin brzo izlucuje iz
organizma, potpuno se metaboliSe i ne akumulira u tkivu (Pesticide
Reregistration Status!4).

Herbicidi indukuju formiranje ROS-a u eritrocitima kao Sto
su pokazali eksperimenti in vivo i in vitro (Altuntas i sar., 2002;
Sadowska-Woda i sar., 2010; Saxena i sar., 2011; Lovakovi¢ i sar.,
2017). Takode, triazinski pesticidi dovode do proizvodnje ROS-a
(Bhatti i sar., 2011). Lipidna peroksidacija membrana eritrocita i
promjene u antioksidativnom metabolizmu, indukovane su pod
uticajem pesticida iz grupe triazina, kao i pesticida razli¢ite strukture
u eksperimentima izvedenim in vivo i in vitro (Singh i sar., 2008;
Abdallah i sar., 2011; Salama i sar., 2013; Abbassy i sar., 2014).
Terbutilazin indukuje citogenetsko oStecenje - nestabilnost DNK
niskog nivoa (in vitro i in vivo) (Lovakovi¢ i sar., 2017; Zeljezi¢ i sar.,

13 https://www.pesticideinfo.org/chemical /PR16139 (Accessed 01 August 2022)
14 https://archive.epa.gov/pesticides/reregistration/web/html/status.html
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2018), dovodi do oksidativnog stresa, Sto je pokazano znacajnim
promjenama u aktivnostima antioksidativnih enzima (SODEC, SOD1
i GSH-Px) i povecanim ukupnim antioksidativnhim kapacitetetom
(FRAP, engl. Ferric Reducing Antioxidant Power Assay) (in
vivo) (Lovakovié¢ i sar., 2017), kao i promjenama u oksidativnim
i antioksidativhnim parametarima metabolizma (MDA i CAT)
(Davidovié-Plavsi¢ i sar., 2019). Za atrazin iz grupe hloro-triazina,
utvrdeno je da djeluju narusavajuci endokrinu ravnotezu inhibicijom
cAMP-specificne fosfodiesteraze-4 (Kucka i sar., 2012).

3.6 Sulfoniluree

Otkri¢e herbicida iz klase sulfoniluree, jedno je od najvaznijih
dogadaja u istrazivanju herbicida u posljednjih nekoliko decenija.
Sposobnost sulfoniluree da djeluje kao herbicid zabiljezena je prvi put
1966. godine (Hay, 1990). Sulfoniluree su klasa herbicida sa visokom
biohemijskom aktivno$¢éu pri niskim koncentracijama primjene
(Draber i Fujita, 1992). Niske koncentracije koje se primjenjuju
pomazu u rjeSavanju problema rukovanja, primjene i odlaganja,
istovremeno smanjuju¢i koli¢inu hemikalija koriStenih na zamljistu
(Brown, 1990). Kao najznacajniji herbicidi u borbi protiv korovskih

biljaka u zasadima kukuruza, izdvojili su se oni iz grupe sulfonilurea.

Sulfoniluree se strukturno sastoje od tri dijela: arilni dio, sulfonil
urea most i heterocikli¢ni dio (Slika 27). Svaki dio ima vaznu ulogu
u odredivanju ukupne herbicidne aktivnosti. Najveta aktivnost
zabiljeZena je kod sulfonilureea u kojima benzenski prsten ima orto-

supstituent (Hay, 1990).

3.7 Nikosulfuron

Strukturna formula nikosulfurona prikazana je na Slici 28, a

fizicko-hemijske osobine u Tabeli 6.
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Slika 27. Opsta strukturna formula sulfoniluree herbicida.
Kreirano u ChemDraw Professional 15
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Slika 28. Strukturna formula nikosulfurona.
Kreirano u ChemDraw Professional 15.

Nikosulfuron (2-[(4,6-dimetoksipirimidin-2-il)karbamoilsulfamoil ]
-N,N-dimetilpiridin-3-karboksiamid) je selektivni herbicid iz grupe
sulfonilurea ¢iji se mehanizam djelovanja zasniva na inhibiciji
aktivnosti enzima acetolaktat-sintaze koji je kod visih biljaka
lokalizovan u hloroplastima. Inhibicijom acetolaktat-sintaze dolazi do
blokiranja sinteze esencijalnih aminokiselina sa razgranatim boc¢nim

lancima kao Sto su valin i izoleucin, $to dovodi do inhibicije sinteze
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proteina i smrti korova (Topolovec, 2008). Koristi se za suzbijanje
mnogih jednogodis$njih i viSegodisnjih travnih i Sirokolisnih korova
i veoma je efikasan na zasadima kukuruza. Iako detaljan mehanizam
inhibicije acetolaktat-sintaze nije poznat, posljedica je prestanak
sinteze proteina, nukleinskih kiselina, diobe ¢elije i rasta mladog
korijenja i listova. Nakon nekoliko dana, mladi listovi izgledaju
uvenulo, a zatim takav izgled poprima i cijela biljka. Ako se ovi
herbicidi primjenjuju prije sjetve ili prije nicanja biljaka i korova,
onda korovi izrastu i rastu dok ne utrose rezerve hrane uskladistene

u sjemenu (Topolovec, 2008, Xu i sar., 2022).

Tabela 6. Fizicko-hemijske karakteristike herbicida nikosulfurona'5

Ime Nikosulfuron

Hemijska formula: C15H18N606S

2-[(4,6-dimetoksipirimidin-
2-iDkarbamoilsulfamoil ]-

IUPAC naziv: N,N-dimetilpiridin-3-
karboksiamid
Molekulska masa (g/mol): 410,4

Tacka topljenja (°C): 169-172

Napon pare (mPa): <8*107
pKa: 4,6
Rastvoriljivost u vodi (g/L) 25°C 7,4
Rastvoriljivost u dihlormetanu 160

(g/L) 25°C

Rastvoriljivost u hloroformu (g/L) 25°C 64
Rastvoriljivost u acetonitrilu (g/L) 25°C 23

15 https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/73281
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Tabela 6. (nastavak)

Rastvoriljivost u n-heksanu (g/L) 25°C <0,02
Rastvoriljivost u acetonu (g/L) 25°C 18
Rastvoriljivost u etanolu (g/L) 25°C 4,5

Gustina (g/mL) 1,02

Pokazano je da nikosulfuron moZe smanjiti sadrzaj hlorofila
i efikasnost fotosinteze, ¢ime se smanjuje rast biljaka (Wang i
sar., 2018). Primjena herbicida ostecuje fotosisteme I i II, ¢ime se
smanjuje maksimalna efikasnost fotosinteze. Razlog tome je povec¢ana
proizvodnja ROS-a koji nastaju u procesu fotosinteze u stresnim
uslovima. Stalnom evolucijom biljaka, toksi¢nost herbicida se smanjuje
mehanizmima adaptacija koje biljke razvijaju. Jedan od tih zastitnih

mehanizama odbrane je antioksidativni sistem (Wang i sar., 2018).

3.7.1 Toksi¢nost nikosulfurona

Akutna srednja oralna i dermalna letalna doza (LDso)
nikosulfurona za miseve je ve¢a od 5000 mg/kg i 2000 mg/kg, dok
je inhalaciona (LCso, 4 Casa) za pacove veca od 5,47 mg/L vazduha
(Grahovac, 2016).

Odobren je za upotrebu samo u zemljama Evropske unije’.
Prema dostupnim literaturnim podacima, nikosulfuron ima nisku
akutnu toksi¢nost kod ljudi; malo je vjerovatno da je karcinogen i
potencijalni je zagadiva¢ podzemnih voda. Uradeno je nedovoljno
studija da bi se potvrdila reproduktivna i razvojna toksi¢nost kao
i endokrini poremecaji uzorkovani nikosulfuronom (PPDB!”
Nicosulfuron, 2023). Medutim, epidemioloske studije pokazuju
da su upotreba i rukovanje herbicidima sulfoniluree povezani sa

16 https://www.chemicalbook.com
17 Pesticide Properties DataBase
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znacajno povecanim rizikom od pobacaja (Garry i sar., 2002). Pored
toga, poznato je da neke sulfoniluree deluju kao hipoglikemijski
agensi u lijeenju dijabetesa tipa 2 kod ljudi i da su povezane sa
ve¢im rizikom od razvoja raka od drugih hipoglikemijskih agenasa
(Chen i sar., 2017).

3.7.2 Detoksikacija pesticida u biljnim ¢elijama

Biljke apsorbuju pesticide uglavnom preko listova, plodova i
korijena. Metabolicka sudbina pesticida u ili na biljci je slozen proces
koji pocinje potencijalnom modifikacijom na reaktivhim mestima koja
se uglavnom nalaze u listu i korijenu. Kada dospije u biljku, pesticid
se moze distribuirati unutar biljke, zatim od ¢elije do ¢elije ili preko
vaskularnog sistema biljke. Stepen i nacin na koji se pesticid usvaja
i distribuira u biljci zavisi od fizickih i hemijskih svojstava pesticida.
Pesticid, koji se korijenjem usvaja iz zemljista, moZe da prode dva puta
da bi doSao do sudova ksilema: 1) apoplastni put i 2) simplastni put.
Simplastni put je put kroz celije povezane preko plazmodezmi. To je
reaktivno okruzenje koje omogucava blizak kontakt izmedu pesticida
i biljnih enzima i drugih ¢éelijskih reaktanata. Apoplastni sistem
obuhvata c¢elijske zidove i vazdusne prostore izmedu celija kroz koje
se odvija transport rastvorenih materija na kratke i velike udaljenosti
putem difuzije. Difuzno kretanje ima primarnu ulogu u transportu na
kratke udaljenosti. Neki ksenobiotici su ograniceni samo na kretanje
apoplastnim ili simplastnim putem, dok se drugi, mogu kretati kroz
oba puta. Ravnoteza izmedu distribucije pesticida u apoplastno-
simplastnim kompartmanima je ono S$to odreduje ukupan obrazac
transporta. Generalno, manje lipofilni pesticidi krecu se apoplastnim
putem, a viSe lipofilni pesticidi imaju tendenciju da se krecu
simplastnim putem. Kretanje do centara metabolicke aktivnosti, kao
Sto su vrhovi korijena i izdanaka, desava se putem aktivnog transporta

u floemu (Boersma i sar., 1988).
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Biljke posjeduju mehanizme za degradaciju ili sekvestraciju
(odvajanja ili odstranjivanje) vecine komercijalnih pesticida
iako su takve hemikalije biljci strane. Najces¢e, ovi mehanizmi
biotransformacije su nezavisni i nemaju veze sa na¢inom djelovanja
i fizioloSkim os$te¢enjima ukljucenim u aktivnost pesticida; umjesto
toga, oni se odnose na funkcionalne grupe ili veze u jedinjenju koje
su podlozne enzimskom ili hemijskom ,napadu“ (Casida i Likken,
1969). Metaboliziranje pesticida u biljkama moze se podijeliti
u tri faze: procese transformacije (I faza), konjugacije (II faza) i
skladistenja (III faza). Inicijalne metabolic¢ke reakcije, poznate i kao
reakcije faze I, prvenstveno su katalizovane enzimima citohroma
P450 i dovode do stvaranja reaktivnih grupa u strukturi pesticida
koristeci razli¢ite mehanizme transformacije (Mougin i sar., 2001).
Generisane reaktivne grupe, kao $to su hidroksilne, sluze kao ,rucka“
za naknadnu konjugaciju i skladistenje, a katalizovane su enzimima
faze II i III. Tipovi transformacija pesticida koji se javljaju u
biljkama ukljucuju oksidaciju, hidroksilaciju, epoksidaciju, hidrolizu,
redukciju, N-dealkilaciju, O-dealkilaciju, desulfuraciju, dehalogenaciju,
dehidrohalogenaciju i dehidrogenaciju (Casida i Likken, 1969).

Hoagland i Zablotowicz (2001) su pokazali ulogu hidroliti¢kih
enzima biljaka su u reakcijama hidrolize pesticida. Esteraze, lipaze
i proteaze ukljuéene su u detoksikaciju i razgradnju pesticida.
Hidroliza amida amidazama vazna je u detoksikaciji alahlora i
drugih pesticida sa amidnim vezama. Enzimi monooksigenaze
vazni su u transformaciji nitroaromati¢nih pesticida kao Sto je
trifluralin (2,6-dinitro-N,N-dipropil-4-(trifluorometilbenzenamin)).
Reakcije faze II i III uklju¢uju konjugaciju molekula pesticida
ili njihovih metabolita sa komponentama biljne c¢elije. Procesi
faze II dovode do stvaranja rastvorljivih konjugata (uglavnom sa
SeCerima i aminokiselinama). Biljni metaboliti ukljuceni u procese

konjugacije su glukoza, glutation, malonska kiselina i aminokiseline.
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Konjugacija sa glutationom je vazna reakcija transformacije faze II u
biljkama (Hatzios, 2001). U prisustvu enzima glutation S-transferaze,
glutation moze da reaguje sa nizom supstrata, ukljucujuci epokside,
aril i alkil halide i druga elektrofilna jedinjenja. Rastvorljivi konjugati
mogu se skladistiti u vakuolama tokom reakcija faze II (Sandermann,
1992; Korte i sar., 2000).

Konjugacija sa nerastvorljivim strukturama u biljnoj ¢eliji, npr.
kopolimerizacija sa ligninom, naziva se reakcija faze III. Reakcija
faze III dovodi do formiranja nerastvornog ili vezanog ostatka.
Rije¢ je o prirodnom regulatornom mehanizmu kojim biljke
smanjuju rastvorljivost toksi¢nih pesticida u vodi, ¢ime se smanjuje
njihova reaktivnost i toksi¢nost. Takode, na ovaj nacin se smanjuje
pokretljivost pesticida u biljnom simplastu i omoguéava njihovo
skladistenje u vakuoli i apoplastu. Otkrivena su tri glavna puta za
reakcije faze III u biljkama: transport u celijske vakuole, transport u
ekstracelularni prostor i taloZenje u ligninu ili drugim komponentama
celijskog zida (Sandermann, 1992; Roberts, 2000). U biljkama je
otkriveno nekoliko enzima koji su aktivni u uklanjanju pesticida ili
drugih ksenobiotika (Tabela 7).

Nivoi enzima za detoksikaciju u biljci zavise od vrste i starosti
biljke. Vazno nerijeseno pitanje je da li su i u kojoj mjeri vezani ostaci u
biljkama bioraspolozivi. Mali broj ispitivanja, u kojima su radioaktivno
obiljezenim biljnim materijalom hranjene Zivotinje, ukazuju na to da

vecina biotransformisanih pesticida nisu bioraspolozivi.

Ponekad se, prilikom detoksikacije pesticida, formira veliki
broj metabolita, jer se degradativni ,napad®“ Cesto deSava na viSe
mjesta na molekulu pesticida, bilo istovremeno ili uzastopno.
Nisu sve hemijske promjene na pesticidima enzimski posredovane;
neke su rezultat reakcije sa biljnim metabolitima neenzimskim

mehanizmima, a drugi nastaju fotohemijskim mehanizmima.
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Tabela 7. Biljni enzmi ukljuceni u detoksikaciju pesticida (Hoagland i
sar., 2000; Van Eerd I sar., 2003).

Enzimi

Citohrom P450:

Peroksidaze
klase III:

Aril acilamidaze:

Esteraze:

Lipaze:

Proteaze:

Amidaze:

ukljuéen u I fazu metabolizma pesticida
katalizuju¢i monooksingenazne reakcije;

ukljucene u III fazu metabolizma pesticida koja
podrazumijeva dekarboksilaciju, oksidaciju
sumpora, N-demetilaciju, hidroksilaciju prstena i
oksidacije aromati¢nih metilnih grupa;

ukljucene u hidroliticke transformacije
katalizujuéi razgradnju amidne veze u I fazi
metablizma pesticida;

ukljuéene u hidroliticke transformacije,
katalizujuéi razgradnju estarskih veza u I fazi
metablizma pesticida;

ukljucene u hidroliticke transformacije,
katalizuju¢i razgradnju estarskih veza u I fazi
metablizma pesticida;

ukljuéene u hidroliticke transformacije,
katalizujuéi razgradnju estarskih veza u I fazi
metablizma pesticida;

ukljucene u hidroliticke transformacije
katalizujuéi razgradnju amidne veze u I fazi
metablizma pesticida.

Putevi metabolizma pesticida zavise od ravnoteze enzima razlicitih

katalitickih sposobnosti, prisutnih u razli¢itim biljnim vrstama, i

mogucih hemijskih reakcija. Stopa metabolickog ,napada“ na pesticide

od strane biljaka varira u zavisnosti od vrste do vrste, vremena boravka

pesticida u biljkama ili na biljkama i stepena ulaska u biljku. Uz neke

velike izuzetke, mikroorganizmi, insekti, biljke i sisari metabolisu

strana organska jedinjenja istim glavnim putevima (Hall i sar., 2001).

Procesi u biljkama su, u vecini slucajeva, sporiji nego kod Zivotinja,
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ako su ukljuceni sli¢cni mehanizmi; veéina zZivotinja ima bolje sisteme
razgradnje, cirkulacije i izlu¢ivanja od biljaka. Biljke imaju tendenciju
da skladiste pesticide i njihove metabolicke proizvode na duze
periode. Metabolizam pesticida, generalno, dovodi do detoksikacije,
ali ponekad, proizvodi transformacije imaju jednaku, ako ne i vetu
toksicnost od odgovarajucih polaznih jedinjenja. Ovaj faktor ponekad

doprinosi selektivnoj toksi¢nosti.

3.8 Modeli ispitivanja toksi¢nosti pesticida na

neciljnim vrstama

Zbog razli¢ite hemijske strukture i nacina djelovanja, uticaj
pesticida na Zivotinjske i ljudske celije razli¢it je. Medutim,
zajednicko im je da izazivaju oksidativni stres koji se moze odraziti
na proizvodnju ROS-a (Halliwell i Gutteridge, 2006; DSouza, 2017).
ROS moze dovesti do oStecenja biomolekula i promjena u njihovoj
strukturi i funkciji. Uprkos velikom broju studija koje se bave uticajem
herbicida na oksidativni stres, ova oblast je joS uvijek nedovoljno
istrazena. Istrazivanja bi trebalo da budu usmjerena na ispitivanje
uticaja herbicida razlic¢ite strukture i fizicko-hemijska svojstava;
razlicite eksperimentalne modele (eritrociti, ¢elijske kulture), kao i
pracenje promjena u koncentraciji i aktivnosti razlic¢itih bioindikatora
(oksidativni - malondialdehid, vodonik peroksid, antioksidativni
- enzimski i neenzimski, enzimi faze II biotransformacije) kao i

djelovanja herbicida na ¢elijskom nivou.

3.9 Eritrociti kao model sistem za in vitro

ispitivanja toksi¢nosti pesticida

Istrazivanja uticaja herbicida u kontrolisanim in vitro uslovima
pruzaju vazan uvid u interakcije herbicida sa ¢elijskim komponentama,
Sto moze objasniti mehanizme djelovanja herbicida (Marjanovié¢
Cermak i sar., 2018). Eritrociti su najzastupljenije éelije u ljudskom

tijelu i odgovorne su za transport kiseonika. Membrane eritrocita
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su bogate polinezasi¢enim masnim kiselinama (PUFA) dok Hb ¢ini
oko 95% ukupnih citoplazmatskih proteina. Eritrociti su izloZeni
djelovanju ROS-a koji se kontinuirano proizvode, uglavnom zbog
autooksidacije oksihemoglobina u methemoglobin (Rifkind i sar.,
2003). Zbog stalne izloZenosti visokim koncentracijama kiseonika i
osetljivosti PUFA i Hb na oksidaciju, eritrociti su stalni izvor ROS-a
i oksidativnog stresa u fizioloskim uslovima. U uslovima izloZenosti
razli¢itim vrstama abioti¢kog stresa, lipidna peroksidacija je pojac¢ana
u membranama eritrocita i oksidacija Hb je intenzivirana do
methemoglobina (metHb), Sto dodatno povecava proizvodnju ROS-a
i formiranje malondialdehida kao glavnog indikatora peroksidacije
lipida (Gupta i sar., 2020). Iako eritrociti nemaju jedro i organele
i ne mogu de novo da sintetiSu proteine, oni su bogati enzimskim i
neenzimskim komponentama antioksidativnog zaStitnog sistema
i uspjesno se odupiru Stetnim efektima koji mogu izazvati ROS
(Podsiedlik i sar., 2020). Enzimi AOS, CAT i SOD su medu najvaznijim
enzimima u odgovoru ¢elije na dejstvo pesticida (Deeba i sar., 2017;
Gupta i sar., 2020). Superoksid dismutaza predstavlja prvu liniju
odbrane od ROS-a formiranih fizioloski i dejstvom egzogenih faktora
(ksenobiotici, temperatura, zracenje). Katalaza je veoma efikasna
pri visokim koncentracijama H202, dok niske koncentracije H202
uklanja glutation peroksidaza, a glutation reduktaza regenerise
redukovani glutation. U eritrocitima je prisutna velika koli¢ina CAT-e,
a samo jetra sadrzi viSe ovog enzima. Kao komponente neenzimskog
AOS-a u eritrocitima su prisutne molekule male molekulske mase
(glutation, vitamini E i C) (Nikoli¢-Kokié¢ i sar., 2010). Dostupni
literaturni podaci pokazuju da promjene aktivnosti i koncentracije
AOS-a eritrocita zavisi od vrste pesticida (strukture), uslova tretmana
i koncentracije pesticida (Altuntas i sar., 2004; El-Demerdash, 2007;
Sadowska-Woda i sar., 2010). U uslovima oksidativnog stresa pesticidi

mogu dovesti do oksidacije hemoglobina u eritrocitima do metHb u
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uslovima oksidativnog stresa (Sosnowska i sar., 2013). Denaturisani
hemoglobin se vezuje u obliku agregata visoke molekulske mase
za membrane eritrocita (Kriebardis i sar., 2007). Pored toga,
promjene u antioksidativnoj aktivnosti i koncentraciji oksidativnih i
antioksidativnih parametara su pouzdan bioindikator koli¢cine ROS-a
nastalih pod uticajem razlic¢itih ksenobiotika (Podsiedlik i sar., 2020).

3.10 Uticaj herbicida na oksidativne i antioksidativne

parametre metabolizma eritrocita

Uticaj razli¢itih koncentracija komercijalnog preparata naziva
Hemazin SP 500, koji sadrzi aktivhu komponentu terbutilazin, na
lipidnu peroksidaciju humanih eritrocita i koncentraciju hemoglobina,
pokazan je u radu Davidovi¢-Plavsic i saradnici (2017). Uzorci humanih
eritrocita tretirani su razli¢itim koncentracijama terbutilazina:
0,0085; 0,85; 8,5 mg/L 3 ¢asa. Povetanje sadrzaja MDA izmjereno
je u uzorcima tretiranim najnizom koncentracijom terbutilazina, dok je
znacajno smanjenje koncentracije MDA izmjereno pri tretmanu sa 8,5
mg/L terbutilazina. Koncentracija hemoglobina je rasla sa povecanjem
koncentracije terbutilazina i najveca je izmjerena pri koncentraciji od
8,5 mg/L (Davidovi¢-Plavsi¢ i sar., 2017). Povecanje koncentracije
insekticida hlorpirifosa dovodi do porasta, dok lambda cihalotrin
indukuje smanjenje koncentracije Hb (Deeba i sar., 2017). Saxena i
saradnici, (2011) su u svom radu pokazali da insekticidi hlorpirifos
i endosulfan dovode do poveéanja koncentracije Hb u odnosu na
kontrolu. Ovi rezultati mogu ukazivati na razlicite mehanizme
djelovanja pesticida u humanim eritrocitima. Herbicidi mogu da djeluju
na humane eritrocite izazivanjem oksidacije Hb u metHB (Sosnowska
i sar., 2013) ili da indukuju povectanje koncentracije Hb preko
nepoznatog mehanizma (Deebaisar., 2017). U istom radu je pokazano
da oba insekticida indukuju porast koncentracije MDA, dok je u
radu Gultekin i sar., (2000) pokazano da pri manjim koncentracijama
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organofosfatnog insekticida hlorpirifos-etila prvo dolazi do porasta
koncentracije MDA, a zatim pri veéim koncentracijama pesticida
dolazi do smanjenja koncentracije MDA u lizatu humanih eritrocita in
vitro. Osim strukture pesticida i primijenjena koncentracija utice na

oksidativne procese u eritrocitima in vitro.

U radu Davidovi¢-Plavs§ic i saradnici (2019) ispitan je
uticaj razli¢itih koncentracija herbicida na humane eritrocite u
eksperimentu in vitro. Ispitane su promjene redoks homeostaze u
lizatu humanih eritrocita nakon akutnog izlaganja komercijalnom
herbicidu (terbutilazinu Hemazin SC 500), (Davidovi¢-Plavsi¢ i sar.,
2019). Aktivnosti antioksidativnih enzima u humanim eritrocitima
SOD1, CAT i GST odredivane su nakon inkubacije eritrocita sa
razli¢itim koncentracijama herbicida hemazina: 37 nmol/L (T1),
3,7 mmol/L (T2) i 37 mmol/L (T3), tokom 1 i 3 ¢asa na 37°C. Iz
lizata je hemoglobin uklonjen Tsuchihashi metodom (Tsuchihashi,
1923) i preostali rastvor je koristen za analizu izoenzimskog profila
i aktivnosti SOD1. U lizatu su detektovane dvije izoforme SODI1
(SOD1 A i SOD1 B) u kontrolnim i tretiranim uzorcima. Tretman
herbicidom nije doveo do promjena u izoenzimskim profilima, ali
je znacajno doveo do povecanja aktivnosti ukupne SODI pri nizim
koncentracijama herbicida nakon inkubacije od 1 ¢asa u odnosu na
kontrolu. S druge strane, nakon inkubacije od 3 ¢asa u odnosu na,
kontrolu jedino je pri koncentraciji herbicida od 3,7 mmol/L (T2)
doslo do statistic¢ki znac¢ajnog povecanja aktivnosti SOD1 (Slika 29A).
Znacajno smanjenje aktivnosti SOD1 izmjereno je samo za najvecu
koncentraciju terbutilazina nakon inkubacije od 3 ¢asa (Slika 29A).
U kontrolnim i tretiranim uzorcima inkubiranim 1 ¢as i 3 ¢asa na 37°C
detektovana je jedna CAT izoforma nakon nativne poliakridamidne
elektroforeze (Davidovi¢-Plavsi¢ i sar., 2019). Statisticki znacajno
povecanje aktivnosti CAT-e izmjereno je jedino u uzorcima
tretiranim 1 ¢as sa 37 mmol/L (T3) terbutilazinom (Slika 29B).
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Slika 29. A) Ukupna relativna aktivnost SOD1 (zbir aktivnosti SOD1 A i
SOD1 B) u kontrolnim uzorcima i uzorcima inkubiranim tokom 1 i 3 ¢asa
na 37°C terbutilazinom koncentracije 3,7 umol/L (T2) i 37 umol/L (T3). B)
Ukupna relativna aktivnhost CAT-e u kontrolnim i uzorcima inkubiranim
tokom 1 casa na 37°C terbutilazinom koncentracije 37 umol/L (T3)
(modifikovano prema Davidovi¢-Plavsi¢ i saradnici (2019). Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrijednost + SE. ** p<0,01; *** p<0.005.

Nakon tretmana humanih eritrocita hemazinom, u poredenju sa
kontrolom statisticki znacajno smanjenje GST aktivnosti izmjereno je

za najnizu koncentraciju herbicida za 1 ¢as i 3 ¢asa (Slika 30).

I drugi autori su pokazali u svojim radovima da su aktivnosti
SOD1 poveéane pri tretmanu eritrocita nizim koncentracijama
pesticida: hlorpirifos-etilom (Gultekin i sar., 2000), piretroidnim
insekticidom (Sadowska-Woda i1 sar., 2010) i izoksazolidinskim
herbicidom klomazonom (Santi i sar., 2011). Svi navedeni pesticidi
sadrze u svojoj strukturi hlor. Kako SOD1 mozZe biti aktivirana pri nizim
koncentracijama i inhibirana pri visim koncentracijama jedinjenja
koja sadrze sumpor (Toohey i Cooper, 2014), pretpostavka je da bi
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na slican nacin mogla da djeluju i jedinjenja koja sadrze hlor, kao Sto
je npr. terbutilazin. Tretman eritrocita organohlornim insekticidom
endosulfanom i organofosfornim insekticidom hlorpirifosom dovodi
do statisticki znacajnog smanjenjenja aktivnosti SOD1 (Saxena i sar.,
2011), Sto moze biti posljedica oksidativnih promjena proteina koje
mogu dovesti do povetane osjetljivosti na proteolizu i denaturaciju
proteina (Kriebardis i sar., 2007). Do promjene aktivnosti
CAT-e moze do¢i nakon tretmana humanih eritrocita razli¢itim
pesticidima. Tako je pokazano da za sve primijenjene koncentracije
izoksazolidinskog herbicida klomazona moze do¢i do smanjenja
aktivnosti katalaze (Santi i sar., 2011). Tretman organofosfornim
insekticidom trihlorfonom je, sa druge strane, indukovao povecanje
aktivnosti katalaze (Catalgol i sar., 2007). Nepromijenjene aktivnosti
CAT-e izmjerene su nakon tretmana eritrocita organofosfatnim
insekticidom diazinom (Altuntas i sar., 2004). U radu Davidovi¢-
Plavsi¢ i saradnici (2019), pokazano je da je aktivnost CAT-e najveca
u uslovima izloZenosti najviSoj koncentraciji terbutilazina za koju
se moze pretpostaviti da je najprooksidativnija, kao S$to su to i drugi
autori pokazali (Eroglu i sar., 2013). Takode, pokazano je da tretman
eritrocita svim koncentracijama sinteti¢kog piretroidnog insekticida
lambda-cihalotrina (0.1, 0.5, 1, 2.5, 5 mM) indukuje smanjenje GST
aktivnosti (El-Demerdash, 2007), dok je treman organohlornim
insekticidom endosulfanom i organofosfornim insekticidom
hlorpirifosom indukovao povecanje GST aktivnosti (Saxena i sar.,
2011). Aktivnost GST-e regulisana je putem koncentracije glutationa
i redoks statusa Celije. Povetana koncentracija H202, koja je rezultat
inhibicije CAT aktivnosti (Kono i Fridovich, 1982) sa superoksid
anjon radikalom, moze inhibirati aktivnost SOD1 (Pigeolet i sar.,
1990). Antioksidativni sistem eritrocita funkcioniSe u domenu
pozitivne korelacija izmedu SOD1 i CAT-e. Smanjenje GST aktivnosti

pri najnizoj koncentraciji terbutilazina moze biti posljedica indukcije
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antioksidativnog metabolizma, posebno SOD1, zato Sto je aktivnost
SOD1 najosjetljivija na promjene koncentracije terbutilazina tokom
akutnog izlaganja. S druge strane, pri visokim koncentracijama
terbutilazina tokom 3 casa inkubacije, GST aktivnost se povecala,
Sto naglasava znacaj GST-e u odbrani od ROS-a u prooksidativnim
uslovima kada je aktivnost SODI1 inhibirana (Davidovi¢-Plavsié¢ i
sar., 2019). Za razliku od SOD1 i CAT-e koji ¢ine prvu liniju odbrane
od ROS-a, enzimi zavisni od glutationa u antioksidativnom sistemu
odvojeno su regulisani, vjerovatno preko koncentracije (smanjenog)
glutationa i redoks statusa celije.

g —
E-:Q: 10+ 7/

kontrola 1 ¢as
T11 ¢as

kontrola 3 ¢asa
T1 3 casa

Slika 30. Aktivnost GST (glutation-S-transferaze) u kontrolnim uzorcima

i tretiranim sa 37 nmol/L (T1) terbutilazinom inkubiranih 1 ¢as i 3 casa

(modifikovano prema Davidovié-Plavsi¢ i saradnici, 2019). Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrijednost + SE. * p<0,05.

Rezultati u radu Davidovi¢-Plavsi¢ i saradnici (2019) pokazali su
promjenu aktivnosti enzima SOD1, CAT-e i GST-e humanih eritrocita
za razli¢ite koncentracije terbutilazina i vrijeme inkubacije in vitro, sto

moze ukazivati na strategiju organizma u zastiti od oksidativnog stresa.
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Kao posljedica hroni¢ne izloZenosti niskim koncentracijama pesticida,
moZze do¢i do promjena antioksidativnog kapaciteta na sistemskom
nivou. Takode, posto je koristen komercijalni preparat, Hemazin SC
500, za tretman humanih eritrocita, treba uzeti u obzir i potencijalni
uticaj pratet¢ih jedinjenja komercijalnog preparata na antioksidativni
metabolizam humanih eritrocita. U Tabeli 8, sumirani su dostupni
podaci o promjenama aktivnosti antioksidativnih enzima kao odgovor
na tretman razli¢itim pesticidima u in vitro uslovima (predstavljeni su
tip uzorka, vrsta pesticida, uslovi tretmana i koncentracije pesticida).
Kao $to se vidi iz Tabele 8, strukturno razli¢iti pesticidi dovode do

oksidativnih promjena u eritrocitima.

Parakvat je jedan od najceSc¢e koristenih herbicida u svijetu.
Parakvat je komercijalni naziv za N,N’-dimetil-4,4-bipiridin
dihlorid. Vrlo je otrovan za zivotinje i ljude. U radu Friscic i sar.,
(2014) eritrociti pacova bili su izlozeni razli¢itim koncentracijama
parakvata (o, 0,25, 0,5, 0,75, 1,25 mM) tokom 3 c¢asa. Autori su
pokazali prisustvo jedne SOD1 i jedne CAT izoforme u uzorcima
eritrocita pacova. Dobijeni rezultati su pokazali da nize koncentracije
parakvata (0,25 i 0,5 mM) dovode do povecanja aktivnosti SOD1
i CAT-e dok sa povecanjem koncentracije herbicida dolazi do
inhibicije aktivnosti oba enzima. Takode, autori su ukazali na to da
nize koncentracije parakvata ne uti¢u na aktivnost acetilholinesteraze,
dok do znacajnog smanjenja aktivnosti dolazi pri tretmanu sa najviSom
koncentracijom parakvata (1,25 mM). Lokalizacija acetilholin
esteraze na membrani eritrocita odreduje njenu osjetljivost na
djelovanje ROS-a. Promjene u aktivnosti acetilholinesteraze
mogu biti posljedica djelovanja ROS-a indukovanog povetanim
koncentracijama herbicida (Bukowska, 2006).
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3.11 Zastitni efekat sekundarnih metabolita biljaka od

toksi¢nih efekata pesticida

Negativni efekti herbicida mogu se ublaziti prirodnim jedinjenjima
koja pokazuju antioksidativni kapacitet. Srijemus (Allium ursinum) je
biljka bogata fenolnim jedinjenjima koja ima znacajan antioksidativni
kapacitet mjeren sposobnos$¢u uklanjanja DPPH radikala (3637 pg
Trolox/g ., '®) 1 ABTS radikala (8010 pg Trolox/g ) (laBumoBuh-
ITnapmwuh i sar., 2018). Odgovor antioksidativnog sistema humanih
eritrocita na tretman herbicidom terbutilazinom in vitro i moguca
zasStitna uloga ekstrakta lista srijemusa (fenolnih jedinjenja) od
oksidativnih oste¢enja izazvanih terbutilazinom, prikazan je u radu
Davidovi¢-Plavsi¢ i sar., (2021). Ekstrakt srijemusa je statisticki
znacajno smanjio koncentraciju MDA-a i Hb-a u poredenju sa
uzorcima tretiranim samo terbutilazinom (4,5 mg/L). U radu je
pokazano da terbutilazin u koncentraciji od 4,25 mg/L nije znacajno
promijenio aktivnosti SOD1 i CAT-e (Slike 31 i 32). Aktivnost CAT-e
statisticki je znacajno povecana u uzorcima tretiranim ekstraktom
srijemusa i terbutilazinom u poredenju sa uzorcima tretiranim samo
terbutilazinom. Pored toga, ekstrakt srijemusa nije znacajno uticao
na aktivnost SOD1. Rezultati su pokazali da ekstrakt srijemusa moze
smanjiti toksi¢nost terbutilazina, a membrana eritrocita moze biti
primarno mjesto zastitnog djelovanja fenolnih jedinjenja iz ekstrakta
(Davidovi¢-Plavsi¢ i sar., 2021). U radu je pokazano da bi intenzitet
lipidne peroksidacije mogao biti biomarker oksidativnhog oStecenja
izazvanog terbutilazinom i zastitnog efekta srijemusa. I drugi autori
su ukazali na znacajan antioksidativni kapacitet ekstrakta srijemusa
(Sahnoun i sar., 2017; Tomovi¢ i sar., 2020). Takode, i u drugim
radovima je pokazano da se oksidativna oSte¢enja uzrokovana
pesticidima, mogu smanjiti koris¢enjem biljnih ekstrakata (Nakbi i
sar., 2010; Turkez i sar., 2012; Khalifa i Alkhalaf, 2020).

18 DW, engl. dry weight - suva masa
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Rezultati u radu Davidovi¢-Plavsi¢ i saradnici (2021) pokazali
su da je terbutilazin doveo do povecéanja koncentracije Hb, dok
je terbutilazin u kombinaciji sa ekstraktom srijemusa doveo do
smanjenja koncentracije Hb-a. Efekat ekstrakta srijemusa moze
se pripisati fenolnim jedinjenjima koja Stite Hb od oksidativnog
oSteCenja sprecavanjem povecane proizvodnje ROS-a. Poznato je da
fenolna jedinjenja imaju sposobnost uklanjanja ROS-a (Rice-Evans
i sar., 1997). Dejstvo herbicida na humane eritrocite uglavnom je
praceno lipidnom peroksidacijom i povecanom Kkoncentracijom
MDA-a (Abudayyak i sar., 2014), Sto moZe biti povezano sa
vecom proizvodnjom H202 (Kiruthiga i sar., 2007). Mehanizam
kojim fenolna jedinjenja dobijena iz srijemusSa smanjuju lipidnu
peroksidaciju membrana eritrocita moze ukljucivati smanjenje
koncentracije H202 (Rice-Evans i sar., 1997). Pored toga, zastitni
efekat ekstrakta srijemusa na membrane eritrocita, moze se pripisati
njegovoj sposobnosti da se inkorporira u membrane i zastiti lipidni
dvosloj od oksidativnog oStecenja (LoOpez-Revuelta i sar., 2006;
Sadowska-Woda i sar., 2010). Ekstrakt srijemusa inhibira hemolizu
eritrocita izazvanu oksidativnim agensima i smanjuje Stetne efekte
slobodnih radikala, pri ¢emu ispoljava bolji efekat od vitamina C u
zastiti lipida u membrani eritrocita (Cyboran-Mikolajezyk i sar.,
2019). Hidrofilna frakcija ekstrakta djevicanskog maslinovog ulja,
koja sadrzi ve¢i sadrzaj fenolnih jedinjenja, ima zastitni efekat
peroksidacije lipida izazvane herbicidom 2,4-dihlorofenoksisiréetnom
kiselinom (Nakbi i sar., 2010). Herbicidi mogu inhibirati aktivnosti
SOD1 i CAT-e direktnom interakcijom sa njima ili indirektnim

povecanjem nivoa ROS-a, koji imaju inhibitorni efekat na enzime.

Moguce je da fenolna jedinjenja srijemusa djeluju direktno na
terbutilazin i tako Stite CAT-u od njegove inhibitorne aktivnosti
(Davidovi¢-Plavsié i sar., 2021).

114



"D0LE BU SBY T TURIINYUI ‘@SNUWL(LIS {RIISY
11 71/Sw Sy - oupalez 177/3w Sg‘b altoenjuadouoy () WoUIZe[NgId) ‘eSNWa(LIS WO eIIsyo
[URBINDI] 1010ZN [ (0) B[OIIUOY :BIOOJILIS IUBWNY NIRZI[ N 9-] V) WOULIOJOZI S [938 TUAlIeN ‘g€ BYI[S

IvD
? x ? 5
& 2 & s
N oo@ N &
T S «
FE e &
Qow x{ &o%w/

Do BU SBY T IURIIqMYUT ‘BSNUWS(LIS WOP[enSHD 1 I, T/Sw
Sz‘v s oupoalez 177/3w GTb alor1UEOUOY (],) WOUIZR[IINGIS] ‘BSNWD(LIS WOP{RIISYD :TURIAI] 1010ZN [ (0) B[OIIUOY
{BII00ILIS JIUBWNY NJBZI[ N BwWeuLIojozl (g TAOS 1V IAOS) TAOS wiuafoapzel es [98 tuaneN ‘1€ exIs

- d 1doS
. —
A|
2l VYV 1dos
<) X <4 N
&%w/ﬁ.p < &0%/ 000
N & S ®
& & g
SN o &
g o3



Pokazano je da kod oboljelih od ateroskleroze, nakon
kontinuiranog konzumiranja ekstrakta srijemusa, dolazi do znacajnog
smanjenja koncentracije MDA-a u eritrocitima, bez promjena u SOD1
i CAT-e aktivnosti prije i poslije tretmana (Durak i sar., 2004). Zastitni
efekti biljnih ekstrakata, vodeni ekstrakt aloe (Aloe vera) i butanolni
ekstrakt alzirskog caja (Paronychia argentea), detektovani su nakon
tretmana insekticidima in vivo, na nivou lipidne peroksidacije i
aktivnosti antioksidativnih enzima (Zama i sar., 2007, Gupta i sar.,
2020). Antioksidativni efekat na eritrocite imaju pojedina fenolna
jedinjenja (kvercetin, rutin, resveratrol i katehin) nakon in vitro
tretmana sa insekticidom bifentrinom, H202 i organohlornim
pesticidom pentahlorofenolom (Sadowska-Woda i sar., 2010; Revin
i sar., 2019; Maheshwari i Mahmood, 2020). Intenzitet lipidne
peroksidacije je bioindikator oksidativnog stresa izazvan razli¢itim
vrstama pesticida (Ali i sar., 2014). Pored toga, nivoi MDA mogu
ukazivati na stepen zastitnog efekta antioksidanata nakon izlaganja
eritrocita pesticidima (Sadowska-Woda i sar., 2010; Mossa i sar.,
2014; Revin i sar., 2019; Maheshwari i Mahmood 2020).

Na osnovu dobijenih rezultata u radu Davidovi¢-Plavsi¢ i sar.,
(2021), mehanizam djelovanja terbutilazina (Slika 33), pretpostavlja
se da terbutilazin u humanim eritrocitima izaziva formiranje
ROS-a, a ROS indukuje oksidaciju Hb do metHb (Sosnowska i sar.,
2013). MetHb se agregira i vezuje za membrane humanih eritrocita
(Welbourn i sar., 2017), Sto moze biti izvor ROS-a u membranama.
Nastali ROS u membranama eritrocita indukuju peroksidaciju lipida
i povetavaju koncentraciju MDA. Fenolna jedinjenja u ekstraktu
srijemusa najvjerovatnije djeluju na nivou membrana humanih
eritrocita smanjenjem nivoa ROS-a i posljedi¢no dovodi do smanjnja

koncentracije MDA-a i nivoa oksidovanog Hb-a (Slika 33).
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3.12 Uticaj nikosulfurona na kukuruz

Nikosulfuron je efikasan, bezopasan i selektivan u malim
koncentracijama (Xu i sar., 2022). Ostaci nikosulfurona u zemljistu
i rijekama razgraduju se hidrolizom i aktivno$¢u mikroorganizama
zbog Cega je manja toksi¢nost ovog herbicida za sljedetu generaciju
usjeva (Wang i sar., 2011). Efekti tretiranja kukuruza nikosulfuronom
veoma su razli¢iti. Neki hibridi kukuruza su veoma otporni
(tolerantni), dok su neki veoma osjetljivi (Wang i sar., 2018).
Tolerantni hibridi kukuruza obi¢no mogu razgraditi nikosulfuron
do neaktivnih jedinjenja ili konjugovati herbicid sa glukozom.
Tretmani nikosulfuronom na razlid¢ite hibride uglavnom pokazuju
iste efekte u ranoj fazi - hlorozu i etiolaciju, sto rezultuje pojavom
ljubicastih listova. U daljem rastu biljke, novi listovi dobijaju uvijen
izgled. Takode, rast biljke je inhibiran i mogu se pojaviti sekundarne
stabljike. Vremenom, osjetljivi kukuruz prestaje da raste, stabljike
postaju ljubicaste, listovi Zute i biljka na kraju umire (Wang i sar.,
2018). Na c¢elijskom nivou, nikosulfuron inhibira fotosintezu jer
dovodi do narusavanja strukture hloroplasta, smanjuje usvajanje
ugljenika, smanjena je apsorpcija svijetlosti kao i transport
elektrona kroz fotosisteme, rezultat je smanjena sinteza energije
i NADPH neophodnih za biosintetske aktivnosti ¢elije (Xu i sar.,
2022 i reference u okviru rada). Stepen razgradnje nikosulfurona
u tolerantnim biljkama je visi u odnosu na osjetljive biljke, Sto za
posljedicu ima da nikosulfuron u osjetljivim biljkama indukuje
osmotski stres i povecanu proizvodnju ROS-a (Wang i sar., 2018;
Xu i sar., 2022). Mehanizmi koji dovode do tolerantnosti biljaka
na tretman nikosulfuronom ukljucuju: poveéanje neto fotosinteze,
kontrolisanu proizvodnju ROS-a aktiviranjem antioksidativnog
metabolizma i aktiviranje drugih zastitnih mehanizama (regulacija
osmotskog potencijala, detoksikacija) (Wang i sar., 2018). Ugljeni

hidrati kao proizvodi fotosinteze imaju vaznu ulogu u strukturi i
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metabolizmu u svim zivim ¢elijjama. Akumulacija ugljenih hidrata
je mehanizam kojim biljke odgovaraju na razli¢ite vrste abiotickog
stresa jer doprinose osmoregulaciji i zastiti biomolekula. U radu
Xu i sar., (2022), ispitivan je uticaj nikosulfurona (80 mg/kg) na
dva hibrida slatkog kukuruza (Zea mais L.): HK301 (tolerantan na
nikosulfuron) i HK320 (osjetljiv na nikosulfuron). Nikosulfuron je
primijenjen prskanjem biljaka starosti 30 dana u fazi razvoja Cetvrtog
lista. Autori su pokazali na osnovu visine biljaka, duzine korijena i
broja korijena da nikosulfuron inhibira, u razli¢itom stepenu rast
dva hibrida. Dobijeni rezultati sugeriSu da osjetljivi i tolerantni
hibridi imaju razli¢itu osjetljivost na nikosulfuron. Smanjenje rasta
u uslovima stresa izazvanog nikosulfuronom, moze biti posljedica
smanjene fotosintetske aktivnosti i oksidativnog stresa. Saharoza,
kao glavni proizvod fotosinteze, povezana je sa rastom, razvojem,
skladistenjem, signalizacijom, adaptacijom na stres, prenosom
ugljenika, i smatra se klju¢nim Se¢erom u zivotnim ciklusima biljaka.
Sadrzaj saharoze i aktivnosti enzima ukljuéenih u metabolizam
saharoze (saharoza fosfat sintaze i saharoza sintaze) u oba hibrida
razli¢ito su se mijenjali u uslovima stresa izazvanog nikosulfuronom.
U tolerantnom hibridu, sadrzaj saharoze i aktivnosti saharoza fosfat
sintaze i saharoza sintaze znacajno su se povecali, dok je kod osjetljivog
hibrida doslo do poremecaja u metabolizmu Sec¢era (Xu i sar., 2022).
Heksokinaza i fosfofruktokinaza su enzimi glikolize: heksokinaza
katalizuje fosforilaciju glukoze i nastanak glukoza-6-fosfata, dok
fosfofruktokinaza katalizuje prevodenje fruktoza-6-fosfata u
fruktoza-1,6-bifosfata. Piruvat je krajnji proizvod glikolize, dok je
limunska kiselina meduproizvod ciklusa limunske kiseline. Promjene
u koncentraciji piruvata i limunske kiseline ukazuju na ukupan
protok kroz glikolizu i ciklus limunske kiseline, odnosno energetski
metabolizam (Xu i sar., 2022). Nakon tretmana nikosulfuronom,

aktivnosti heksokinaze i 6-fosfofruktokinaze, kao i sadrzaj piruvata
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i limunske kiseline u osjetljivom hibridu, znacajno su se smanjile u
odnosu na tolerantni hibrid. Autori su pokazali da su glikoliza i ciklus
limunske Kkiseline intenzivirani u tolerantnom hibridu u uslovima
povecane koncentracije nikosulfurona i da omogucavaju tolerantnost
na tretman herbicidom (Slika 34).

[ Nikosulfuron ]

. dva hibrida kukuruza
Nikosulfuron Nikosulfuron

tolerantan hibrid l osjetljivi hibrid

Povecanje koncentracije
saharoze i aktivnosi SPS i SA

Povecanje aktivnosti HF i PFK Smanjenje aktivnosti HF i PFK
4 glikoliza ¥
Povecanje koncentracije P i LK l Smanjenje koncentracije P i LK
A CK v
Prezivljavanje

tolerantnog hibrida
i smrt osjetljivog
hibrida kukuruza

Slika 34. Uticaj nikosulfurona na dva hibrida kukuruza: nikosulfuron
tolerantan i nikosulfuron osjetljiv. Skréenice: HF-heksokinaza, PFK-
fosfofrukto kinaza, P-piruvat., LK-limunska kiselina; CLK-ciklus limunske
kiseline (modifikovano prema Xu i sar., 2022).
Created with BioRender.com (Kreirano u BioRender-u).

Nikosulfuron se cesto koristi u zasadima kukuruza na nasim
podrucjima. Uticaj nikosulfurona (150 pg/mL i 250 pg/mL) na
kukuruz (dva hibrida, ZP 555 i ZP 606) ispitivan je u radu Kuvelja i
sar., (2021). Kukuruz gajen hidroponi¢no, nakon sedam dana rasta

tretiran je nikosulfuronom u trajanju od cetiri dana. Rezultati su
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pokazali da nikosulfuron utice na svjezu i suvu masu lista i korijena
oba hibrida, ali da promjene uglavnom nisu statisticki znacajne.
Statisticki znacajne razlike uocene su u sadrzaju svjeze i suve mase
izmedu hibrida nakon tretmana nikosulfurnom u koncentraciji od
150 pg/mL. Ukupna koncentracija hlorofila kod hibrida ZP 606, u
uzorcima koji su tretirani nikosulfuronom, smanjila se sa povecanjem
koncentracije nikosulfurona, ali smanjenje nije bilo statisticki
znacajno. Kod hibrida ZP 555 izmjereno je povec¢anje koncentracije
hlorofila kod oba tretmana u odnosu na kontrolu, ali bez statistickog
znacaja. Nikosulfuron je uticao na rast i fotosintetkske parametre
hibrida kukuruza ZP 555 i ZP 606, kao sto je pokazno i u radu Xu i
sar., (2022). Nize koncentracije herbicida mogu dovesti do povecanja
sinteze proteina kao odgovor na oksidativni stres izazvan herbicidom
(Zhou 1 sar., 2007). U uzorcima lista kod oba hibrida, nikosulfuron
je doveo do smanjenja sadrzaja proteina. U uzorcima korijena,
tretiranim nizim koncentracijama nikosulfurona, izmjereno je
povecanje koncentracije proteina kod ZP 555, dok je kod hibrida ZP
606 izmjereno povecanje koncentracije proteina za obje koncentracije
nikosulfurona (Kuvelja i sar., 2021). Kod oba hibrida, za list i korijen
uocena je tendencija porasta koncentracije H202 kod vecine uzoraka
u odnosu na kontrolne, Sto ukazuje da nikosulfuron dovodi do
indukcije oksidativnog stresa kao Sto je pokazano u radu Wang i sar.,
(2018). Odgovor biljaka na oksidativni stres ogledao se u indukeiji
promjena u antioksidativnom sistemu zastite. Specificna aktivnost
POX-a se povecala u uzorcima listova kod oba hibrida na nizim
koncentracijama nikosulfurona, dok je sa porastom koncentracije
herbicida doslo do smanjenja POX aktivnosti, ali su one i dalje bile
povecane u odnosu na kontrolu (Kuvelja i sar., 2021). U listovima
oba hibrida tretman niZom koncentracijom nikosulfurona je doveo
do povecanja specificne aktivnosti APX-a, dok je sa povecanjem

koncentracije herbicida u listovima ZP 555 doslo do smanjenja APX
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aktivnosti, a kod hibrida ZP 606 do povec¢anja. U uzorcima korijena
ZP 555, tretman sa obje koncentracije nikosulfurona doveo je do
znacajnog smanjenja APX-a aktivnosti. Promjene u aktivnosti APX
ukazuju na znacaj ovog enzima pri odbrani biljke od oksidativnog
stresa (Yabuta i sar., 2004). Fenolna jedinjenja su vazne komponente
antioksidativnog sistema odbrane, i jedan od adaptivnih mehanizama
na povecanu koncentraciju herbicida jeste indukcija sinteze fenolnih
jedinjenja (Huseynova i sar., 2017). Sadrzaj fenolnih jedinjenja u
listovima hibrida ZP 606 povetavao se sa nizom koncentracijom
nikosulfurona i smanjio nakon tretmana viSom koncentracijom
nikosulfurona, pri ¢emu je koncentracija fenolnih jedinjenja bila visa
u odnosu na kontrolni uzorak. S druge strane, u listovima hibrida
ZP 555, koncentracija fenolnih jedinjenja bila je smanjena u odnosu
na kontrolu nakon tretmana objema koncentracijama nikosulfurona
(Kuvelja i sar., 2021). I drugi autori su pokazali da nikosulfuron
i terbutilazin uticu na rast kukuruza S$to moze biti posljedica
toksic¢nosti i oksidativnog stresa izazvanih herbicidima (Wang i sar.,
2018; Yu i sar., 2021). U radu Kuvelja i saradnika (2021) pokazano
je da nikosulfuron uti¢e na parametre rasta, fotosintetske parametre,
indukuje oksidativni stres povecanjem koncentracije H202 i indukuje
promjene antioksidativnog sistema zastite kod oba hibrda kukuruza.
Intenzitet uticaja nikosulfurona zavisio je od njegove primijenjene
koncentracije i primije¢ene su razlike u odgovoru hibrida pri ¢emu se,

na osnovu izmjerenih parametara, ne moze sa sigurnoscu tvrditi koji

.....
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4. UTICAJ METALA NA CELIJE I ORGANIZME

Metali se akumuliraju u ekoloskom lancu ishrane kroz unos
na nivou biljaka, primarnih proizvodacda, a zatim kroz potrosnju na
nivou potrosaca, dok je korijenje biljaka primarno kontaktno mjesto
za jone teskih metala. U vodenim sistemima, biljke su izlozene teskim
metalima pri ¢emu se apsorbuju direktno u listove zbog cCestica

talozenih na folijarnim povr§inama.

Toksi¢nost teskih metala posljedica je njihove povisene
koncentracije ili je njihovo prisustvo nepozeljno i pri vrlo niskim
koncentracijama, tj. u tragovima. KoncentriSu se kao rezultat
aktivnosti izazvanih ljudima i ulaze u biljna, Zivotinjska i ljudska tkiva
putem inhalacije, ishrane i rukovanja i mogu da se vezu za vitalne
celijske komponente i ometaju njihovo funkcionisanje. Teski metali
su znacajni zagadivaci zZivotne sredine, a njihova toksi¢nost je problem

sve veteg znacaja iz ekoloskih, evolucionih i nutritivnih razloga.

4.1 AtomskKi i jonski radijusi

U periodnom sistemu elemenata, atomski radijusi se smanjuju
slijeva na desno (redovi) i povecavaju od vrha do dna (kolone).
Zbog ova dva trenda, najveci atomi se nalaze u donjem lijevom uglu

periodnog sistema, a najmanji u gornjem desnom uglu (Slika 35).

Poredenje jonskih radijusa sa atomskim radijusima (Slika 36)
pokazuje da je katjon, koji je izgubio elektron, uvijek manji od svog
roditeljskog neutralnog atoma, a anjon, nakon $to je dobio elektron,
uvijek je veci od roditeljskog neutralnog atoma. Kada se jedan ili
viSe elektrona ukloni iz neutralnog atoma, desSavaju se dvije stvari:
1) odbijanja izmedu elektrona u istoj glavnoj ljusci se smanjuju jer
je prisutno manje elektrona, i 2) efektivno nuklearno naelektrisanje
koje osjetaju preostali elektroni povecava se jer ima manje elektrona

koji Stite jedan drugog od uticaja jezgra. Prema tome, veli¢ina oblasti
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prostora koju zauzimaju elektroni se smanjuje i jon se smanjuje (npr.

Li ima atomski radijus 167 pm dok Li* ima jonski radijus 76 pm).
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Ako se razlicit broj elektrona moze ukloniti da bi nastali joni sa
razli¢itim naelektrisanjem, jon sa najve¢im pozitivnim naelektrisanjem
je najmanji (npr. jonski radijus Fe** je 78 pm dok je Fe3* 64,5 pm).
Suprotno tome, dodavanje jednog ili viSe elektrona neutralnom
atomu uzrokuje povecanje odbijanja elektrona i smanjenje efektivnog
nuklearnog naelektrisanja, tako da se veli¢ina regiona verovatnoce

povecava ijon se Siri (npr. atomski radijus F je 42 pm dok F-je 133 pm).

Gubitkom ili dodavanjem elektrona elementima, mogu nastati
katjoni ili anjoni ¢iji su jonski radijusi sli¢ni jonskim radijusima nekih
drugih elemenata u jonskom stanju koji su udaljeni u periodnom
sistemu (unutar iste periode ili druge grupe). To moze dovesti do
zamjene tj. istiskivanja jona kada su joni jednih elementata prisutni u
mnogo vecoj koncentraciji u odnosu na druge jone elemenata sli¢cnih
jonskih radijusa. Kao primjer se moze navesti istiskivanje Pb2* (77,5
pm) iz kostiju suplementacijom Zn?* (74 pm) i suprotno, akumulacija
Pb?* u kostima kada je prisutan mali nedostatak Zn?* (Jamieson i sar.,
2006). Takode, istovremena primjena Zn i Pb, koji se vezu za sli¢na
mjesta na enzimima, dovodi do smanjenja inhibicije enzima izazvanim

Pb, Sto sugeriSe da primjena Zn potiskuje toksi¢ne efekte olova (Flora i
sar., 1989, 1991).

4.2 Osobine teskih metala i njihova uloga u zivim

organizmima

Teski metli su prirodni elementi koji imaju veliku atomsku masu i
gustinu koja je veca od 5 g/cm? (Khanna i sar., 2018). Za ve¢inu teskih
metala karakteristicna su metalna svojstva: duktilnost, savitljivost,
provodljivost, zatim stabilnost katjona i specificnost za ligande (Raskin
i sar., 1994). Teski metali se smatraju elementima u tragovima zbog
prisustva u razlicitim sferama Zivotne sredine u koncentracionom

opsegu od ppb do ppm (Banuelos i Ajwa, 1999). Teski metali su grupa
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elemenata koja ukljuc¢ujuje Cu, Mn, Pb, Cd, Ni, Co, Fe, Zn, Cr, Mo, V,
As, Ag, Pt i druge. Teski metali kao $to su Co, Cu, Cr, Fe, Ni, Mg, Mn,
Mo, Se i Zn su biogeni esencijalni nutrijenti koji su potrebni u malim
koli¢inama za razlic¢ite biohemijske i fizioloske funkcije (WHO, 1996).
Neki teski metali vazni su sastojci pigmenata i kofaktori enzima (Zn,
Mn, Ni i Cu). Kofaktori nekoliko klju¢nih enzima imaju vaznu ulogu
u razli¢itim oksido-redukcionim reakcijama (WHO, 1996). Bakar je,
na primjer, esencijalni kofaktor enzima povezanog sa oksidativnim
stresom, superoksid dismutazom, citohrom c oksidazom, feroksidazom.
Takode, Cu je kofaktor metaloenzima ukljuéenih u formiranje
hemoglobina, metabolizam ugljenih hidrata, biosintezu kateholamina i
unakrsno povezivanje kolagena, elastina i keratina za kosu. Sposobnost
izmjene bakra izmedu oksidovanog Cu(II) i redukovanog Cu(I) stanja,
koriste kuproenzimi ukljuceni u redoks reakcije (ATSDR - Agencija za
toksicne supstance i registar bolesti - engl. Agency for Toxic Substances
and Disease Registry, 2004; Harvey i McArdle, 2008; Stern, 2010).
Medutim, upravo ovo svojstvo bakra ¢ini ga potencijalno toksi¢nim
jer prelazi izmedu Cu(II) i Cu(I) mogu dovesti do stvaranja superoksid
anjon radikala i hidroksilnog radikala (ATSDR, 2004; Harvey i
McArdle, 2008; Tchounwou i sar., 2008; Stern, 2010).

Prekomjerno izlaganje bakru povezano je sa oStecenjem celija
koje dovodi do Vilsonove bolesti kod ljudi (ATSDR, 2004; Tchounwou i
sar., 2008). Sli¢no bakru, i drugi esencijalni elementi kao sto su cink,
mangan, kobalt i gvozde neophodni su za funkcionisanje ljudskog
tijela, ali su toksi¢ni kada njihova koncentracija postane previsoka
(Asubiojo i sar., 1997). Za neke teske metale, ukljucuju¢i Cr i Cu,
postoji veoma uzak opseg koncentracija izmedu korisnih i toksi¢nih
(Tchounwou i sar., 2008; Nordberg i sar., 2014). Neadekvatno
snabdijevanje organizama ovim mikronutrijentima dovodi do
razli¢itih bolesti ili sindroma nedostatka (WHO, 1996). Ostali metali
kao Sto su Al, Sb, As Ba, Be, Bi, Cd, Ga, Ge, Au, In, Pb, Li, Hg, Pt, Ag,
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Sr, Te, T, Sn, Ti, Vi U nemaju utvrdene bioloske funkcije i smatraju
se neesencijalnim metalima (Nordberg i sar., 2014).

4.2.1 Izvori teskih metala u zivotnoj sredini

Teski metali prirodno su prisutni i sveprisutni u zemljinoj kori.
Ovi elementi su najstarije toksi¢ne supstance za ljude, a koriste se
u razli¢ite svrhe posljednjih nekoliko decenija. Nekoliko prirodnih i
antropogenih procesa uklju¢eno je u obezbjedivanje ulaska teskih
metala u zivotnu sredinu (Shallari i sar., 1998; Bradl, 2002; Waalkes
i sar., 2007; Strater i sar., 2010; Martin, 2012). Najznacajniji
prirodni izvori su erozija, prirodna potrosnja minerala i vulkansko
djelovanje, dok antropogeni izvori uklju¢uju topljenje metala,
rudarstvo, galvanizaciju, koriS¢enje pesticida, dubriva i biocvrstih
materija u poljoprivredi, odlaganje mulja, neplansko zbrinjavanje
komunalnog otpada, industrijsko oslobadanje, atmosfersku fiksaciju,
itd. (Modaihsh i sar., 2004; Chehregani i Malaieri 2007; Fulekar i
sar., 2009; Wuana i Okieimen, 2011). Akumulacija teskih metala u
zemljiStu zabrinjavajuca je u poljoprivrednoj proizvodnji zbog Stetnog
djelovanja na sigurnost i kvalitet hrane; trziSnost i rast usjeva zbog
fitotoksicnosti te opstanka mikroorganizama u zemljistu.

Antropogeni izvori nekih toksi¢nih teskih metala sumirani su u
Tabeli 9.

Do zagadenja zivotne sredine teskim metalima moze do¢i putem
korozije metala, atmosferskog taloZenja, erozije metalnih jona iz
tla i ispiranjem teskih metala, ponovnom suspenzijom sedimenta i
isparavanjem metala iz vodnih resursa u zemljiste i podzemne vode
(Nriagu, 1989).

4.2.2 Biorasplozivost i toksi¢nost teskih metala

Uticaj teskih metala na ljude i druge organizme zavisi od njihove
koncentracije, toksicnosti i bioraspolozivosti, odnosno od stepena

do kojeg se apsorbuju u krvi ili skladiSte u unutrasnjim organima.
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Tabela 9. Neesencijalni teski metali najéeS¢e prisutni u poveéanim
koncentracijama u Zivotnoj sredini, koji su ujedno i najstetniji za ljudsko
zdravlje, i njihovi izvori.

Teski metali Izvori Reference

Galvanizacija, fosfatna

cd dubriva, baterije, boje Pulford i Votson, 2003;
i pigmenti i plasti¢ni Mohod i Dhote, 2013.
stabilizatori
https://www.epa.gov/
As Konzervansi i ingredients-used-pesticide-
pesticidi za drvo products/overview-wood-
preservative-chemicals.
Upotreba herbicida i
insekticida, emisija gasova e
Pb INSERUCICA, CMISYA BASOVA -y ana i Okieimen, 2011.
iz sagorijevanja olovnih
goriva i proizvodnja baterija
Medicinski otpad i upotreba Memon i sar., 2001;
Hg pesticida, ribe i zubni Whuana i Okieimen, 2011;
amalgam Rodrigues i sar., 2012.

Toksi¢nost i bioraspolozivost teskog metala djelimi¢no zavise od
temperature kao i od reaktivnosti i rastvorljivosti, koje su odredene
specijacijom ili hemijskim oblikom elementa. Termin ,specijacija“,
kako se ovdje koristi, odnosi se na 1) identitet elementa, 2) oksidaciono
stanje elementa, 3) fizicko stanje elementa [tj. faznu povezanost;
prisustvo u tecnoj, gasovitoj ili ¢vrstoj fazi (amorfnoj ili kristalnoj),
koloidnoj cestici, zivotinjskoj ili biljnoj ¢eliji ili biofilmu, prisustvo u
vidu povrsinskog premaza ili tankog filma na ¢évrstoj supstanci, kao
sorpcioni kompleks (monomerni ili polimerni) na ¢vrstoj, koloidnoj
Cestici ili organskoj supstanci; itd.], 4) empirijsku formulu elementa
i 5) detaljnu molekularnu strukturu elementa (Brown i sar., 1999).
Bioraspolozivost odreduje kinetiku kompleksiranja, rastvorljivost u
lipidima i particioni koeficijent oktanol/voda (Hamelink i sar., 1994).
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Na primjer, hrom u obliku Cr (VI) javlja se kao tetraedarski
oksoanjon u vodenom rastvoru, prili¢no je rastvorljiv i pokretljiv u
podzemnim i povrsinskim vodama i toksi¢an je za organizme. Nasuprot
tome, kada je u obliku Cr (III), hrom je vezan za Sest kiseonika u
oktaedarskom kompleksu, relativno je nerastvorljiv i nepokretan
i predstavlja mali rizik za organizme. Takode, kompleks Cu (II) sa
8-hidroksihinolinom, rastvorljiv u organskim rastvarac¢ima, veoma je
toksican za alge, dok je njegov sulfonatni derivat rastvorljiv u vodi i

znatno je manje toksic¢an (Florence, 1983; Merian i Clarkson, 1991).

Teski metali ispoljavaju svoj toksic¢ni efekat u reakciji sa reaktivnim
grupama celijskih makromolekula neophodnih za normalne fizioloske
funkcije. Reaguju sa grupama koje sadrze kiseonik (-OH, -COO,
-OPOsH, >C=0), sumpor (-SH, -S-S-) i azot (-NH2 i >NH) i uticu
na organizam interakcijom sa esencijalnim metalima formiranjem
metal-protein kompleksa, pri ¢emu na intezitet reakcije uticu faktori
kao Sto su starost i stadijum razvoja organizma, nacina zivota, imuni
status organizma (Nolan, 2003; Young, 2005; Duruibe i sar., 2007).
U bioloskim sistemima teski metali mogu da uti¢u na celijske membrane
i organele: mitohondrije, lizozome, endoplazmati¢ni retikulum,
jedro i enzime uklju¢eoone u metabolizam, detoksikaciju i popravku
ostecenja (Wang i Shi, 2001). Utvrdeno je da metalni joni stupaju u
interakciju sa ¢elijskim komponentama kao $to su DNK i nuklearni
proteini, uzrokujuc¢i oste¢enje DNK i konformacione promjene koje
mogu dovesti do promjene u c¢elijskom ciklusu, karcinogeneze ili
apoptoze (Wang i Shi, 2001; Beyersmann i Hartwig, 2008; Nordberg
i sar., 2014). Nastanak ROS-a i oksidativni stres igraju kljuénu ulogu
u toksicnosti i karcinogenosti metala kao sto su As (Tchounwou i sar.,
2004a; Yedjou i Tchounwou, 2006; Yedjou i Tchounwou, 2007), Cd
(Tchounwou i sar., 2001), Cr (Patlolla i sar., 2009a; Patlolla i sar.,
2009b), Pb (Yedjou i Tchounwou, 2007; Tchounwou i sar., 2007)
i Hg (Sutton i sar., 2002; Sutton i Tchounwou, 2007). Zbog visokog
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stepena toksi¢nosti, ovih pet elemenata svrstavaju se u prioritetne
metale koji imaju veliki javno-zdravstveni znacaj. Svi ovi elementi su
sistemski toksi¢ne supstance za humani organizam, za koje je poznato
da izazivaju viSestruko oSte¢enje organa, ¢ak i pri izloZenosti nizim
koncentracijama. Prema Agenciji za zaStitu Zivotne sredine Sjedinjenih
Americkih Drzava (US EPA) i Medunarodnoj agenciji za istrazivanje
raka (IARC, engl. International Agency for Research on Cancer), ovi
metali su klasifikovani kao ,,poznati“ili ,,vjerovatni“ karcinogeni za ljude
na osnovu epidemioloskih i eksperimentalnih studija, koje pokazuju

povezanost izmedu izloZenosti i incidencije raka kod ljudi i Zivotinja.

Toksicnost i karcinogenost izazvana teskim metalima ukljucuju
u mnoge aspekte mehanizma djelovanja, od kojih neki nisu jasno
razjasSnjeni ili shvacéeni. Medutim, poznato je da svaki metal ima
jedinstvene karakteristike i fizicko-hemijska svojstva koja daju njegove
specificne toksikoloske mehanizme djelovanja. Zbog toga su vazni podaci
koje pruzaju analiza prirodnog pojavljivanja, proizvodnje i upotrebe u
zZivotnoj sredini, potencijal za izlaganje ljudi i molekularni mehanizam

toksi¢nosti, genotoksi¢nosti i karcinogenosti (Tchounwou i sar., 2012).

Teski metali kao Sto su, Cd, As, Pb i Hg nemaju korisne efekte
na organizme i zbog toga su vrlo Stetni za biljke, Zivotinje i covjeka;
zagaduju sredinu, vazduh, vodu i zemljiSte; mogu biti otrovni za
ziva bica i dovesti do ostecenja na celijskom i sistemskom nivou.
Akumulacija teskih metala kao sto su Pb, As, Hg, Cd i Ni, mogu

narusiti glavne metaboli¢ke procese u ljudskom tijelu (Slika 37).

Poznato je da Cd ometa unos Ca smanjenjem aktivnosti Ca>*-
ATPaze (Reddy i sar., 1988; Wong i Wong, 2000), Sto rezultira
smanjenjem nivoa Ca u organizmu (Sauer i Vatabe, 1988; Verbost i sar.,
1989). S druge strane, Cu utice uglavnom na kinetiku i koncentraciju
Na i Cl (Pelgrom i sar., 1995; Sloman, 2003) narusavanjem aktivnosti
Na*/K*-ATPaze, sto dovodi do poremecaja osmolarnosti (Grosell i

sar., 2004). Joni Cd vezuju se za tiolne (-SH) grupe proteina, cisteina
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i glutationa i inhibiraju funkciju ovih biomolekula. U izvjesnoj mjeri
Cd** moZe oponasati kalcijum (Ca>*) (Baldisserotto i sar., 2004).
Na primjer, Cd>* moze da se deponuje u kostima i vezuje Ca?* vezujuce
proteine. Takode, joni Pb mogu da zauzmu mjesta vezivanja Ca na
brojnim proteinima zavisnim od Ca. Cd i Pb se vezuju za kalmodulin,
senzorni protein slobodnog Ca, koji utice na mnoge celijske funkcije
(Behra, 1993). Poznato je da Cd smanjuje aktivnost razli¢itih enzima
oksidativnog metabolizma: citrat sintaze (Couture i Kumar, 2003),
sukcinat dehidrogenaze (SDH), glukoza-6-fosfat dehidrogenaze
(G6PDH) (Gargiulo i sar., 1996) i laktat dehidrogenaze (LDH)
(Hilmy i sar., 1985).

Utice na
proteine/enzime,
matabolizam i

Celijske signalne
puteve

Proizvodnja ROS-a,
potrosnja
antioksidanata kao $to
su GSH itd.,
oksidacija lipida,
ostecenja DNA

Izlaganje putem
inhalacije,

apoptoza,
. o karcinogeneza
digestije,

Efekat na
Celije

Utice na aktivnost
enzima, metabolicke
procese i signalizaciju
jonima kalcijuma

koze i dr.

/\

Utice na metabolicke
enzime i metabolicke
procese povezane sa
glikolizom

Slika 37. Mogu¢i mehanizmi toksi¢nosti kod ljudi izazvani teSkim metalima
koji su najéesce prisutni u povecanim koncentracijama u zivotnoj sredini
(Izvor Fui sar., 2019).

Created with BioRender.com (Kreirano u BioRender-u).

Prema Osmanu i sar., (2007), Pb indukuje smanjenje aktivnosti
tri vazna metabolicka enzima: G6PDH, LDH i piruvat kinaze (PK). I

Cd i Pb remete sintezu hemoglobina inhibicijom dva vazna enzima:
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ferohelataze i dehidrataze delta levulinske kiseline (Nakagawa i
sar., 1995; Caldwell i Phillips, 1998). Podaci razli¢itih autora koje
su prikupili Jezierska i Viteska (2001), ukazuju da teSki metali
mogu uticati i na druge enzime. Teski metali narusavaju endokrinu
ravnotezu kod riba. Na primjer, za Cd je prijavljeno da smanjuje nivoe
hormona stitne Zzlijezde (Hontela i sar., 1996), inhibira receptore
estrogena (Guével i sar., 2000) i remeti ekspresiju hormona rasta
(Jones i sar., 2001), dok olovo inhibira sintezu tiroidnih hormona
uti¢uéi na metabolizam joda (Chaurasia i sar., 1996). Prooksidativna
svojstva metalnih jona mogu dovesti do oksidativnog stresa kod riba
i oksidativnog oStecenja celijskih membrana. Kadmijum, bakar i olovo
takode imaju genotoksic¢ni efekat na ribe (Cavas i sar., 2005; Bagdonas i
Vosyliené, 2006; Cavas, 2008).

4.3 Esencijalni teski metali

4.3.1 Bakar (Cu)

Bakar je metal koji se prirodno nalazi u Zivotnoj sredini: u
stijenama, zemljistu, vodi i vazduhu. Koristi se za izradu raznih vrsta
proizvoda kao sto su zica, vodovodne cijevi i lim. Bakar se kombinuje
sa drugim metalima za pravljenje mesinganih i bronzanih cijevi i
slavina. Jedinjenja bakra obi¢no se koriste u poljoprivredi gdje ulaze
u sastav pesticida za lijecenje biljnih bolesti poput plijesni, za tretman
vode i kao konzervansi za drvo, kozu i tkanine2?. Koncentracije Cu
su ~ 4 ppm u kre¢njacima, 55 ppm u magmatskim stijenama, 50 ppm
u pjeScarima i 45 ppm u Skriljcima. Izrazene koncentracije bakra u
skriljcima i pjeScarima sugeriSu da bakar u litosferi postoji uglavnom
u obliku adsorbovanih jona, kao sitnozrnaste cestice ili kao jedan od
mnogih, malo zastupljenih, sedimentnih minerala bakra21.

20 https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Copper

21 https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Copper#section=Natural-Pollution-Sources
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4.3.1.2 Uloga Cu u zivim organizmima

Bakar je esencijalni element prisutan u tragovima u biljkama i
zivotinjama (ukljuéujuéi ¢ovjeka) i neophodan je za Zivot. Zivotinje
i Covjek moraju da apsorbuju manje koli¢ine bakra iz zemljista,
odnosno da ga uzimaju putem jela i pi¢a22. Unos bakra se desava u
strogo regulisanom procesu kroz specificne transportere bakra na
plazma membrani visokog afiniteta ili permeaze niskog afiniteta (De
Feo i sar., 2007; Kim i sar., 2008). Vezivanjem za proteine Saperona,
omogucen je transport Cu u ¢eliji.

Cu je kofaktor za nekoliko enzima (poznatih kao ,kuproenzimi®)
ukljuéenih u proizvodnju energije, metabolizam Fe, aktivaciju
neuropeptida, sintezu vezivnog tkiva i sintezu neurotransmitera
(Erdmanisar., 2012; Ross i sar., 2020). Ceruloplazmin (CP) je protein
koji je prisutan u velikim koli¢inama i veze viSe od 95% ukupnog
bakra u zdravoj ljudskoj plazmi, a ima ulogu i u metabolizmu Fe
(Hellman 1 Gitlin, 2002).

Bakar je takode ukljuen u mnoge fizioloske procese, kao Sto je:
angiogeneza23, neurohormonska homeostaza, regulacija ekspresije
gena, razvoj mozga, pigmentacija i funkcionisanja imunog sistema
(Ross i sar., 2020). Pored toga, odbrana od oksidativnhog oStec¢enja
zavisi uglavnom od superoksid dismutaza koje sadrze bakar (Owen,
1982; Allen i Klevay, 1994). Prosjec¢na ljudska ishrana obezbjeduje
Cu, oko 1,400 pg/dan za muskarce i 1,100 pg/dan za Zene koja se
prvenstveno apsorbuje u gornjem dijelu tankog crijeva (Klevay,
2011; Erdman i sar., 2012; Rhodes i sar., 2017; Ross i sar., 2020).
Samo male koli¢ine Cu obic¢no se skladiste u tijelu, a tijelo prosjecne
odrasle osobe sadrzi od 50-120 mg bakra. Skoro dvije tre¢ine Cu u

22 https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Copper

23 fizioloski proces i prirodni odgovor tijela na ishemiju, koji se karakterise rastom novih krvnih
sudova iz veé postojecih. Angiogeneza je integralni dio kako u normalnim razvojnim procesaima
u organizmu, tako i u brojnim patoloskim stanjima kao $to su tumorski rast i metastaziranje,
inflamatorne i vaskularne bolesti, povrede i otvorene rane na tijelu.
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tijelu nalazi se u skeletu i misi¢cima (Russell i sar., 2001; Ross i sar.,
2020). Vetina bakra se izlu¢uje putem zucéi, a mala kolicina se izluéuje
urinom. Ukupni fekalni gubici Cu Zu¢nog porijekla i neapsorbovanog
dijetalnog bakra iznose oko 1 mg/dan (Erdman i sar., 2012; Rossisar.,
2020). Nivoi bakra u tijelu homeostatski se odrzavaju apsorpcijom
Cu iz crijeva i oslobadanjem Cu iz jetre u zué¢ kako bi se obezbijedila

zastita od nedostatka Cu i toksi¢nosti (Russell i sar., 2001).

Status Cu se ne procjenjuje rutinski u klinickoj praksi i nisu
identifikovani biomarkeri koji ta¢no i pouzdano procjenjuju status
Cu (Erdman i sar., 2012). U studijama na ljudima obi¢no se mjere
koncentracija bakra i aktivnost ,kuproenzima“ u plazmi i krvnim
¢elijama jer osobe kod kojih je ustanovljen nedostatak bakra céesto
imaju nizak nivo bakra i CP-a u krvi (Erdman i sar., 2012). Medutim, na
nivo CP-a i bakra u plazmi mogu uticati i drugi faktori, kao s$to su nivo
estrogena, trudnoca, infekcija, zapaljenje i neki karcinomi (Erdman i
sar., 2012). Normalne koncentracije slobodnog bakra u serumu24 su
1,6-2,4 pumol/L ili 10-15 pg/dL i 180—400 mg/L za CP25. Kod ljudi,
preporucene dnevne koli¢ine bakra u ishrani2¢ su od 0,9 do 1,3 mg.

4.3.1.3 Toksi¢nost Cu

Pretpostavlja se da je toksicnost Cu posljedica redoks reakcija
Fentonovog tipa koje se javljaju pri visokim koncentracijama Cu.
Tom prilikom se proizvode veée kolicine ROS-a koje u organizmu
Stetno djeluju (Bost i sar., 2016). Od ranije je dobro poznato da ROS
imaju Stetne efekte na celije, posebno osStecenje DNK i oksidacija
proteina i lipida (Halliwell i Gutteridge 1990). Cu (I) i Cu (II) imaju
visok afinitet za proteinska mjesta koja posjeduju boc¢ne lance cisteina,
metionina i histidina, deluju kao potencijalni ligandi koji dovode do

24 https://emedicine.medscape.com/article/2087780-overview
25 https://healthjade.net/copper/
26 https://ods.od.nih.gov/factsheets/Copper-HealthProfessional /#en3
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izmjeStanja jona esencijalnih metala sa njihovih aktivnih mjesta,
Sto rezultira pogreSnim uvijanjem proteina. Zbog toga, uzimanje Cu
kao suplementa, praéeno apsorpcijom, transportom, distribucijom i
konacno izludivanjem iz tijela, mora biti strogo regulisano (O’Halloran
i Culotta, 2000). Slucajno ili namjerno predoziranje organizma
bakrom, moze izazvati akutno ostecenje jetre, a hroni¢no uzimanje
ve¢ih kolicina bakra moze dovesti do preopterecenja bakrom i
hroni¢nog ostetenja jetre. Akutna hepatotoksi¢nost bakra obicno
je rezultat gutanja toksi¢nih koli¢ina (1 do 10 g). Prema Kklasifikaciji
karcinogenaZ?” Cu pripada grupi D - ne moze se klasifikovati u pogledu
karcinogenosti kod ljudi. Jedinjenja bakra se ne mogu klasifikovati u
pogledu karcinogenosti kod ljudi zbog nedostatka podataka o uticaju
na ljude, neadekvatnih podataka o zZivotinjama iz testova jedinjenja
bakra i dvosmislenih podataka o mutagenosti. Kod djece moze do¢i
do slucajnog trovanja, posebno prilikom gutanja novéi¢a. Pocetni
simptomi mogu biti metalni ukus i gastrointestinalni distres zbog
erozije zeluca ili tankog crijeva. Akutna predoziranja bakrom mogu
dovesti do ranog pojavljivanja kardiovaskularnog kolapsa, kome
i smrti u roku od nekoliko sati. OStecenje jetre ima tendenciju da
nastane nakon 24 do 72 céasa i karakteriSe ga znacajno povecanje
nivoa aminotransferaza u serumu, minimalno povecanje aktivnosti
alkalne fosfataze, rano pojavljivanje insuficijencije jetre i povetanje
protrombinskog vremena i Zutice. Ukupna klinicka slika akutnog
oStecenja jetre bakrom podsje¢a na akutnu toksi¢nost Fe i Zn i
moze se izazvati na Zivotinjama. Sok i rabdomioliza (razgradnja
misi¢nog tkiva pri ¢emu se u krvotok oslobada mioglobin, §to moze
dovesti do oSteenja bubrega) mogu doprinijeti pove¢anju aktivnosti
enzima aspartat aminotransferaze (AST) i alanin aminotransferaze
(ALT) u serumu (Jo i sar., 2019), dok hemoliticka anemija moZe da

dovede do povecanja nivoa ukupnog bilirubina. Terapija predoziranja

27 https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/23978#section=Evidence-for-Carcinogenicity
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bakrom ukljucuje ispiranje Zeluca, nadoknadu teénosti, dimerkaprol
(protivotrov na bazi bakra) i penicilamin (helirajuéi agens koji se koristi
za smanjenje zaliha bakra), uz transfuziju krvi za hemoliticku anemiju
i dijalizu za akutnu bubreznu insuficijenciju. Hroni¢no osteéenje jetre
usljed povec¢anog nivoa bakra javlja se kod Vilsonove bolesti, ali se
javlja i nakon hroni¢nog prekomjernog uzimanja bakra i mozda kao
rezultat hronicne izloZenosti pojavama ili predmetima iz Zivotne
sredine, kao S$to je bakarna cijev koja se koristi u hemodijalizi28.

4.3.2 Gvozde (Fe)

Gvozde je drugi najzastupljeniji metal u zemljinoj kori2®,
Prisustvo Fe u povrSinskim vodama je antropogenog porijekla i
povezano je sa rudarskim aktivnostima. Proizvodnja sumporne
kiseline i otpustanje gvozda (Fe?*) odvija se usljed oksidacije gvozde
disulfida (FeS2) koji je uobicajen u slojevima uglja (Valko i sar., 2005).

Gvozde je kofaktor za mnoge Zivotno vazne proteine i enzime
(Valko i sar., 2005). Najzastupljeniji je element u tragovima u tijelu
i neophodan je za vecinu bioloskih sistema (Abhilash i sar., 2013).
Gvozde je prelazni metal i znacajan je za razlic¢ite bioloske redoks
procese zbog izmjene izmedu fero (Fe?*) i feri (Fe3*) oblika (Phippen i
sar., 2008).

Sljedece jednacine predstavljaju pojednostavljenu reakciju oksido-

redukcije Fe jona (Phippen i sar., 2008):
2FeS, + 70, — 2Fe*"SO, + H,S0, (fero)

4FeSOy4 + 0, + 10H,0 —=4Fe3" (OH); + 4H,S0, (feri)

28 https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Copper
29 https://sciencing.com/eight-abundant-elements-earths-crust-8120554.html
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Reakcije posredovane gvozdem omogucéavaju proces disanja kod
vecine aerobnih organizama gdje Fe ucestvuje kao kofaktor citohrom
oksidaze. U ljudskom tijelu, Fe je prisutno u svim celijjama i ima
nekoliko vitalnih funkcija: prenosilac je kiseonika iz plu¢a do tkiva u
obliku hemoglobina, omogucava koristenje i skladistenje kiseonika
u obliku mioglobina u misi¢ima, omogucava transport elektrona u
obliku citohroma unutar ¢elija i sastavni je dio enzimskih reakcija
u razli¢itim tkivima. Takode, Fe je kofaktor enzima ukljucenih u
odrzanje redok homeostaze: katalaze, Fe superoksid dismutaze.
Nedostatak Fe moze narusiti vitalne funkcije i dovesti do morbiditeta
i mortaliteta30. NajviSe 3 do 4 grama elementarnog Fe kod odraslih
nalazi se u hemoglobinu (Erdman i sar., 2012). Veliki dio preostalog
Fe skladisti se u obliku feritina ili hemosiderina (proizvod razgradnje
feritina) u jetri, slezini i kostanoj srzi ili se nalazi u mioglobinu u
miSi¢nom tkivu. Ljudi obi¢no gube samo male koli¢ine Fe urinom,
fecesom, gastrointestinalnim traktom i kozom. Gubici su vec¢i kod
Zena u menstrualnom periodu zbog gubitka krvi. Hepcidin, cirkulisSuci
peptidni hormon, klju¢ni je regulator apsorpcije i distribucije Fe
u cijelom tijelu, uklju¢ujuéi plazmu (Drakesmith i Prentice, 2012).
U ishrani, gvozde se nalazi u dva oblika: hem Fe i nehem Fe. Biljke i
hrana obogacena Fe, sadrze samo nehem Fe, dok meso, morski plodovi
i zivina sadrze i hem Fe i nehem Fe. Hem Fe, koje se formira kada se
gvozde vezuje sa protoporfirinom IX, ¢ini 10% do 15% ukupnog unosa
gvozda u zapadnim populacijama (Erdman i sar., 2012). Kod odraslih,
preporuceni unos Fe u ishrani3! je 8 do 11 mg dnevno za muskarce
i 8 do 18 mg za Zene kod kojih se preporucuju visi nivoi Fe tokom
trudnoce (27 mg dnevno). Fe se slabo apsorbuje i zalihe Fe u tijelu i u
tkivu u velikoj su mjeri kontrolisane modifikovanjem stope apsorpcije.
Adekvatne koli¢ine Fe nalaze se u vecini namirnica koje se koriste
u zapadnim zemljama, sa najve¢im koli¢inama u crvenom mesu i

30 https://medlineplus.gov/iron.html
31 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK548214/
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umjerenim koli¢inama u ribi, zivini, zelenom povréu i zitaricama od
kojih su neke obogacene Fe.

Organizmu je potrebna odgovarajuca koli¢ina Fe. Ako je premalo
Fe, moze se razviti anemija zbog nedostatka Fe. Nedostatak Fe
obicno je posljedica gubitka Fe, uglavnom kao rezultat gubitka krvi u
gastrointestinalnom traktu ili zbog menstruacije, a rijetko je posljedica
nedostatka unosa ili nemoguc¢nosti da se apsorbuje dovoljno Fe iz
hrane. Mala djeca i Zene koje su trudne ili imaju menstruaciju sa
vec¢im su rizikom da imaju manji sadrzaj Fe. Gvozde je Cesto u sastavu
mnogih multivitaminskih i mineralnih suplemenata koji se koriste u
lijeCenju anemije u terapeutski preporucenoj dnevnoj dozi (1-2 mg).
Dnevna hrana bi morala sadrzati 12 do 15 mg gvozda, jer se pokazalo
da se iz hrane resorbuje od 2% do 15% unesenog Fe, a samo se oko
0,01% sadrzaja Fe iz tijela eliminiSe svakog dana (Albretsen, 2006).
Samo gvozde ima mali ili nikakav efekat u ve¢im dozama za lijecenje
ili prevenciju anemije usljed nedostatka Fe bez redukcije Fe3* u Fe** u
digestivnom traktu koje se deSava u prisustvu vitamina C ili -SH grupe
proteina. Joni Fe se apsorbuju iz lumena crijeva u celije sluzokoze.
Fero oblik se bolje apsorbuje od feri oblika jer se feri oblik talozi iz
rastvora pri pH 7 ili u normalnim fizioloskim uslovima (Ponka, i sar.,
1990). Medutim, oba oblika se mogu apsorbovati ako su jonizovana
(Hillman, 1990; Goyer i Clarkson, 1996). Posto Fe mora biti jonizovano
da bi se apsorbovalo, metalno gvozde i oksid gvozda (rda) generalno ne
izazivaju zabrinutost kada se progutaju (Goyer i Clarkson, 1996). Ve¢ina
apsorpcije gvozda deSava se u dvanaestopalaénom crijevu i gornjem
jejunumu, ali kod zivotinja sa toksikozom Fe se dobro apsorbuje
duz svih dijelova crijevnog trakta (Hillman, 1990; Goyer i Clarkson,
1996). Ishrana bogata Secerom i vitaminom C povecéava apsorpciju
Fe, dok ishrana sa visokim sadrzajem fosfata smanjuje apsorpciju Fe.
U akutnim trovanjima, Fe se apsorbuje na pasivan nacin zavisan od

koncentracije, sliéno nac¢inu na koji se apsorbuje ve¢ina drugih metala.

139



Apsorbovano gvozde se prenosi na feritin ili se u cirkulaciji vezuje
za protein transferin. Transferin je alfai-globulin koji se sintetiSe u
jetri. U kompleksu sa transferinom, Fe se distribuira do drugih mjesta
skladiStenja Fe u tijelu. Jedinstvena karakteristika metabolizma Fe
je skoro potpuno odsustvo izluéivanja Fe. Svako gvozde izgubljeno
razgradnjom hemoglobina ,brzo se vezuje za transferin i transportuje
u kostanu srz radi ponovne sinteze hemoglobina. Shodno tome, malo
Fe se gubi urinom i fecesom. Pored toga, gubitak Fe nije znacajno
povecan c¢ak i nakon predoziranja gvozdem. Najveéi gubitak Fe je zbog
eksfolijacije32 celija gastrointestinalne sluzokoze kod svih sisara i kroz
gubitak krvi tokom menstrualnog ciklusa.

Veca kolicina Fe od normalne mozZe osStetiti organizam.
Uzimanje previSe suplemenata Fe moze izazvati trovanje gvozdem.
Hemohromatoza je nasljedna bolest koja uzrokuje preveliko

nakupljanje Fe u tijelu.

Na razli¢ite nadine se moze odrzavati normalan status Fe u
organizmu, koji se primjenjuju u razli¢itim fazama iscrpljivanja
Fe. Nivo serumskog feritina moze se koristiti za identifikaciju
iscrpljenosti Fe u ranoj fazi (Gibson, 1990). Smanjena brzina isporuke
uskladistenog i apsorbovanog Fe da bi se zadovoljile potrebe éelijskog
Fe predstavlja uznapredovalu fazu iscrpljivanja Fe, koja je povezana
sa smanjenim nivoom serumskog Fe, retikulocitnog hemoglobina,
procentom zasi¢enosti transferinom i sa ve¢im ukupnim kapacitetom
vezivanja Fe i vetom koncentracijom receptora transferina u
serumu. Posljednji stadijum nedostatka Fe, koji se karakteriSe
anemijom usljed nedostatka Fe, javlja se kada su niski: koncentracija
hemoglobina u krvi, hematokrit (udio crvenih krvnih zrnaca u krvi
po zapremini), srednji korpuskularni volumen i srednje vrijednosti
¢elijskog hemoglobina. Testovi za hemoglobin i hematokrit najéesce

su koris¢ene mjere za skrining pacijenata na nedostatak Fe, iako nisu
32 fizioloski proces kojim se odumrle ¢elije odbacuju sa povrsine koze
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ni osetljivi ni specificni (WHO, 2012). Koncentracije hemoglobina
nize od 13 g/dL kod muskaraca i 12 g/dL kod Zena ukazuju na anemiju
usljed nedostatka gvozda. Normalne vrijednosti hematokrita su od
41% do 50% kod muskaraca i 36% do 44% kod Zena.

4.3.2.3 Toksi¢nost Fe
4.3.2.3.1 Mehanizam toksi¢nosti Fe

Sirok spektar &tetnih slobodnih radikala se formira kada
apsorbovano gvozde ne uspije da se veze za proteine, $to zauzvrat
utice na koncentraciju slobodnog Fe u ¢elijama sisara i bioloSkim
teénostima. Velike doze Fe mogu da dovedu do ulaska prekomjerne
kolic¢ine Fe u tijelo, pri ¢emu tijelo postaje zasi¢eno gvozdem. Kada
proteini, koji vezuju Fe, postanu zasi¢eni, slobodni joni Fe ulaze
u cirkulaciju. Slobodno Fe prodire u ¢elije jetre, srca i mozga. Na
¢elijskom nivou, slobodno Fe povecava peroksidaciju lipida uzrokujuéi
oStetenje membrana mitohondrija, mikrozoma i drugih c¢elijskih
organela (Albretsen, 2006). Slobodni radikali nastali u reakciji sa Fe
ynapadaju“ DNK, Sto dovodi do osteCenja celija, mutacija i malignih
transformacija koje zauzvrat izazivaju niz bolesti (Grazuleviciene
i sar., 2009). Povecana koli¢ina slobodnog Fe izaziva sistemsku
metabolicku acidozu kroz nekoliko mehanizama. Prvo, laktocidoza
se javlja zbog hipovolemije33 i hipotenzije (Albretsen, 2006). Drugo,
gvozde u celijama ispoljava svoj toksi¢ni efekat na mitohondrije tako
Sto uklanja elektrone iz elektron transportnog lanca razdvajajuéi
oksidativnu fosforilaciju, Sto za posljedicu ima prelazak na anaerobni
metabolizam (Baranwal i Singhi, 2003). Fe ispoljava najznacajnije
dejstvo na kardiovaskularni sistem. Prekomjerne koli¢ine Fe mogu
izazvati nekrozu miokarda, postarteriolarnu dilataciju, povec¢anu
permeabilnost kapilara i smanjen minutni volumen srca. Slobodno
Fe stimuliSe oslobadanje serotonina i histamina. Svi ovi mehanizmi

33 stanje smanjene intravaskularne zapremine te¢nosti u organizmu
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dovode do sSoka. Prekomjerna kolicina Fe ometa mehanizme
zgruSavanja, povecavajuci hemoragijske procese (krvarenje) i moze

da izazove trombocitopeniju3+.

Slobodni joni Fe inhibiraju Krebsov ciklus, a kao posljedica
dolazi do akumulacije organskih kiselina. Jetra akumulira slobodno
Fe u Kupferovim celijama i hepatocitima. Gvozde se lokalizuje u
mitohondrijima ovih celija i dovodi do oSte¢enja drugih celijskih
organela. Na kraju dolazi do hipoglikemije, hiperamonemije,
defekta koagulacije i hepaticne encefalopatije35. Slobodno Fe
inhibira trombinom indukovanu konverziju fibrinogena u fibrin.
Preopterecenje gvozdem indukuje histoloski evidentnu fibrozu u jetri

zivotinja (Bloomer i Brown, 2019).

Toksiénost Fe u celijama dovodi do oStecenja tkiva:
gastrointestinalnog trakta i bioloSkih tecnosti, srca, jetre i mozga.
Prekomjerno unosenje Fe je ozbiljan problem u razvijenim zemljama
i zemljama u kojima se ishrana umnogome zasniva na mesu i
povecava rizik od raka. Radnici izloZeni azbestu koji sadrzi skoro 30%
gvozda pod visokim su rizikom od raka pluéa. Shodno prethodno
retenom, koncentracija Fe strogo je kontrolisana u ¢elijama sisara i

bioloskim te¢nostima.

Slobodni radikali mogu biti vazan uzrok raka plué¢a (Ghosh i sar.,
2007). Superoksid anjon radikal ima sposobnost da oslobada gvozde
iz feritina i to slobodno gvozde reaguje sa sve vise i vise superoksid
anjon radikala i vodonik peroksida formiraju¢i visoko toksi¢ni
hidroksil radikal.

Soli gvozda kao FeSOa4, FeSOaxH20 i FeSO4x7H20 niske su
akutne toksi¢nosti kada se unose oralnim, dermalnim i inhalacionim
putevima i stoga se svrstavaju u kategoriju toksi¢nosti III. Soli Fe se

34 smanjen broj trombocita u perifernoj krvi
35 poremecaj pri kojem se pogorsava funkcija mozga jer se u krvi nagomilavaju otrovne
supstance koje bi, u normalnim okolnostima jetra uklonila
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smatraju bezbjednim u smislu davanje hrane i lijekova jer su njihovi
toksic¢ni efekti zanemarljivo mali (Fine, 2000). U visokim dozama i
namjernim ili sluéajnim predoziranjem, Fe izaziva ozbiljne toksi¢ne

efekte, ¢ija je jedna komponenta akutno ostecenje jetre3e.

Kod malog djeteta, 75 mg/kg Fe se smatra izuzetno opasnim.
Doza od 30 mg/kg moze dovesti do simptoma toksi¢nosti. Procjene
smrtonosne doze kretu se od 180 mg/kg i viSe. Maksimalna
koncentracija Fe u serumu od 5 ug/mlL i viSe povezana je sa umjerenim
do teskim trovanjems3”.

Trovanje gvozdem je oduvijek bila tema interesovanja uglavnom
pedijatara, jer su djeca izlozena velikom broju proizvoda koji sadrze
gvozde (Hershko, 2007). Akutna toksi¢nost se odvija u pet faza.
Prva faza se javlja nakon 30 min do 6 ¢asova predoziranja gvozdem i
obiljeZena je gastrointestinalnim efektima kao Sto su bol u stomaku,
gastrointestinalno krvarenje, povracanje i dijareja. Druga faza je u
roku od 6 do 24 casa od predoziranja i smatra se latentnim periodom,
periodom ociglednog medicinskog oporavka. Treca faza se javlja
izmedu 6 i 72 c¢asa nakon pojave odredenih klinickih simptoma.
Ovu fazu karakteriSe ponavljanje gastrointestinalnih simptoma,
Sok i metabolicka acidoza. Takode se primijetuju koagulopatija38
izazvana gvozdem, disfunkcija jetre, kardiomiopatija3® i bubrezna
insuficijencija40. Cetvrta faza se javlja u roku od 12-96 ‘asova
od predoziranja gvozdem. KarakteriSe se povetanjem aktivnosti
aminotransferaza i mogu¢om progresijom bolesti, pa sve do otkazivanja
jetre. Peta faza od 2 do 8 nedelja predstavlja posljedice zarastanja
povrijedene sluznice gastrointestinalnog trakta ukljucujuéi oziljke i

opstrukciju pilora ili proksimalnog crijeva (Yuen i Becker, 2021).

36 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK548214/

37 https://go.drugbank.com/drugs/DB01592

38 zajednicki naziv za poremecaje zgrusavanja krvi

39 skup razlic¢itih bolesti koje dovode do oste¢enja funkcije srca

40 privremeno ili trajno ostecenje bubrega koje dovodi do gubitka normalne funkeije bubrega.
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Ljudi mogu biti izlozeni poviSenom nivou gvozda putem vode za
pice, posto podzemna voda za pi¢e u mnogim zemljama premasuje
dozvoljenu granicu postavljenu Direktivom Evropske unije 98/83/EC
o kvalitetu vode za pice (Grazuleviciene i sar., 2009). Na zastupljenost i
raznovrsnost akvati¢nih vrsta kao $to su beskié¢menjaci i ribe, u velikoj
mjeri utiéu direktni i indirektni efekti kontaminacije vode gvozdem
(Vuori, 1995). Talog gvozda, kako na bioloskim tako i na drugim
povrSinama, prouzrokuje oStec¢enja kod riba dovodeé¢i do zacepljenja
skrga i ometanja disanja.

4.3.3 Cink (Zn)

7Zn je jedan od najce$c¢ih elemenata u zemljinoj kori. Nalazi se
u vazduhu, zemljistu i vodi, a prisutan je i u svim namirnicama. Zn
se komercijalno upotrebljava kao premaz za sprecavanje rde, u
baterijama sa suvim celijama i pomijeSan sa drugim metalima za
pravljenje legura poput mesinga i bronze. Legura Zn i Cu koristi se
pravljenje penija4!. UobiCajena jedinjenja Zn koja se nalaze na
lokacijama opasnog otpada ukljucuju ZnCl2, ZnNO, ZnSO4 i ZnS.
Jedinjenja Zn Siroko se koriste u industriji za pravljenje boja, gume,
konzervansa za drvo i masti. Zn je esencijalni mineral i teSki metal
koji ulazi u sastav ve¢ine multivitaminskih i mineralnih suplemenata,
a u terapiji Vilsonove bolesti koristi se u ve¢im dozama zbog svoje
sposobnosti da blokira apsorpciju bakra. Zn nije povezan sa povecanjem
aktivnosti serumskih enzima tokom terapije ili sa klinicki oc¢iglednim

oStecenjem jetre42.

7Zn je sveprisutni element u tragovima. Neophodan je kao

kataliticki, strukturniiregulatornijon za rastirazvoj mikroorganizama,

41 peni (engl. Penny) - stoti dio britanske funte, kovanica pre¢nika 21 mm
42 https://wwwn.cdc.gov/TSP/substances/ToxSubstance.aspx?toxid=54
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biljaka i zivotinja (i covjeka) (Mocchegiani i sar., 2000). Poznat je
po svojoj ulozi kofaktora SOD-a pri ¢emu stiti bioloSke strukture od
oStec¢enja izazvanih slobodnim radikalima odrzavanjem adekvatnih
nivoa SOD-a i metalotioneina. Takode, ima ulogu u sprecavanju
interakcije izmedu Fe i Cu sa specificnim ¢elijskim komponentama
(nukleotidi i glukoza za Fe ili DNK, a ugljeni hidrati, enzimi i proteini
za Cu). Prelazni metali vezani za molekule formiraju koordinacioni
kompleks, koji zatim reaguje sa H202 i formira "OH radikal. Nastali
hidroksil radikal tada moze da reaguje sa vodonikom vezanim za
karboksilnu grupu molekula, mijenjaju¢i njegova svojstva. Ova
mjesta sluze kao centri za formiranje radikala kroz ponovljeno redoks
obnavljanje metala. Lancane reakcije slobodnih radikala izazvane
prelaznim metalom, dovode do peroksidacije lipida, oStecenja DNK
i proteina. I Fe i Cu igraju klju¢nu ulogu u pokretanju i Sirenju
peroksidacije lipida, koja naruSava strukturu lipidnog dvosloja.
Redoks aktivni prelazni metali povezani sa ¢elijskim komponentama
uspostavljaju mjesto za ponavljaju¢e formiranje ‘OH radikala
(Jarosz i sar., 2017). Kao dio hormona timusa, Zn je neophodan
za njegove funkcije kao Sto su sazrijevanje i diferencijacija T-celija
(Mocchegiani i sar., 2000).

Antioksidativna funkcija Zn pripisuje se sposobnosti kompeticije
Zn sa Fe i Cu za mjesta vezivanja koja su prisutna u celijskoj
membrani. Joni Fe i Cu mogu katalizovati proizvodnju slobodnih
radikala iz lipidnih peroksida. Izmjena Fe i Cu cinkom moZze sprijeéiti
stvaranje visoko reaktivnih radikala zbog redoks inertnosti Zn, ¢ime
se sprecava peroksidacija lipida (Oteiza, 2012; Cruz i sar., 2015).
Nedostatak Zn je uglavnom povezan sa povetanjem nivoa lipidne
peroksidacije mitohondrijalne i mikrozomalne membrane zajedno sa
osmotskom osjetljivoséu membrane eritrocita. Proteini koji vezuju
Zn, kao $to su metalotioneini (MT), prisutni su u gotovo svim Zzivim

organizmima. Ovi proteini imaju znacajnu ulogu u preuzimanju,
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distribuciji, skladistenju i oslobadanju Zn. Osim toga, MT imaju i
zaStitnu ulogu u stresnim situacijama: oksidativnho oste¢enje nakon
izloZzenosti kiseoni¢nim radikalima, usljed izlozenosti toksi¢nim
metalima (posebno Cd) i ishrani siromasnoj Zn (Vasak i Hasler, 2000;
Coyle i sar., 2002). Zn kao dio MT-a poboljsava izluc¢ivanje metala
kao $to su Pb, As i dr. iz organizma. Granic¢ni (mali) nedostatak Zn
(odrazava blaga stanja nedostatka Zn koja su najceSce uocena u
ljudskoj populaciji) pojacava akumulaciju Pb u kostima, dok njegov
dodatak u vidu suplemenata smanjuje Pb akumulaciju u kostima kod
pacova (Jamieson i sar., 2006). Zajednicka primjena Zn i Pb, koji se
vezu za slicna mjesta na enzimima, dovodi do smanjenja inhibicije
dehidrogenaze aminolevulinske kiseline u krvi izazvane Pb kod
muzjaka Wistar pacova, Sto sugeriSe da primjena Zn potiskuje toksi¢ne
efekte olova (Flora i sar., 1991, 1989).

U slicnoj studiji, otkriveno je da je dodatak Zn povezan sa
smanjenjem toksi¢nog efekta HgCl2 (Franciscato i sar., 2011). Zn-
metaloproteinaza posjeduje znacajan potencijal da eliminiSe Stetan
efekat metil-Zive (CH3-Hg*) na razvoj nervnog tkiva (Guzzi i Laporta,
2008). Zn je, zajedno sa Se, povezan sa smanjenjem toksi¢nosti
izazvane CH3-Hg*. Sve ovo ukazuje da Zn ima zastitnu ulogu prilikom
oSteCenja izazvanih razli¢itim metalima kroz smanjenje apsorpcije,
kompeticije za vezivanje za enzime i kroz indukciju sinteze molekula
kao Sto su MT. Osim §to ima pozitivne efekte, suplementacija Zn je,
takode, povezana sa izmjenom drugih esencijalnih metala pri ¢emu
se mogu narusiti normalne fizioloSke aktivnosti (Briner, 2014). Stoga,
neophodan je uravnotezen pristup prilikom suplementacije ovih
metalnih jona da bi se sprijedile nezeljene komplikacije. Dodatak Zn
kao zastite od oksidativnog oStecenja izazvanog Fe, moze dovesti do
smanjenja koncentracije Cu (Maret i Sandstead, 2006; Plum i sar.,
2010). Preporuke za prosjecan unos Zn kod ljudi krece se izmedu 7
mg/dan za muskarce i 15 mg/dan za Zene (Wakimoto i Block., 2001).
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4.3.4 Mangan Mn

Mangan (Mn) je prirodni element koji se nalazi u metamorfnim i
sedimentnim stijenama, zemljiStu (Reimer, 1999) i u vodi. Sveprisutan
je u zivotnoj sredini i ¢ini oko 0,1% Zemljine kore. Stijene Zemljine kore
glavni su izvor Mn Kkoji se nalazi u atmosferi. Okean, Sumski pozari,
vegetacija i vulkanska aktivnost drugi su glavni prirodni atmosferski
izvori mangana. Takode, Mn poti¢e iz mrtvih biljaka i Zivotinja i
zivotinjskog izmeta. Vazni izvori rastvorenog mangana su: anaerobne
sredine u kojima se redukuju cestice oksida Mn, direktna redukcija
Cestica oksida Mn u aerobnoj sredini, prirodno trosenje minerala koji
stoga ¢e Mn imati tendenciju da postane biodostupniji sa smanjenjem
pH i redoks potencijala (Heal, 2001). Glavni antropogeni izvori Mn
u zivotnoj sredini ukljucuju ispustanje komunalnih otpadnih voda,
kanalizacioni mulj, rudarstvo i preradu minerala, emisije iz proizvodnje
legura, celika i gvozda, sagorijevanje fosilnih goriva i, u mnogo manjoj

mjeri, emisije iz sagorijevanja aditiva za gorivo (Howe i sar., 2004).

Mn se apsorbuje kroz gastrointestinalni trakt, a zatim se
transportuje do organa bogatih mitohondrijama (jetre, pankreasa
i hipofize) gdje se brzo koncentrise (Deng i sar., 2013). Mn je
ukljucen u sintezu i aktivaciju mnogih enzima (npr. oksidoreduktaza,
transferaza, hidrolaza, liaza, izomeraza i ligaza); metabolizam glukoze
i lipida; povec¢anu sintezu proteina, vitamina C i vitamina B; katalizu
hematopoeze; regulaciju endokrinog sistema i poboljSanje imunoloske
funkcije (Aschner i Aschner, 2005). Osim toga, Mn metaloenzimi
ukljuéujuéi  arginazu, glutamin sintetazu, fosfoenolpiruvat

dekarboksilazu i Mn superoksid dismutazu takode doprinose gore
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navedenim metabolickim procesima i smanjuju oksidativni stres
indukovan slobodnim radikalima (Slika 38).

Ucestvuje u sintezi i aktivaciji: Mn metaloenzimi:

a) Enzima (npr. oksidoreduktaza, Arginaza

transferaza, hidrolaza, liaza, izomeraza i Glutamin sintetaza

ligaza) Fosfoenolpiruvat dekarboksilaza

b) Proteina Mn superoksid dismutaza (Mn SOD)
¢) Vitamina C i vitamina B

Regulacija endokrinog sistema: Oksidativni stres:
Mn ima vaznu ulogu u MnSOD, zajedno sa CuZnSOD,
metabolizmu ugljenih hidrata i | ufestvuje u uklanjanju ROS

lipida, ucestvujuci u regulaciji nastalog tokom oksidativnog

sinteze i lucenja insulina stresa u mitohondrijama
Poboljsanje imunoloske funkcije Kataliza hematopoeze

Slika 38. Fizioloske uloge Mn (preuzeto iz Li i Yang, 2018).
Created with BioRender.com (Kreirano u BioRender-u).

Medutim, prekomjerna izloZenost manganu u Zzivotnoj sredini
ili na radnom mjestu, Stetna je po ljudsko zdravlje, posebno u
rizicnoj populaciji kao $to su rudari, zavarivaci i proizvodaci celika.
Prema podacima Geoloskog instituta SAD iz 2016. godine, u Juznoj
Africi, Kini i Australiji iskopano je 67% od ukupno iskopanog Mn (18
miliona tona) u svijetu u 2015. godini. Iskopavanje rude Mn i njena
prerada izazivaju zagadenje vazduha i vode, ugrozavaju¢i zdravlje
radnika i opste populacije koja zivi u blizini fabrika - gutanjem i
udisanjem, kao i dermalno i intravenozno. Akutna izloZenost Mn
moze dovesti do manganizma“3, a hronicna izloZenost izaziva

ekstrapiramidalni sindrom#44 sa karakteristikama slicnim onima kod

43 trovanje manganom; profesionalna bolest
44 skup simptoma nastalih kao nus pojava odredenih lijekova koji izazivaju poremecaj pokreta
poput nekontrolisanih ili nezZeljenih kretnji, trzaja, tremora (drhtanja), misi¢nih kontrakcija
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Parkinsonove bolesti (Koh i sar., 2014). Prevalencija4> metaboli¢kih
bolesti, ukljuc¢ujué¢i dijabetes melitus tipa 2, gojaznost, insulinsku
rezistenciju, aterosklerozu, hiperlipidemiju, nealkoholnu masnu bolest
jetre i steatozu jetre46, dramati¢no se povecala u posljednjih nekoliko
decenija (Stegemann i Buchner, 2015). Ovi metabolicki poremecaji
obi¢no su uzrokovani klasterizacijom metabolickog sindroma (MetS).
Kriterijumi za identifikaciju MetS-a ukljuc¢uju tri od pet markera:
abdominalnu gojaznost, poremecéeni metabolizam ugljenih hidrata,
visok krvni pritisak i dislipidemiju4’, uklju¢ujuéi poviSene nivoe
triglicerida i sniZene nivoe lipoproteina visoke gustine (HDL) (Rotter
i sar., 2015). Pored toga, mnoge studije su pokazale da su metabolicke
bolesti povezane sa oksidativnim stresom i upalom (Fernandez-Twinn
i Ozanne 2010; Fang i sar., 1998; Mehta i sar., 2002; Fromenty i sar.,
2004; Gloveri sar., 2014; Johns i sar., 2015; Liu i sar., 2018).

Mn je komponenta ili aktivator nekih enzima, uglavnom
antioksidanata, i ima vaznu ulogu u metabolizmu ugljenih hidrata
i lipida, ¢ak i u odrzavanju normalne sinteze i lucenja insulina.
Prema tome, Mn moze imati zastitne efekte na pojavu MetS-a (Korc,
1983). Mn je komponenta MnSOD-a koja umanjuje efekat oksidativnog
stresa u mitohondrijama. Mitohondrije su glavno mjesto gde se
proizvode ROS koje imaju i fiziolosku i patolosku ulogu u ¢eliji. Kada
se prekomjerna koli¢ina ROS-a akumulira, to doprinosi oksidativnhom
oSteenju pronadenom u nekoliko neuropatoloskih stanja povezanih
sa pojacanom ekspresijom glukokortikoida, koji igraju vaznu ulogu u
regulisanju biosinteze i metabolizma ugljenih hidrata, lipida i proteina
(Martin-Montafiez i sar., 2014). Pored toga, MnSOD je primarni
antioksidant koji uklanja superoksid anjon radikal formiran unutar
45 broj slu¢ajeva pojedinih bolesti kod odredenog stanovnistva u odredenom razdoblju; najéesce

se izrazava postotkom ili stopom (npr. 53 oboljela na 100.000 stanovnika)
46 patolosko nagomilavanje masti u jetrenim c¢elijama uzrokovano razli¢itim etioloSkim

.....

47 poremecena koncentraciju lipoproteina u krvi
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mitohondrija i $titi od oksidativnog stresa (Munusamy i MacMillan-

Crow, 2009; Azadmanesh i Borgstahl, 2018).

Ako su mitohondrije ostecene ili nefunkcionalne, proizvodnja

ROS-a bice

ksidativni stres u

7

v

¢ana 1 pogorSace o

7

dodatno pove

mitohondrijama (Rachek i sar., 2007) (Slika 39).
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Ipak, istrazivanja u molekularnoj biologiji i u populacijskim
studijama u vezi sa ulogom Mn u metabolickim bolestima putem
mitohondrijalnog oksidativnog stresa, ograni¢ena su i nedosljedna.
Nedostatak Mn i intoksikacija povezani su sa Stetnim metabolickim i

neuropsihijatrijskim efektima (Greger, 1999).

U studiji o polimorfizmu metabolickih gena i podloznosti
profesionalnom hroni¢nom manganizmu, otkriveno je da osobe
sa homozigotnim polimorfizmom (L/L) gena citohroma P450
2D6L (CIP2D6L) mogu smanjiti rizik od hroni¢nog manganizma u
poredenju sa divljim tipom (Wt/Wt) (Zheng i sar., 2002).

4.4 Toksic¢ni teski metali

Zbog povecanja geoloskih i antropogenih aktivnosti, zagadenje
biosfere (posebno zemljista, vodenih ekosistema te manjeg dijela
atmosfere u obliku cestica i para) teskim metalima, postalo je
uobicajeno. Teski metali, kao Sto su kadmijum, bakar, olovo, hrom,
mangan, gvozde i Ziva, najceS¢i su zagadivaci zZivotne sredine (Fu i
Wang, 2011) u podrucjima s visokim antropogenim uticajem. U Tabeli
10, navedene su fizicko-hemijske osobine za neke teske metale.

4.4.1 Kadmijum (Cd)

Cd je prirodni element u Zemljinoj kori. Obi¢no se nalazi kao
mineral u kombinaciji sa drugim elementima: kadmijum-oksid (CdO),
kadmijum-hlorid (CdCl2), kadmijum-sulfat (CdSO4) i kadmijum-sulfid
(CdS). Sva zemljista i stijene, ukljucujuci ugalj i mineralna dubriva,
sadrze Cd u malim koli¢inama. Kroz aktivnosti u prirodi, Cd se oslobada
u zivotnu sredinu pod uticajem vremenskih prilika (dejstvom vjetra i
kiSe), rijeCnim transportom, vulkanskim erupcijama i raznim ljudskim

aktivnostima (vadenje ruda, topljenje, pusenje duvana, spaljivanje
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komunalnog otpada i proizvodnja dubriva). Cd je metal 20. vijeka.
Prvi put je koriséen u Prvom svjetskom ratu, kao zamjena za kalaj (Sn).
Vetina Cd je nusproizvod proizvodnje drugih metala kao Sto su Zn, Pb
i Cu. Cd ne korodira lako i ima mnogo primjena u 20. vijeku (obi¢no
se koristi kao stabilizator za razlicite proizvode (Jarup i sar., 1998), u
razlié¢itim tipovima baterija, u bojama, metalnim premazima i plastici
i Siroko se koristi u galvanizaciji48 (Cheng i sar., 2014). Cd moze ostati
decenijama u zemljiStu i sedimentima. Biljke postepeno preuzimaju
akumulirane metale i lancem ishrane Cd na kraju dospijeva u ljudsko
tijelo jer se Cd pretezno nalazi u vocu i povréu zbog visokog stepena
prenosa iz zemljista u biljke (Bernard i sar., 2008).

Tabela 10. Fizicko-hemijske osobine nekih teskih metala koji su najcesé¢i
uzroci toksi¢nosti kod zivih organizama

Atomski Jonski

Atomski Molekulska Oksidaciona L or "
radijusi radijusi

broj masa stanja

(pm) (pm)
Kadmijum
cd) 48 112,4 +2 155 95 (+2)
Olovo (Pb) 82 207,2 +4, +2 154 7755 (+4)
Ziva (Hg) 8o 200,59 +2, +1 171 102 (+2)
Ml 2 +7, +4, +3, +2 161 83 (+2)
(Mn) 5 54,94 7, 4, +3, 3
Arsen (As) 33 74,92 +5,+3,-3 114 58 (+2)
Bakar (Cu) 29 63,55 +2, +1 145 73 (+2)
Hrom (Cr) 24 51,996 +6, +3, +2 166 80 (+2)
7Zn (Zn) 30 65,4 +2 142 74 (+2)
Kobalt (Co) 27 58,93 +3, +2 152 74,5 (+2)
Gvozde (Fe) 26 55,84 +3, +2 156 78 (+2)

48 https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Cadmium
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Na Slici 40, predstavljeni su relativni doprinosi razlic¢itih izvora
Cd (Regoli, 2005).

@ 1% proizvodi od kadmijuma

. 2% otpad pri spaljivanju

() 4% proizvodnja obojenih metala
7% cement i drugi

© 12% zeljezo i celik

. 20% prirodni resursi
21% fosilna goriva

. 339% fosforna gnojiva

Slika 40. Relativni doprinos razli¢itih izvora izlozenosti ljudi Cd
(Izvor: Regoli, 2005)

Takode, izloZenost ljudi Cd moZe biti posljedica poveéanog unosa
ovog metala putem biljaka (Khaliq i sar., 2019) i vodenih Zivotinja
(Zhang i sar., 2016; Rai i sar., 2019).

IzloZzenost ljudi Cd mogucéa je kroz nekoliko izvora ukljucujuéi
metalsku industriju, kontaminiranu hranu, pusenje cigareta i rad na
radnim mjestima kontaminiranim Cd4° (Paschal i sar., 2000; Yadav i
sar., 2010). Profesionalna izloZenost kadmijumu ukljucuje: rudarstvo,
topljenje ruda, udisanje dima, proizvodnja nikl-kadmijum baterija,
pigmenta za boje, stabilizatora, legura i galvanizacija (US Department
of Health and Human Services, 1999; Pang i sar., 2016). Glavni putevi
izlaganja ljudi ovom teskom metalu su udisanje i gutanje hrane sto moze
izazvati akutnu ili hroni¢nu intoksikaciju (Zhang i sar., 2004). Oralna
izlozenost kadmijumu je konzumacija kontaminirane hrane i/ili vode.

49 https://www.epa.gov/sites/default/files/2016-09/documents/cadmium-compounds.pdf
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Ovaj put je najvazniji put za nepusace i one koji nisu profesionalno
izloZeni kadmijumu (Pang i sar., 2016). Apsorpcija kozom je rijetka.
Cd je, takode, prisutan u tragovima u odredenim namirnicama
kao s$to su lisnato povrce, krompir, Zitarice i sjemenke, jetra i bubrezi
Zivotinja, rakovi i mekusci (Satarug i sar., 2003). Pored toga, namirnice
bogate Cd mogu u velikoj mjeri povecati koncentraciju Cd u ljudskom
tijelu. Primjeri su pecurke, skoljke, dagnje, kakao prah i suSene morske
alge. Vazan put distribucije Cd je cirkulacija, dok se krvni sudovi
smatraju glavnim putevima toksi¢nosti Cd. Hroni¢na inhalaciona
izlozenost cesticama Cd generalno je povezana sa promjenama u
pluénoj funkciji (emfizem) (Davison i sar., 1988). IzloZenost na
radnom mjestu Cesticama Cd u vazduhu, povezana je sa smanjenjem
olfaktorne funkcije (Mascagni i sar., 2003). Nekoliko epidemioloskih
studija dokumentovalo je povezanost hroni¢ne izloZenosti niskom
nivou Cd sa smanjenjem mineralne gustine kostiju i osteoporozom
(Akesson i sar., 2006; Gallagher i sar., 2008; Schutte i sar., 2008).
Iako su emisije Cd evidentno smanjene u veéini industrijalizovanih
zemalja, to je i dalje alarmantan izvor straha za radnike i ljude koji
Zive u zagadenim podrucjima jer moZe izazvati akutne i hroni¢ne

intoksikacije (Chakraborty i sar., 2013; Richter i sar., 2017).

Izlozenost Cd se obi¢no odreduje mjerenjem nivoa Cd u krvi
ili urinu. Cd u krvi odrazava nedavnu izloZenost Cd (na primjer,
pusenje). Cd u urinu ukazuje na akumulaciju ili optere¢enje bubrega
Cd (Jarup i sar., 1998; Wittman i Hu, 2002). Procjenjuje se da oko
2,3% americ¢ke populacije ima poviSen nivo Cd u urinu (> 2 mg/g
kreatinina), markera hronic¢ne izloZenosti i opterecenja tijela (Becker i
sar., 2002). Nivoi Cd u krvi i urinu obi¢no su visi kod pusaca cigareta,
srednji kod bivsih pusaca i nizi kod nepusaca (Becker i sar., 2002;
Mannino i sar., 2004). Zbog konstantne upotrebe Cd u industriji,
zagadenje zivotne sredine i izloZzenost ljudi Cd dramati¢no su porasli

tokom proslog vijeka (Elinder and Jarup, 1996).
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4.4.1.3 Uloga Cd

Do danas nije pokazana biogena aktivnost za Cd, sa izuzetkom
morske dijatome Thalassiosira veissflogii ¢ija karboanhidraza
(enzim ukljucen u fiksaciji neorganskog C za fotosintezu) sadrzi Cd
(Lane i sar., 2005). Ovo otkri¢e pruzilo je dugo oc¢ekivano objasnjenje
za ponasanje Cd u okeanima nalik hranljivim materijama.

4.4.1.4 Molekularni mehanizmi toksi¢nosti i Cd

Na svjetskoj rang listi Cd je sedmi najtoksic¢niji teski metal
prema Agenciji za toksi¢ne supstance i registar bolesti (ATSDR,
engl. Agency for Toxic Substances and Disease Registry). Tokom
zivota, ljudi mogu biti izloZeni Cd tokom radnog vremena ili u
okruzenju, pri cemu se on nakon apsorpcije, akumulira u ljudskom
tijelu (Valko i sar., 2005). Stepen izlucivanja Cd iz ljudskog tijela je
mali $to produzava vrijeme poluraspada do 30 godina, a ovaj metal
se najvec¢im dijelom deponuje u jetri i bubrezima (75%) (Rani i sar.,
2014) kao i reproduktivnim organima, ukljucujuéi testise, jajnike i
placentu (Paksy i sar., 1997; Zadorozhnaja i sar., 2000; Brohi i sar.,
2017). Kadmijum dovodi do ozbiljne plu¢ne i gastrointestinalne
iritacije, koja moze biti fatalna ako se Cd udiSe ili proguta. Nakon
akutnog gutanja, simptomi kao $to su bol u stomaku, osjecaj pecenja,
mucnina, povracanje, salivacija, gréevi u misi¢ima, vrtoglavica, sok,
gubitak svjesti i konvulzije obi¢no se javljaju u roku od 15 do 30
minuta. Akutni unos Cd mozZe izazvati eroziju gastrointestinalnog
trakta, povredu pluca, jetre ili bubrega i komu, u zavisnosti od puta
trovanja (Baselt i Cravey, 1982). Cd moZe da izazove ozbiljna oSte¢enja
pluca, i ako se unese u ve¢im koli¢inama, to moze dovesti do iritacije
stomakaiizazvati povracanje i dijareju. Dugotrajno izlaganje pri nizim

koncentracijama Cd u bubrezima dovodi do nefropatije>?, krhkih

50 termin koji se koristi za oznacavanje bolesti ili oSte¢enja bubrega, $to na kraju moze dovesti
do otkazivanja bubrega.
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kostiju i oste¢enja pluéa (Richter i sar., 2017). Hroni¢na izlozenost Cd
dovodi do smanjenja nivoa norepinefrina, serotonina i acetilholina
(Singhal i sar., 1976). Izlozenost Cd moze dovesti do komplikacija
kao $to su bolesti bubrega, osteoporoza, hipertenzija kao i rak pluéa,
mokracéne besike, bubrega, pankreasa, zeluca, prostate i dojke, jetre,
testisa, nadbubrezne zlijezde i hemopoetskog sistema (Boffetta, 1993;
Waalkes, 2000; Satoh i sar., 2002; Nordberg i sar., 2014).

Americki nacionalni toksikoloski program i Medunarodna
agencija za istrazivanje raka (IARC) na osnovu dokaza o
karcinogenom djelovanju elementarnog Cd i jedinjenja Cd kod ljudi
i eksperimentalnih Zivotinja, klasifikovali su Cd i njegova jedinjenja
kao karcinogene Grupe 1 za ljude (Boffetta, 1993; Chakraborty
isar., 2013).

Bubrezi su organi koji su najviSe pogodeni toksi¢no$¢éu Cd
jer se on akumulira u proksimalnim tubularnim ¢elijama u veé¢im
koncentracijama. Takode, Cd moze izazvati mineralizaciju kostiju
(preko ostecenja kostiju ili disfunkcije bubrega). Istrazivanja na
ljudima i Zivotinjama pokazala su da je oSte¢enje skeleta jedan od
kriti¢nih efekata izlaganja Cd zajedno sa poremecajima u metabolizmu
Ca, koji rezultira stvaranjem bubreznih kamenaca i hiperkalciurijom.
Eksperimenti na zivotinjama pokazali su da se 50% Cd apsorbuje u
plué¢ima i manji postotak u gastrointestinalnom traktu. Prijevremeni
porodaj i smanjena porodajna tezina problemi su koji se javljaju
ako je izloZenost Cd visoka tokom trudnoc¢e kod ljudi (Henson i
Chedrese, 2004).

Cd i njegova jedinjenja, u poredenju sa drugim metalima, veoma
su rastvorljivi u vodi. Njihova bioraspoloZivost veoma je visoka i stoga
ima tendenciju bioakumulacije. Nepusaci su izloZeni Cd putem hrane
i nekim drugim putevima. Ipak, unos Cd drugim putevima mnogo
je manji (Mudgal i sar., 2010). Na Slici 41, prikazani su mehanizmi
toksi¢nosti Cd (Floraisar., 2008).
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Toksi¢nosti kadmijuma

Cd reaguje sa Ca / \

i dovodi do osteoporoze, Cd reaguje sa Fe i smanjuje
talozenje Cd u kostima, koncentraciju Hb i hematokrita,
hiperkalciurija dovodi do anemije

Cd remeti metabolizam Zn, Cd smanjuje koncentraciju

inhibira enzime koji sadrze Zn, Cu ujetri i plazmi i

u kompeticiji za gastrointestinalnu smanjuje koncentraciju

apsorpciju, zamjenjuje Zn prisutan ceruloplazmina u plazmi

u metalotioneinu

(Cd izaziva oksidativni stresj

Slika 41. Mehanizmi toksi¢nosti Cd u animalnoj/humanoj celiji.
Kreirano u ChemDraw Professional 15.

Mehanizam djelovanja Cd u organizmu nije u potpunosti
objasnjen. Iako nije redoks aktivan metal, glavno dejstvo Cd u
mutagenezi je stvaranje ROS-a (Filipi¢ i sar., 2006). Zbog porasta
nivoa ROS-a, razvijaju se razli¢iti fizioloski poremecaji kao Sto je
povecana permeabilnost krvno-mozdane barijere i promjene u
sinaptickom prenosu. Cd je redoks neaktivan metal i ne moze sam
da pokrene Fentonovu reakciju (Casalino i sar., 1997). Zbog toga,
indirektnim procesom indukuje oksidativni stres. Neki od poznatih
mehanizama preko kojih djeluje su: 1) Cd se kompleksira sa tiol
grupama enzima ukljucenih u antioksidativnhe mehanizme, kao sto
su glutation peroksidaza GPx, SOD i katalaza, i inhibira njihove
aktivnosti (Wang i sar., 2004); 2) Cd smanjuje intracelularni sadrzaj
GSH; 3) Cd inhibira GPx aktivnost formiranjem kompleksa Cd-
selen i 4) Cd inhibira kompleks III mitohondrijalnog elektronskog
transportnog lanca i povecava proizvodnju ROS-a (Wang i sar., 2004;
Irfan i sar., 2013) koji moze pokrenuti puteve apoptoze.

Takode, Cd utice na puteve transdukcije signala indukujuci
formiranje inozitol polifosfata, povecavaju¢i nivoe slobodnog Ca u

citoplazmi u razli¢itim tipovima ¢elija (Thevenod i Jones, 1992) i
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blokiraju¢i kalcijumove kanale (Suszkiw i sar., 1984; Dally i Hartwig,
1997). Pri nizim koncentracijama (1-100 mM), Cd se vezuje za proteine,
smanjuje efikasnost popravke ostecenja DNK (Abshire i sar., 1996),
aktivira degradaciju proteina, vrsi regulaciju citokina i protoonkogena
(Durnam i Palmiter, 1981) i indukuje ekspresiju nekoliko gena,
ukljucuju¢i gene za metalotioneine, hem oksigenaze, glutation
transferaze, proteine toplotnog stresa, reaktante akutne faze i DNK
polimerazu 3 (Hwua i Yang, 1998). Oksidativni stres se smatra jednim
od mehanizama genotoksi¢nosti. Izazvan izlaganjem kadmijumu,
oksidativni stres moze ostetiti (Valko i sar., 2006) i unistiti normalnu
funkciju organela i proizvesti mutacije DNK koje dovode do promjene
u ekspresiji gena i, konacno, indukovanja apoptoze (Ognjanovié¢ i
sar., 2010). Poremecaj funkcije popravke oste¢enja DNK indukovan
Cd moze dovesti do akumulacije oStecenja DNK, izazivaju¢i genetske
mutacije, a time i rak (Giaginis i sar., 2006; Zhou i sar., 2012). Neki
enzimi za popravku ostetenja DNK imaju strukturu Zn prsta (engl.
Zn finger), a kadmijum moze da zamijeni cink na ovom enzimu, ¢ime
inhibira popravku osStec¢enja DNK (Zhou i sar., 2012). In vitro studije
su pokazale da Cd izaziva citotoksi¢ne efekte u koncentracijama od 0,1
do 10 mM i prekide DNA lanaca koji su izazvani slobodnim radikalima
(Tsuzuki i sar., 1994). Cd je slab mutagen u poredenju sa drugim
karcinogenim metalima, kao npr. Cr (Biggart i Costa, 1986).

Nedavne studije su pokazale da je oksidativni stres potencijalni
uzrok neurotoksic¢nosti. Izlaganje kadmijumu ima inhibitorni efekat
na glavne antioksidativne enzime, glutation reduktazu i superoksid
dismutazu (Stohs i sar., 2001; Valko i sar., 2006), koji ucestvuju
u odrzavanju redoks homeostaze. Nakon izlaganju kadmijumu,
primijecena je povecana peroksidacija lipida u nekim regionimamozga
kao Sto su mali mozak i kortekst (Shukla i sar., 1996; Méndez-Armenta
i sar., 2003). Koncentracija Cd se povecava 3000 puta jer se vezuje za
protein melatonin koji je bogat cisteinom (MT), pri ¢emu Cd formira
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kompleks sa MT. Kompleks Cd-MT izaziva hepatotoksicnost u jetri
a u bubrezima se reapsorbuje u cjevéicama bubrega i razgraduje
u lizozomima, S$to dovodi do oSteéenja i smrti bubreznih ¢elija
(nefrotoksi¢nost) nakon akumulacije u bubreznom tkivu (Ohta i
Cherian, 1991; Saboli¢ i sar., 2010; Jomova i Valko, 2011). Sposobnost
Cd da se vezuje za ostatke cisteina, aspartata, histidina i glutamata,
moze dovesti do nedostatka Fe (Castagnetto i sar., 2002). Cd ima
oksidaciono stanje isto kao i Zn, zbog ¢ega Cd moze da zamijeni Zn koji
je prisutan u MT-u, ¢ime ga sprecava da djeluje kao ,hvatac“ slobodnih
radikala unutar celija.

Takode, kadmijum uti¢e na aktivnost mnogih enzima ukljuc¢enih
u metabolizam ugljenih hidrata. Kadmijum moze da inhibira proces
glikolize u jetri i miSi¢ima smanjenjem aktivnosti heksokinaze i
fosfofruktokinaze (Almeida i sar., 2001; Ramirez-Bajo i sar., 2014).
Povecanjem koncentracije kadmijuma, glikoliza moze biti inhibirana
ranije (Zhou i sar., 2012). Kadmijum povecava aktivnost nekoliko
drugih enzima ukljuenih u metabolizam razlaganja aminokiselina,
kao $to su oksidaza aminokiselina, glutamat dehidrogenaza, itd.
(Cicik i Engin, 2005).

Odgovor na stres sa Cd ukljucuje nekoliko sistema odgovora koji
pdrazumijevaju sintezu proteina za stres izazvan visokim/niskim
temperaturama (engl. heat shock i cold stress, respektivno) i oksidativni

stres (Blom i sar., 1992; Coogan i sar., 1992; Ferianc i sar., 1998).

4.4.2 Olovo (Pb)

Olovo je prirodni plavicasto-sivi metal prisutan u malim
kolicinama u Zemljinoj kori. Nalazi se u koncentrisanim i lako
dostupnim nalaziStima rude Pb koja su Siroko rasprostranjena
Sirom svijeta. U atmosferi, glavni izvor Pb su emisije Pb nastale

sagorijevanjem olovnog benzina. Olovni benzin povucen je iz upotrebe
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nakon 1973. godine, a zatim zabranjen 1995. godine u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama (sa izuzetkom goriva za avione sa klipnim
pogonom) (EPA, 1996a), dok je kod nas jo$s uvijek u upotrebi. Pb
se koristilo kao sredstvo protiv detonacije u gorivima Nacionalne
asocijacije za automobilske trke sve do 2008. godine. Boje na bazi Pb sa
istroSenih povrsina (koje proizvode visoko koncentrisane ostatke Pb i
prasinu) u starijim stambenim zgradama (gradenim prije 1978. godine)
i dalje predstavlja izvor trovanja djece Pb u Sjedinjenim Americkim
Drzavama (CDC5!, 1991; 2012d). Kombinacija korozivne vode i Pb
cijevi ili spojeva zalemljenih olovom u distributivnom sistemu ili
pojedinac¢nim kucama, moze stvoriti lokalne zone visoke koncentracije
Pb u vodi (EPA, 1989b, 2007a; Hanna-Attisha i sar., 2016).

Drugi antropogeni izvori Pb ukljucuju iskopavanje i topljenje
rude; proizvodnju i upotrebu proizvoda koji sadrze Pb (npr. boje i
glazure na bazi Pb, elektri¢ni oklopi/zastita, vodovod, akumulatorske
baterije, lemljenje i rastvraéi za zavarivanje); proizvodnja i primjena
pesticida koji sadrze Pb; sagorijevanje uglja i nafte i spaljivanje otpada.
Osim toga, koristi se u proizvodnji municije i uredaja za zastitu od
rendgenskih X-zraka. Procjenjuje se da je 2004. godine u Sjedinjenim
Americkim Drzavama koriS¢eno 1,52 miliona tona olova za razlicite
industrijske primjene. Od te koli¢ine, proizvodnja olovnih baterija
¢inila je 83%, a preostala upotreba je pokrivala niz proizvoda, kao Sto
su municija (3,5%), oksidi za boje, staklo, pigmente i hemikalije (2,6%)
i olovni lim (1,7%)>2. Posljednjih godina, upotreba olova znacajno je
smanjena jer se manje koristi u industriji boja i keramickih proizvoda.
Uprkos ovom napretku, medu 16,4 miliona domova u Sjedinjenim
Americkim Drzavama sa viSe od jednog djeteta mladeg od 6 godina po
domacinstvu, 25% domova i dalje ima znacajne koli¢ine dotrajale boje,

prasine ili su u blizini gole zemlje kontaminirane olovom (Jacobs i sar.,
51 engl. Centers for Disease Control and Prevention
52 https://www.usgs.gov/centers/national-minerals-information-center/lead-statistics-and-

information
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2002), Sto doprinosi povecanju koncentracije olova u krvi kod djece
(Harvey, 2002) i do 20 pg/dLili vise (Charney i sar., 1980).

4.4.2.2 Distribucija Pb u Zivotnoj sredini

Pb se ne razgraduje u ZzZivotnoj sredini, iako moze postojati u
razli¢itim hemijskim oblicima (organskim i neorganskim, najéesce
u oksidacionom stanju 2*) (ATSTDR, 2020). Cestice koje sadrZe Pb
mogu se transportovati kroz vazduh, vodu i zemljiSte. Generalno,
atmosfersko talozenje je najveci izvor Pb koji se nalazi u zemljistima
na koje ne uti¢u drugi lokalni izvori van vazduha (npr. prasina od
dotrajale olovne boje). Pb se kontinuirano prenosi izmedu vazduha,
vode i zemljista prirodnim hemijskim i fizickim procesima kao Sto
su vremenske prilike, oticanje, padavine, suvo talozenje prasine
i tok potoka/rijeke; medutim, izgleda da su zemljiste i sedimenti
vazni za uklanjanje Pb. Pb se snazno adsorbuje na ve¢inu zemljista,
Sto ogranicava brzinu ispiranja. Kiselost zemljista (pH) i njegov
sastav najvazniji su faktori koji uticu na rastvorljivost, pokretljivost
i fitodostupnost Pb u zemljiStu. Drugi uslovi koji povecéavaju
pokretljivost Pb u zemljistu su redukujuéi uslovi i visok sadrzaj hlorida.

Olovo je jos pronadeno u raznim drugim potrosac¢kim proizvodima,
kao Sto su kozmetiku, farbe za kosu, nakit, ribolovacke potapalice, utege
za gume i uvezene djecije igracke; tradicionalni ili narodni lijekove i
pakovanja za slatkiSe/hranu; takode se oslobada prilikom pucanja iz
pistolja. Za odrasle, izloZenost Pb obic¢no je povezana sa izlaganjem na
radnom mjestu. Za djecu, izloZenost visokim nivoima Pb povezana je sa
boravkom u prostorima kontaminiranim Pb (npr. zemlja ili unutrasnja
prasina u starijim domovima sa bojom na bazi Pb). Primarni izvor
izloZenosti Pb kod djece je povrSinska prasina (na tlu ili uvuéena)
koja sadrzi Pb iz razlic¢itih izvora ukljucujué¢i dotrajalu boju na bazi Pb
(Lanphear i sar., 1998a; Succop i sar., 1998; CDC, 2009). Ekoloski,
Pb iz povrSinske praSine posebno je dostupno djeci zbog njihove
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intenzivnije aktivnosti stavljanja ruku na usta. Posto se Pb prenosi iz
zemljiSta veoma sporo, istorijski izvori talozenja Pb u zemljistu i dalje
doprinose trenutnoj izlozenosti (Laidlaw i Filipelli 2008; Laidlaw i sar.,
2012). Nivo Pb u krvi (PbB) koristi se kao biomarker izlozZenosti Pb. Na
osnovu analize izloZenosti olovu za djecu od 1 do 5 godina, dominantni
putevi izlozenosti koji najvise doprinose PbB u populaciji SAD, su
gutanje zemlje i prasine; za druge starosne grupe (npr. mlada djeca) ili
odredene lokalne oblasti u SAD, drugi glavni izvori/putevi izloZenosti

kao S$to su voda za pice i hrana, mogu biti vazni (Zartarian i sar., 2017).

PbB u SAD se znacajno smanjio u poslednjih nekoliko decenija
kao rezultat uklanjanja Pb iz benzina i ogranicenja koja su postavljena
na upotrebu Pb u bojama za uredenje Zivotnog prostora (Schwartz i
Pitcher, 1989; Brody i sar., 1994; Pirkle i sar., 1994, 1998; CDC, 2011;
2018a). Primijecene su sezonske varijacije PbB kod djece, sa opstim
trendom povecanja PbB tokom kasnog ljeta i rane jeseni (Johnson
i Bretsch 2002; Laidlaw i sar., 2005; Gulson i sar., 2008). Sezonski
obrasci ponasanja (npr. aktivnosti na otvorenom) i vremenske prilike
koje promovisu transport prasine Pb (vlaznost i brzina vjetra) mogu
doprinijeti uoc¢enim sezonskim obrascima u PbB (Laidlaw i sar., 2005;
2012) i pruziti dodatne dokaze za povrSinsku prasinu koja najvise
doprinosi izloZenosti djece Pb i PbB.

4.4.2.3 IzloZenost ljudi Pb

Izlozenost olovu desava se uglavnom udisanjem destica prasine
ili aerosola kontaminiranih olovom i gutanjem hrane, vode i boje
kontaminirane olovom (ATSDR, 1992; 1999). Odrasli apsorbuju 35
do 50% olova kroz vodu za pice, a stopa apsorpcije kod djece moze
biti veca od 50%. Na apsorpciju olova utic¢u faktori kao Sto su starost
i fizioloski status. Nekoliko saveznih programa koje sprovode drzavne
1 lokalne zdravstvene vlade, nisu se fokusirali samo na zabranu olova

u benzinu, farbama i zalemljenim limenkama, ve¢ su vlade dodatno
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podrzale programe skrininga za trovanje olovom kod djece i smanjenje
olova u stambenim objektima (CDC, 1991). Uprkos napretku u ovim
programima, izloZenost ljudi olovu ostaje ozbiljan zdravstveni problem
(Pirklei sar., 1994; Pirkle i sar., 1998). IzloZenost olovu tokom trudnoce
lako se prenosi na fetus u razvoju (Ong i sar., 1985). Dokazi kod ljudi
potvrduju nalaze na zivotinjama (Corpas i sar., 1995), povezujuci
prenatalno izlaganje olovu sa smanjenom porodajnom tezinom i
prijevremenim porodajem (Andrews i sar., 1994) i sa abnormalnostima
neuroloskog razvoja kod potomaka (Huel i sar., 1992).

4.4.2.4 Molekularni mehanizmi toksi¢nosti Pb

Toksicnost Pb za ljude poznata je vise od 2 000 godina. Rane
epidemioloske studije fokusirale su se na ociglednu toksi¢nost
povezanu sa visokom profesionalnom izlozenos¢u. Medutim,
tokom posljednjih nekoliko decenija, dosSlo je do rastuce svijesti
da je izloZenost na niskom nivou u zivotnoj sredini koja dovodi do
PbB <10 pg/dL povezana sa Stetnim efektima, posebno kod djece.
Nivoi PbB povezani sa neZeljenim efektima variraju u zavisnosti od
mjesta i na¢ina djelovanja Pb. NeZeljeni efekti se javljaju pri PbB <
5 ug/dL i za najviSe proucavane krajnje tacke djelovanja (neuroloske,
bubrezne, kardiovaskularne, hematoloske, imunoloske, reproduktivne
i razvojne). CDC (2018b) navodi da ,nije identifikovan bezbjedan nivo
olova u krvi kod djece“. Kao rezultat toga, politika javnog zdravlja
SAD fokusirala se na eliminisanje trovanja olovom kao problema
javnog zdravlja. CDC smatra da je PbB poviSen kod djece kada
premasi referentnu vrijednost definisanu kao 97,5% za populaciju
SAD. Trenutna referentna vrijednost Pb propisana od strane CDC-a,
zasnovana na podacima Nacionalnog istrazivanja zdravlja i ishrane
(NHANES, engl. National Health and Nutrition Examination
Survey) (NHANES 2007-2008 i 2009—2010), iznosi 5 ug/dL. Stoga
je primarni cilj sadasnjih istrazivanja ispitivanje uticaja PbB <5 pg/dL
na zdravlje ljudi.
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U ljudskom tijelu, najveci procenat olova se unosi u bubrege, zatim
u jetru i druga meka tkiva kao $to su srce i mozak. Medutim, skelet
predstavlja glavni dio tijela u kojem se deponuje Pb (Flora i sar., 2006).
Nervni sistem je najranjivija meta trovanja olovom. Glavobolja, slaba
paznja, razdrazljivost, gubitak pamcenja i tupost rani su simptomi efekata
izlaganja centralnog nervnog sistema olovu (CDC, 2001; ATSDR, 1999).

Koncentracija Pb u krvi, PbB, odrazava i trenutnu izloZenost i
zalihe Pb u kostima, koje se mogu prenijeti u krv. Zbog relativno brze
eliminacije Pb iz krvi u poredenju sa eliminacijom iz kostiju, Pb u krvi
¢e odrazavati uglavnom istoriju izloZenosti u prethodnih nekoliko
mjeseci, ali ne nuzno i ve¢u koli¢inu Pb u kostima. Kao rezultat toga,
jedno mjerenje PbB mozda nece biti pouzdan podatak za opterecenje
tijela Pb ili za kumulativnu izlozenost. Longitudinalna mjerenja PbB
mogu se koristiti za konstruisanje kumulativnog krvnog Pb indeksa
(CBLI, engl. Cumulative Blood Pb Index), koji moZe biti bolji odraz
istorije izloZzenosti; medutim, CBLI nete detektovati kratkoroc¢ne
varijacije u izloZenosti do kojih mozZe do¢i izmedu mjerenja. Direktna,
neinvazivna mjerenja koncentracije Pb u kostima, mogu se koristiti
kao podatak o dugotrajnoj izlozenosti organizma olovu jer se vecina
apsorbovanog Pb zadrzava u kostima. Zdravstveni efekti unosenja Pb su
isti, bez obzira na put izlaganja (npr. udisanje ili gutanje). S obzirom na
to da se izloZenost kvantifikuje internim pokazateljima izloZenosti (npr.
PbB, Pb u kostima), epidemioloske studije ne pokusavaju da definisu
put izloZenosti. IzloZenost Pb u Zivotnoj sredini deSava se kontinuirano
tokom zivota i Pb se zadrzava u tijelu decenijama. Posto interni
pokazatelji doze ne mogu da definiSu kompletnu istoriju izlaganja,
trajanje i vrijeme izlaganja, koji su u najjacoj korelaciji sa uocenim
zdravstvenim efektom, obi¢no su nepoznati ili veoma neizvjesni.

U mnogim studijama su dokumentovani Stetni efekti Pb kod djece i
odrasle populacije. Kod djece, ove studije su pokazale povezanost izmedu
povecanog nivoa Pb u krvi i smanjene inteligencije, nizeg koeficijenta
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inteligencije-IK, odlozen ili oSteéen neurobihejvioralni razvojs3,
smanjena ostrina sluha, govorni i jezicki hendikepi, zaostajanje u rastu,
slab raspon paznje i antisocijalno ponasanje (Amodio-Cocchieri, 1996;
Factor-Litvak i sar., 1998; Kaul i sar., 1999; USEPA, 2002). U odrasloj
populaciji, reproduktivni efekti, kao sto je smanjen broj spermatozoida
kod muskaraca i spontani pobacaji kod Zena, povezani su sa visokom
izlozenoscu olovu (Apostoli i sar., 1998; Hertz-Picciotto, 2000).

Akutna izloZenost Pb izaziva ostecenje mozga, oSte¢enja bubrega i
gastrointestinalne bolesti, dok hronic¢na izloZenost moze izazvati Stetne
efekte u krvi, centralnom nervnom sistemu, krvnom pritisku, bubrezima i
metabolizmu vitamina D (ATSDR, 1992; USEPA, 1992; Amodio-Cocchieri,
1996; Apostoli i sar., 1998; Factor-Litvak i sar., 1998; ATSDR, 19909;
Kaul i sar., 1999; Hertz-Picciotto, 2000). Jedan od glavnih mehanizama
pomocu kojih Pb ispoljava svoje toksicno dejstvo je putem biohemijskih
procesa koji ukljucuju sposobnost Pb da inhibira ili oponasa djelovanje
Ca i da stupa u interakciju sa proteinima (ATSDR, 1999). U kostima,
99% od ukupne koli¢in Ca** u organizmu, nalazi se u obliku kristalnog
hidroksiapatita (Cas(PO4)3(OH)). Unutar skeleta, Pb se ugraduje u
mineral hidroksiapatit umjesto Ca. Olovo se vezuje za bioloske molekule
i na taj na¢in ometa njihovu funkciju putem brojnih mehanizama. Pb
se veze za sulfhidrilne i amidne grupe enzima, mijenjaju¢i njihovu
konformaciju i smanjujuéi njihovu aktivnost.

Williams i sar., (2010) su pokazali u svojoj studiji da je veca
koli¢ina Pb u krvi povezana sa kasnijim pocetkom puberteta djecaka
u peripubertetskom periodu. Studije o efektima olova na endokrini
sistem uglavnom su zasnovane na radnicima koji su bili izloZeni olovu i
eksperimentalnim zivotinjskim modelima. Iako su dokazi kontradiktorni,
akumulacija olova u organizmu uti¢e na vec¢inu endokrinih zlijezda.
Vjerovatno Pb uti¢e na vezu hipotalamus-hipofiza izazivajuéi prigusene
TSH (tireostimuliSsu¢i hormon), GH (hormon rasta, engl. growth
hormone) i FSH (folikulostimuliraju¢i hormon)/LH (luteinizirajuéi

53 ponasanja ljudi u odredenim situacijam tokom razvoja
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hormon) odgovore na TRH (tireotropni oslobadaju¢i hormon, engl.
Thyrotropin-Releasing Hormone), GHRH (hormon rasta oslobadaju¢i
hormon, engl. Growth Hormone-Releasing Hormone) i GnRH
(gonadotropin oslobadaju¢i hormon, engl. Gonadotropin-Releasing
Hormone) stimulaciju, respektivno. Neki od klju¢nih metabolickih
enzima glavna su mjesta za toksi¢no djelovanje olova. Olovo moze da
oponasa esencijalne mineralne jone kao $to su Fe, Zn i Ca i da se veze za
mjesta vezivanja kofaktora inhibiraju¢i aktivnost enzima ili mijenjajuci
transport esencijalnih katjona kao Sto je Ca (Flora i sar., 2007).
Poznato je da intoksikacija Pb izaziva lipidnu peroksidaciju membrana
(Jiun i Hseien, 1994) i ostetenje DNK posredovano formiranjem
ROS-a (Hermes-Lima i sar., 1991). Olovo, takode, interferira sa
antioksidativnim enzimima kao $to su SOD, GPx i CAT i neenzimskim
antioksidativnnim molekulama (Valko i sar., 2005; Flora i sar., 2008;
Sharma i sar., 2014). Tako je pokazano da su aktivnosti antioksidativnih
enzima, ukljucuju¢i SOD i GPx u eritrocitima radnika izlozenih Pb,
znacajno vece nego kod neeksponiranih radnika (Bechara i sar., 1993).
Takode, pokazano je da toksi¢nost izazvana olovom i apoptoza u ljudskim
celijama raka, ukljucuju nekoliko ¢elijskih i molekularnih procesa kao
Sto su oksidativni stres i indukcija ¢elijske smrti (Yedjou i Tchounwou,
2006; 2007), transkripcionu aktivaciju gena za stres (Tchounwou i sar.,
2004b), DNK ostetenje (Yedjou i Tchounwou, 2007), eksternalizacija
fosfatidilserina i aktivacija kaspaze-3 (Yedjou i sar., 2010).

Veliki broj istrazivanja pokazao je da Pb djeluje tako Sto
ometa procese zavisne od kalcijuma u neuronskoj signalizaciji i
intracelularnoj transdukciji signala. Pb remeti intracelularni ciklus
kalcijuma, mijenjaju¢i moguénost oslobadanja zaliha iz organela, kao
sto su endoplazmatski retikulum i mitohondrije (Goldstein, 1993;
Simons, 1993). U nekim slucajevima olovo inhibira procese zavisne
od Ca, ukljucujuci oslobadanje nekoliko neurotransmitera i aktivaciju

jonskih kanala vezanih za receptore u glutamatergickim neuronima
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zavisnim od Ca (Vijverberg i sar., 1994). U drugim slucajevima, Pb
pojacava procese zavisne od kalcijuma, kao Sto su protein kinaza C i
kalmodulin (Goldstein, 1993; Schanne i sar., 1997). Eksperimentalne
studije su pokazale da je Pb potencijalno karcinogeno jer izaziva
tumore bubrega kod pacova i miSeva (Goyer, 1993; Waalkes i sar.,
1995), 1 stoga ga IARC smatra vjerovatnim karcinogenom za ljude
(Silbergeld i sar., 2000). Takode je poznato da izlozenost olovu izaziva
mutacije gena i razmjene sestrinskih hromatida (Lin i sar., 1994;
Yang i sar., 1999), morfoloske transformacije u kultivisanim celijama
glodara (DiPaolo i sar., 1978). In vitro i in vivo studije su pokazale
da jedinjenja olova izazivaju genetska ostecenja putem razlicitih
indirektnih mehanizama koji uklju¢uju inhibiciju sinteze i popravke
DNK, oksidativno ostetenje i interakciju sa proteinima koji vezuju
DNK i proteinima supresora tumora. Roy i Rossman (1992) su pokazali
da olovo-acetat (Pb(C2H302)2) izaziva mutagenost u toksi¢noj dozi na
lokusu gpt E. coli nakon inficiranja ¢elija V79. Oni su, takode, pokazali
da toksi¢ne doze Pb(C2H302)2 i olovo-nitrata (Pb(NO)3) izazivaju
prekide DNK na lokusu gpt E. coli transfektovanog u ¢elije V79 (Roy
i Rossman, 1992). Druga studija Wise i sar., (1993) nije pronasla
dokaze za direktne genotoksi¢ne ili efekte oste¢enja DNK Pb osim
olovo-hromata (PbCrO4). Oni su istakli da genotoksi¢nost moze biti

posljedica heksavalentnog hromata, a ne olova (Wise i sar., 1993).

Organska jedinjenja olova zasnovana na kovalentnim vezama
imaju drugacije toksikoloske efekte od neorganskih soli olova (kao Sto
je Pb(C2H302)2). Organska jedinjenja olova mogu da se apsorbuju kroz
kozu i zatim udu u mozak (Marshall i sar., 2007). Nakon toga, olovo se
apsorbuje u plazmu, zatim ekstracelularnu te¢nost i akumulira u mekim
i tvrdim tkivima. Na kraju, olovo se uglavnom izlu¢uje putem urinarnog
i digestivnog sistema (Patocka i Cerny, 2003).

Olovo izaziva oksidativni stres i narusava ravnotezu oksidanata/

antioksidanata u ¢elijama (Kasperczyk i sar., 2012). Oksidativni stres
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izazvan Pb glavni je mehanizam njegove toksi¢nosti. Zbog oslobadanja
slobodnih radikala, oste¢enja izazvana Pb u zivim sistemima ukljucuju
dva odvojena mehanizma (Ercalisar.,2001). Prvimehanizam je direktna
proizvodnja ROS-a, kao §to su O2'-, H202 i hidroperoksidi. Studije su
pokazale da olovo moZe podic¢i nivo reaktivnog kiseonika i Ca2* unutar
¢elija, Sto zauzvrat dovodi do smanjenja mitohondrijalnog potencijala
i apoptoze kroz oslobadanje citohroma ¢ (Moreira i sar., 2001). Drugi
mehanizam podrazumijeva potro$nju antioksidanata ¢elija (Ercal i sar.,
2001). Pored promjena aktivnosti antioksidativnih enzima, direktno
je ukljucen u reakcije posredovane slobodnim radikalima (Knowles i
Donaldson, 1990), utice na aktivnost enzima i promjene u koncentraciji
antioksidativnih molekula, kao $to je glutation (Mudipalli, 2007). Kao
antioksidant prisutan u ¢elijama, GSH ih Sstiti od slobodnih radikala.
Permpongpaiboon i sar., (2011) i Kasperczyk i sar., (2005), pokazali su
da su znacajno poviSeni nivoi MDA primijeceni kod radnika izlozenih
olovu (uoceni su i drugi znaci oksidativnog ostecenja). Xia i saradnici
(2018) ispitivali su efekte Pb(C2H302)2 na metabolizam ljudskih
eritrocita in vitro, a rezultati su u skladu sa rezultatima (Kaserczyka
i sar., 2005). Pokazano je da je inhibiran pentozofosfatni put kao
rezultat smanjene aktivnosti glukoza-6-fosfat dehidrogenaze (G6PD)
(Kasperczyk i sar., 2005). Suprotno ovom zapazanju, primijeceno je
znatno povecanje aktivnosti G6PD kod radnika izlozenih Pb (Svjetska
zdravstvena organizacija, 2004). Paglia i sar., (1975) su istrazivali
aktivnost enzima u ljudskim eritrocitima izlozenim Pb in vitro i
dobili iste rezultate kao u radovima drugih autora (Antonowicz i sar.,
1990; Rosenberg i sar., 2002) koji su proucavali izloZenost radnika
Pb. Rezultati su pokazali da je grupa izloZena Pb imala znacajno vise
PbB od prosjecnog nivoa, kao $to je objavljeno u studiji Kasperczyk
i sar., (2005). Razlika u rezultatima navedenih autora i Svjetske
zdravstvene organizacije moze biti posljedica vremena izlaganja olovu,

koncentracije olova i intenziteta intracelularnog oksidativnog stresa.
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Wang i sar., (2010) proucavali su ostecenje izazvano kadmijumom u
korteksu bubrega nakon izlaganja olovu i kadmijumu. Zakljucak je da
niske koncentracije Pb(C2H302)2 mogu da poboljsaju brzinu ¢elijskog
disanja Sto je u skladu sa rezultatima Kaserczyk i sar., (2005). Ovo je
indirektni rezultat Satla malata i aspartata u celijama, koji povecava
oksidativnu dekarboksilaciju piruvata i transport NADH iz citoplazme
u mitohondrije, Sto moZe dovesti do smanjenja aktivnosti laktat
dehidrogenaze (LDH).

Medutim, nije bilo znacajne promjene u aktivnosti FBA (fruktozo
bifosfat aldolaze), Sto ukazuje da Pb ima ograni¢en efekat na put
glikolize. In vitro studija na mozgu pacova ukazuje da Pb moze
inhibirati enzime glikolize i mitohondrijalnu respiraciju (Yun i Hoyer,
2000) i da ometa mnoge tjelesne funkcije unutar tijela, uticuc¢i na
vecinu organa. Oralnim unoSenjem organski oblik Pb apsorbuje jetra
i stoga se metaboliSe, u poredenju sa neorganskim olovom koje se ne
metabolise u jetri (Banfalvi, 2011). Glavni mehanizmi uticaja olova na

metabolizam prikazani su na Slici 42.

Pb

Slika 42.

Toksi¢éni mehanizmi

uticaja Pb na

metabolizam

(preuzeto iz Fu i Xi,
l 2020). ALAD

l

oStecenje
DNK

- Created with
lipidna )
peroksidacija BioRender.com

(Kreirano u
BioRender-u).

/N

poremecaj nivoa
apoptoza GSH/GSSG

169



Olovo moze inhibirati mitohondrijalnu oksidativhu fosforilaciju,
mijenjajuc¢i aktivnost dehidrataze &-aminolevulinske kiseline (ALAD)
celije. ALAD sintetiSe porfobilinogen kroz asimetricnu kondenzaciju
dva molekula aminolevulinske kiseline. Porfobilinogen je prekursor
tetrapirola, ukljucujuc¢i hem, hlorofil i vitamin B12. Inhibicija dehidrataze
8-aminolevulinske kiseline nakon izlaganja Pb koristi se kao biomarker

izloZenosti olovu kod ljudi i divljih Zivotinja (Casarett, 2008).

4.5 Mehanizmi akutne toksi¢nosti - neurotoksi¢nost

4.5.1 Acetilholin esteraza

Acetilholin (ACh) je vazan neurotransmiter koji utice na

odredene funkcije mozga, kao sto je pamcenje, i na tjelesne funkcije,
kao Sto su kontrakcije miSi¢a koje omogucéavaju pomjeranje misica.
Acetilholinesteraza (AChE; E.C. 3.1.1.7) je enzim u holinergickom
nervnom sistemu koji katalizuje hidrolizu neurotransmitera acetilholina

(ACh) i na taj nacin prekida njegovu neurotransmitersku aktivnost:

acetilholin + H20 <—= holin + acetat

Prisutna je u vecini tkiva u organizmu. Uglavnom se nalazi na
neuromuskularnim spojevima i u hemijskim sinapsama holinergi¢kog
tipa, gde njegova aktivnost sluzi za prekid sinapti¢ckog prenosa. Pripada
porodici enzima karboksilesteraza (Casarett, 2008). Inhibicija AChE
indukuje akumulaciju ACh u sinapsama i kontinuiranu stimulaciju
holinergickih receptora, Sto dovodi do promjena u neurotransmisiji
i paralizi (Deidda i sar., 2021). Aktivhost AChE moze se koristiti kao
biomarker izloZenosti neurotoksi¢nim jedinjenjima. Mnogi teski metali
mogu da produ krvno-mozdanu barijeru i akumuliraju se u nervnom
tkivu, Sto uzrokuje oksidativni stres, upalu i metabolicku disfunkciju
povezanu sa neurodegenerativnim oboljenjima. Zn, kao esencijalni
metal, i Cd, kao neesencijalni metal, klasifikovani su kao neurotoksi¢ni

metali (Deidda i sar., 2021). Sarasamma i sar., (2018) su pokazali da
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su nivoi oksidativnih vrsta i peroksidacije lipida poviseni u mozgu
zebrafish (zebrice) nakon izlaganja Zn i da uti¢u na aktivnost AChE.
Cd indukuje oksidativni stres tako Sto povecava generisanje ROS-a i
time posreduje aktivnost AChE (Gupta i sar., 2017; Moyano i sar., 2018).

Jedan od vaznih enzima uklju¢enih u procese detoksikacije
teSkih metala je GST, enzim faze II biotransformacije. GST katalizuje
konjugaciju razlicitih ksenobiotika, kao i konjugaciju ROS-a i proizvoda
peroksidacije lipida sa glutationom kako bi ksenobiotici bili hidrofilniji
za transport ili izlu¢ivanje (Grammou i sar., 2011; Ensibi i Yahia.,
2017). Podaci iz literature pokazuju da GST odgovor moze zavisiti od
vrste, intenziteta i trajanja stresa primijenjenog na organizam, kao i od
tipa organizma (Nunes i sar., 2006b; Jemec i sar., 2007; Ensibi i sar.,
2017; Pirsaheb i sar., 2019).

4.6 Uticaj teskih metala na animalnu éeliju

Uticaj esencijalnog Zn i neesencialnog Cd na oksidativne i
antioksidativne parametre Artemia franciscana ispitivan je u radu
Kukavica i sar., (2023). Cilj je bio da se ispitaju efekti izlaganja Zn,
koncentracije 14 mg/L i 72 mg/L i Cd, koncentracije 7,7 mg/L i 77
mg/L tokom 24 i 48 casova na oksidativne i antioksidativne parametre
i aktivnost glutation-S-transferaze u tkivu Artemia franciscana.
Istovremeno, izmjeren je stepen usvajanja metala od strane tkiva
i ispitana je neurotoksi¢nost metala odredivanjem aktivnosti
acetilholinesteraze (AChE). Dobijeni rezultati su pokazali da je tokom
tretmana od 24 i 48 casova Artemia franciscana akumulirala Zn brze
i u vecoj mjeri od Cd. Cd je detektovan samo u uzorcima tretiranim 48
casova viSom koncentracijom Cd. Nakon 24 i 48 casova, koncentracija
Zn u tkivu A. franciscana tretiranom sa 14 mg/L Zn i 72 mg/L Zn,
znacajno je povecana u poredenju sa kontrolom za obje koncentracije.
Razlog niske koncentracije Cd detektovane u tkivu A. franciscana moze

biti ¢injenica nepropustljivosti ljuska ciste Artemia spp. za Cd u ranim
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fazama izloZenosti Cd (Thall i Acey 1985; Rafiee et al. 1986). IzloZenost
Artemia urmiana razli¢itim koncentracijama Cd dovela je do sli¢ne
akumulacije Cd u toku 24 ¢asa (Mohiseni i sar., 2017), dok su jedinke
A. franciscana veoma efikasne u usvajanju Zn nakon izlaganju od 72
casa (Devi i sar., 2017). Ensibi i Yahia (2017) pokazali su da se sadrzaj
proteina u Centropages ponticus povecava sa pove¢anjem koncentracije
Cdivremena izlaganja. Tretman sa obje koncentracije Cd tokom 24 ¢asa
dovelo je do najznacajnijih promjena u kvalitativnom i kvantitativnom
profilu proteina. Na SDS gelovima, najznacajnije promjene detektovane
su u opsegu molekulske mase od 175-70 kDa, 42-35 kDa i 22-10,5
kDa. Mohamed i sar. (2014) su ispitivali SDS-PAGE proteinske profile
Artemia salina tretirane Cd i pokazali da se intenzitet proteinskih traka
povecava na pocetku tretmana, a zatim smanjuje u odnosu na kontrolu
na kraju eksperimentalnog perioda, pri ¢emu su najvele promjene
detektovane u oblastima male molekulske mase.

Do povecanja koli¢ine proteina moze doci usljed de novo sinteze
proteina ukljucenih u odgovor na stres izazvan metalima kao Sto
su metalotioneini, proteini toplotnog Soka, antioksidativni proteini
(Trinchella i sar., 2006). Vaznu ulogu u toleranciji artemije na metale
imaju proteini koji vezuju metal (Acey i sar., 1989). Pri povecanim
koncentracijama Zn i Cd, sinteza MT-a povecava se nakon nekoliko sati
(Barata i sar., 2002; Trinchella i sar., 2006). U uslovima oksidativnog
stresa moguce je oksidativno ostecenje proteina koje dovodi do pojacane
proteolize proteina, a to moze biti razlog smanjenja koncentracije
proteina u uzorcima tretiranim metalom nakon 48 ¢asova. Pored toga,
teski metali uti¢u na pogresno uvijanje proteina i agregaciju proteina $to
ih ¢ini nefunkcionalnim (Tamas i sar., 2014).

Nakon 24 casa tretmana teSkim metalima (TM) najveca
koncentracija H202 je izmjerena u uzorku tretiranom sa 72 mg/L

Zn i statisticki je znacajno veca od kontrolnog uzorka za 24 casa.
Statistic¢ki znacajno nize koncentracije H202 izmjerene su u uzorcima
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tretiranim nizim koncentracijama Cd i Zn u poredenju sa kontrolnim
uzorcima nakon 24 c¢asa. Niza koncentracija H202 izmjerena je u svim
uzorcima tretiranim 48 ¢asova u poredenju sa uzorcima tretiranim 24
¢asa. Osim toga, nije bilo razlika u koncentraciji H202 izmedu uzoraka
nakon 48 casova (Kukavica i sar., 2022). Pri visokim koncentracijama,
H202 deluje kao oksidant koji dovodi do oste¢enja biomolekula (npr.
proteina) i ukljuéen je u Fentonovu reakciju za proizvodnju visoko
reaktivnog hidroksilnog radikala, koji izaziva znacajna oksidativna
oStecenja. Izlaganje Takifugu obscurus razli¢itim koncentracijama
Cd tokom 96 casova dovelo je do znacajnog povecanja nivoa ROS-a
u tkivima (Wang i sar., 2016). Niske koncentracije H202 izmjerene
u uzorcima A. franciscana nakon tretmana Cd i Zn, mogu ukazivati
na efikasnost zastitnog sistema u tkivu A. franciscana ili na njegovu

potrosnju putem drugih procesa u ¢elijama (Kukavica i sar., 2023).

Kako Zn i Cd nisu redoks metali, oni nisu direktno ukljuceni u
formiranje ROS-a preko Fentonove reakcije, ali ipak mogu povecati
koncentraciju ROS-a u c¢elijama. Cd dovodi do proizvodnje ROS-a
inhibicijom transporta elektrona u elektron transportnom lancu u
mitohondrijama, dok Zn moze da zamijeni redoks aktivne jone (npr.
Cu i Fe) (Halliwell i Gutteridge, 1999; Sarabia i sar., 2002; Sandrini i
sar., 2000).

U uzorcima A. franciscana tretiranim sa 77 mg/L Cd i 14 mg/L Zn,
doslo je do znacajnog povecanja koncentracije MDA poslije 24 casa, u
poredenju sa kontrolom. Nakon 48 ¢asova, manja koncentracija Cd i vece
koncentracije Zn dovele su do povecanja koncentracija MDA u odnosu
na kontrolu. Poredenje uzoraka tretiranih istim metalima razlicitih
koncentracija tokom 24 i 48 ¢asova, pokazalo je da su koncentracije
MDA-a bile ve¢e u uzorcima tretiranim sa 7,7 mg/L Cd i 72 mg/L Zn
tokom 48 casova i u kontrolnom uzorku nakon 48 casova (Kukavica i
sar., 2023). Tretman tkiva Artemia salina (Pacheco i sar., 2021) i tkiva
Artemia parthenogenetica (Sarabia i sar., 2002) kadmijumom, indukuje
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povecanje nivoa lipidne peroksidacije. Ates i sar., (2013) su pokazali
da Zn u tkivu Artemia salina dovodi do povecanja koncentrcije MDA
na nacin koji zavisi od koncentracije i vremena. S druge strane, u radu
Pachecoi sar., (2021) pokazano je da tretman razli¢itim koncentracijama
Zn, tokom 24 casa ne dovodi do promjene nivoa peroksidacije lipida.
Podaci o nivou peroksidacije lipida u tkivima Artemije (Sarabia i sar.,
2002; Atesisar., 2013; Pacheco i sar., 2021), kao i drugih beski¢cmenjaka
(Wang i sar., 2016; Ortega i sar., 2017) pokazuju da nivo peroksidacije
lipida zavisi od vrste metala, koncentracije metala, duzine izlaganja,

vrste organizma i perioda razvoja ispitivanog organizma.

Promjene u aktivnosti antioksidativnih enzima SOD i CAT i
koncentracije neenzimskog antioksidanta GSH u tkivu A. franciscana
nakon tretmana kadmijumom i cinkom, zavisile su od koncentracije
metala i vremena izlozenosti (Kukavica i sar., 2023). Jiang i sar.,
(2013) su pokazali da izlaganje Cd tokom 24 i 48 casova, ne dovodi
do promjena u SOD i CAT aktivnosti u tkivu Cherax kuadricarinatus
i da produzeno izlaganje dovodi do povecane aktivnosti enzima.
U tkivu Perna perna nisu primijetene promjene u aktivnosti SOD-a
i CAT-a nakon dva dana izlaganja ZnCl2 (Trevisan i sar., 2014). Cd
moze djelovati na nivou membrane ili intracelularno poveéanjem
koncentracije superoksid anjon radikala i H202, $to moze izazvati
povecanje aktivnosti SOD-a i CAT-a. Medutim, prekomjerna
proizvodnja ROS-a moze imati inhibitorni efekat na aktivnost ovih
enzima (Wang i Wang, 2009; Ensibi i Yahia, 2017; Mohiseni i sar.,
2017; Pirsaheb i sar., 2019). Jedan od razloga za smanjenu aktivnost
SOD-a moZe biti taj Sto visoka koncentracija Cd moZe dovesti do
inhibicije aktivnosti SOD-a zamjenom kofaktora (Cu, Zn i Fe).

Tretman sa 72 mg/L Zn i 7,7 mg/L Cd je u tkivu A. franciscana
nakon 24 c¢asa, doveo je do povetanja GST aktivnosti, dok je nakon
48 casova izmjereno znacajno smanjenje GST aktivnosti. Povetanje

GST aktivnosti poslije 24-Casovnog tretmana moze biti odgovor ¢elija
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na izlaganje teskim metalima. Inhibicija GST aktivnosti i smanjena
koncentracija GSH otkrivena nakon 48-Casovnog izlaganja, ukazuju
na direktno kompleksiranje metala sa GSH ili ukljuc¢ivanje nekih
drugih mehanizama u detoksikaciju Cd i Zn. Povecani nivo lipidne
peroksidacije moze biti stalni generator ROS-a, sto moze dovesti
do smanjene koncentracija GSH i drugih antioksidanata (Wang i
Wang, 2009). Trevisan i sar., (2014) su sa Perna perna pokazali da
ZnClz2 indukuje znacajno smanjenje koncentracije GSH, Sto ukazuje
na potroSnju GSH usljed intenziviranja oksidativnih procesa. Ovi
rezultati su u skladu sa nasim zapazanjem pozitivne korelacije izmedu
koncentracije GSH i GST aktivnosti. Odgovor GST na tretman TM-om
moZe zavisiti od vrste, intenziteta i trajanja stresa primijenjenog na
organizam, kao i od tipa organizma (Nunes i sar., 2006; Jemec i sar.,
2007; Ensibi i Yahia, 2017; Pirsaheb i sar., 2019).

Aktivnost AChE se u tkivu A. franciscana povetala nakon
24-Casovnog tretmana sa 77 mg/L Cd i 14 mg/L Zn u poredenju sa
kontrolom, dok nisu uocéene znacajne razlike u aktivnosti AChE izmedu
uzoraka tretiranih metalima tokom 24 casa. Poslije 48 casova, doslo je
do smanjenje aktivnosti AChE u uzorku tretiranom sa 77 mg/L Cd u
poredenju sa kontrolnim uzorkom. Tokom prva 24 c¢asa, Cd ima najveci
uticaj na aktivnost AChE, dok Zn dovodi do povecane koncentracije
H202. Indukcija/inhibicija AChE u zavisnosti od vremena izlaganja
tretmanima Cd i Zn, demonstrirana je i in vitro i in vivo (Wang i Wang,
2009; Najimi i sar., 1997; Miranda i sar., 2019). Niska doza ZnCl2
znacajno je povecala aktivnost AChE i smanjila koncentraciju ACh u
mozdanom tkivu zebrice (Sarasamma i sar., 2018). Zn i Cd izazivaju
oksidativni stres, Sto dovodi do peroksidacije lipida i neurotoksi¢nosti
(Sarasamma i sar., 2018; Gupta i sar., 2017; Moyano i sar., 2018;
Miranda i sar., 2019; Gagné i sar., 2007).

GST/GSH sistem biotransformacije igra vaznu ulogu u

detoksikaciji oba metala. Pokazalo se da produzeno izlaganje metalima
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(48 casova) daje pozitivhu korelaciju izmedu koncentracije MDA i
aktivnosti AChE, $to moZe ukazivati na znacaj peroksidacije lipida i

ROS-a u neurotoksi¢nosti izazvanoj metalima (Kukavica i sar., 2023).

4.7 Biljke i teski metali

4.7.1 Izvori i pokretljivost teskih metala u zemljistu

Povectane antropogene aktivnosti kao §to su rudarstvo, moderna
poljoprivreda i primjena dubriva, ekstenzivna upotreba podzemnih
voda za navodnjavanje, odlaganje otpadnih voda i industrijalizacija,
znacajno uti¢u na distribuciju metala u prirodi (Tiwari i sar., 2018).
Apsorpcija teskih metala iz kontaminiranog zemljiSta i povecéanje
njihove koncentracije u jestivim dijelovima biljaka, mogu predstavljati
problem i opasnost za ljudsko zdravlje. Na pokretljivost teSkih metala,
u smislu njihovog transporta iz zemljiSta u biljke, utice nekoliko
faktora: pH zemljista, sadrZaj organske materije, sadrzaj oksidanasa
kao i prisustvo mikorize, struktura i profil zemljista (De Matos i sar.,
2001; Mehes-Smith i sar., 2013; Stankovic i sar., 2014; Fryzova i sar.,
2018) (Slika 43).

BioraspoloZivost i biodostupnost metala odnose se na mogucost
interakcije teSkih metala sa organizmom i njihova dostupnost u
dijelovima organizma u kojima moze izazvati odredene toksi¢ne efekte.
Pokretljivost metala, biodostupnost i potencijalna toksi¢nost metala
zavise od koncentracije metala u zemljistu, prirode njegove povezanosti
sa drugim rastvorljivim jedinjenjima u zemljiStu i sposobnosti zemljista
da oslobodi metal iz ¢vrste faze da bi bio dostupan za biljke (Violante
i sar., 2010). Povetane koncentracije teskih metala u zemljistu
mogu biti toksiéne za biljku uticué¢i negativno na njene metabolicke
procese i rast (Prasad, 2004). Kada je u pitanju metabolizam biljaka,
razlikuju se dozvoljene i toksi¢ne koncentracije metala u zemljistu.
Dozvoljene koncentracije teskih metala su koncentracije metala koje

su korisne za zive organizme u zemljistu, za rast biljaka i nemaju Stetan
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efekat (Tabela 11). Toksi¢ne granice koncentracije metala su iznad
dozvoljenih koncentracija, njihovim prekoracenjem metali postaju
Stetni za zive organizme u zemljiStu i toksicni za rast biljaka. Teski metali
kao sto su As, Cd, Hg, Pb ili Se nisu esencijalni ili potrebni za rast biljaka
dok se Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni i Zn smatraju esencijalnim elementima
za rast i metabolizam biljaka, ali njihove vec¢e koncentracije mogu lako
izazvati toksi¢nost (Rascio i Navari-Izzo, 2011; Fryzova i sar., 2018).

%
e

J

\[ o

Uloga teskih metala:

Fe - esencialni nutrijent

Mo i Mn - mikronutrijenti

Zn, Cu, Ni, V, Cr, W, Co - elementi
u tragovima

As, Ag, Hg, Sb,Cd, Pb -nemaju
nutritivne vrijednosti

&

Usvajanje teSkih metala iz
zemljiSta se moZe odvijati
pasivnim i aktivnim transportom.

Slika 43. Dostupnost, usvajanje teskih metala i njihova vaznost za biljke
(prema Fryzova i sar., 2017).
Created with BioRender.com (Kreirano u BioRender-u).

4.7.2 Uticaj teskih metala na biljke

Kada su prisutni u odgovaraju¢im koncentracijama, teski metali,

kao nutrijenti, odrzavaju funkcionalnost klju¢nih enzima i reguliSu
metabolicke puteve ukljucujuci fotosintezu, sintezu DNK, metabolizam

Secera i redoks homeostazu. Medutim, u povecanim koncentracijama,
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teski metali ispoljavaju toksi¢nost koja moze biti fatalna za biljke
(Riyazuddin i sar., 2021). Toksi¢nost teskih metala izaziva morfoloske,
anatomske i fizioloSke promjene kod biljaka (Slika 44).

Inhibicija fotosinteze. r\ %
Inhibicija rasta lista i G
transpiracije. i
Indukcija nekroze.

Redukcija velic¢ine plodova.
Smanjenje prinosa.

Inhibicija rasta stabljike.
Samanjenje precnika.
Inhbicija rasta i razvoja sadnica.
Inhibicija duZine sadnica.

Smanjenje/inhibicija rasta korijena.
Pojacano formiranje bo¢nog korijenji
Uvijanje vrhova korijenja.

Ostecenja hipokotila
inhibicija rasta.

Slika 44. Uticaj teskih metala na biljke. Teski metali utic¢u na sve biljne organe
i u svim fazama razvoja dovode¢i do anatomskih, morfoloskih, fizioloskih i
biohemijskih promjena (prema Riyazuddin i sar., 2021).

Created with BioRender.com (Kreirano u BioRender-u).

Toksi¢nost teskih metala moze biti rezultat brojnih promjena u
metabolizmu biljaka koje su posljedica: inhibicije aktivnosti enzima,
blokiranja funkcionalnih grupa bioloski aktivnih molekula, uklanjanja
ili zamjene esencijalnih elemenata u vaznim metaloenzimima i
narusavanja integriteta celijskih membrana. Pored toga, toksi¢no
djelovanje moze se ispoljiti pojacanom proizvodnjom ROS-a iz vaznih
metabolickih procesa kao Sto su ciklus limunske kiseline i fotosinteza
(Rascio i Navari-Izzo, 2011).

Toksi¢ni uticaj TM-a na biljke zavisi od niza faktora koji ukljuc¢uju
vrstu i koncentraciju TM-a, kao i od biljne vrste, faze razvoja biljke i
vremena izlaganja. Efekti toksi¢nosti metala mogu se uoditi na skoro
svim biljnim tkivima i tokom svih faza razvoja biljaka - od klijanja
sjemena do starenja.
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Formiranje boc¢nih korijena pocetni je simptom toksi¢nosti
TM-a, koji vodi narusavanju apsorpcije i provodljivosti vode, S$to za
posljedicu ima slabiji transport proizvoda fotosinteze do korijena

(Riyazuddin i sar., 2021).
U Tabeli 11, navedeni su toksic¢ni i dozvoljeni opsezi teskih metala
za zemljiste i za biljke.

Tabela 11. Dozvoljen opseg koncentracija teskih metala u biljkama i
zemljistu (preuzeto iz Hajar i sar., 2014).

Dozvoljen Dozvoljen vry edlr.l RSU
opsegu opseg i zem Jistu
Teski metali P o toksicne za
biljkama u zemljistu e
(mg/kg™) (mg/kg™) biljke
(mg/kg")
Arsen (As) 5 6 20
Kadmijum (Cd) Dl 0,35 3-8
Hrom (Cr) 0,006 - 18 70 75 - 100
Bakar (Cu) 0,4 - 45,8 30 60 - 125
Gvozde (Fe) 640 - 2486 - -
Magnezijum 0,73 - 1,41 . _
(Mg) b b
Olovo (Pb) 3 35 100-400
Selen (Se) 0,002 - 0,08 - -
Cink (Zn) 1-160 90 70 - 400

Aluminijum (Al) 200 - 21000 - -
Srebro (Ag) 0,01 - -
Kobalt (Co) 0,1-10 8 25-50

Kalcijum (Ca) 1830,2 - 2042,5 - -
Mangan (Mn) 15 - 100 1000 1500 - 3000

Nikl (N1) 0,1-3,7 50 100
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Manja koli¢ina proizvoda fotosinteze u korijenu vodi inhibiciji
rasta korijena. Transport TM-a iz kontaminiranog zemlji§ta do
nadzemnih dijelova, dovodi do povecanja koncentracije TM-a u
celijama izdanaka, Sto direktno utice na metabolizam izdanka i
indukuje smanjenje rasta (Riyazuddin i sar., 2021 i citirane reference
u radu). Teski metali uticu na povrSinu i debljinu listova, broj
listova i njihovu pigmentaciju $to negativano uti¢e na transpiraciju
i fotosintezu (Alsokari i sar., 2011). U listovima Secerne trske,
nize koncentracije Cr (40 ppm), dovele su do hloroze, dok su vise

koncentracije (80 ppm) dovele do nekroze listova (Radha i sar., 2000).

Teski metali negativno uti¢u na procese u svijetloj fazi fotosinteze
tj. na apsorpciju svjetlosti, transport elektrona kao i na aktivnost enzima
Kalvinovog ciklusa, npr. aktivnost Rubisco - ribulozo 1,5 bis-fosfat
karboksilaza/oksigenaza (Slika 43) (Riyazuddin i sar., 2021 i citirane
reference u radu). Razlog smanjenja intenziteta fotosinteze moze biti i
smanjena koncentracija fotosinteti¢kih pigmenata (uglavnom hlorofila
a i b). Teski metali mogu na nekoliko nacina dovesti do smanjenja
koncentracije hlorofila: 1) povecanjem aktivnosti enzima hlorofilaze,
2) indukcijom nastanka ROS-a koji u oksido/redukcionim reakcijama
narusavaju strukturu molekula hlorofila i 3) inhibicijom biosinteze
hlorofila jer neki od TM (Hg, Cu, Pb, Ni, Cd i Zn) mogu zamijeniti Mg
u porfirinskom prstenu molekula hlorofila (Riyazuddin i sar., 2021
i citirane reference u radu). Na primjer, posljedica toksic¢nosti Cr je i
feofitizacija (u molekulu hlorofila Mg2* joni su zamijenjeni sa H* jonima)
sto je pokazano kod Eudorina unicocca i Chlorella kessleri (Juarez i
sar., 2008). Pored hlorofila, TM indukuju promjene u hloroplastima
i tilakoidnim membranama zbog povec¢ane proizvodnje ROS-a (Slika
43). Degradacija unutrasnje membrane hloroplasta i gubitak integriteta
tilakoidnih membrana, pokazani su kod Lemna minor nakon tretmana
Cd (Hou i sar., 2007). Teski metali, indukujuci pove¢ane koncentracije

ROS-a, dovode do smanjenja unosa esencijalnih elemenata (Mg, K,
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Ca, i Fe) potrebnih za sintezu fotosintetskih pigmenata (Rizwan i
sar., 2016). Teski metali direktno oSteéuju metaloproteine i celijske
komponente koji mogu vezivati teSke metale, kao npr. hlorofil (Kiipper
i sar., 1996). Metaloproteini kao kofaktori sadrze prelazne metale koji
mogu biti zamijenjeni hemijski slicnim metalima (npr. Mg se moZze

zamjeniti sa Ni, Co, Cr) (Jia i sar., 2020).

4.7.3 Mehanizmi zastite biljaka

Postoji nekoliko strategija koje biljke koriste kako bi se ,izborile“
s visokim koncentracijama teSkih metala u zemljistu. Prva strategija

je prevencija unosa teskih metala korijenjem biljaka.

Ako biljka nije u stanju izbje¢i teSke metale, aktiviraju se
mehanizmi tolerancije 1 detoksikacije koji podrazumijevaju:
sekvestraciju i kompartmentalizaciju u ¢elijskom zidu i razli¢itim
unutarcéelijskim organelama, transport metalnih jona, biosintezu
ili akumulaciju osmolita i osmoprotektanata, aktivaciju AOS-a i
detoksikaciju povecanih koncentracija ROS-a (Zhao i sar., 2009;
Fryzova i sar., 2018). Najjednostavnija strategija zastite od TM-a je
izbjegavanje unosa teskih metala iz zemljista ili vezivanje metala u
korijenu i sprec¢avanje njihovog kretanja u nadzemne dijelove biljke.
Sekvestracija je, takode, cest mehanizam zastite od TM-a, i moZe
dovesti do poremec¢aja homeostaze esencijalnih elemenata i izazvati
simptome toksi¢nosti (poremecaj sinteze hlorofila, promjena odnosa
hlorofila a i b, promjena fotosintetske aktivnosti, smanjen rast i dr.
(Fodor i sar., 2002)). Metali se vezuju za celijski zid ¢elija korijena
i zatim se transportuju kroz plazma membranu ATP-zavisnim
protonskim pumpama koje kataliziraju efluks H* preko membrane
(Singhisar., 2003). U celijskom zidu metali se mogu vezati za pektine.
Pektini su porodica heteropolisaharida prisutnih u primarnom
¢elijskom zidu i u sredi$njoj lameli biljnog tkiva (Guo i sar., 2015).

Glavne funkcionalne grupe pektina koje mogu vezivati teske metale
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su: hidroksilna, karboksilna, amidna i metoksil. Od posebne su
vaznosti karboksilne grupe (koje omogucavaju vezivanje dvovalentnih
i trovalentnih jona tesSkih metala) sa velikim potencijalom za
biosorpciju i uklanjanje teskih metala (Mata i sar., 2009). Afinitet
vezivanja metala za pektin opada u nizu: Al3* > Cu?* > Pb2?* > Zn?* =Ca?*
ili Cu?* = Pb2* > Cd?* > Zn** = Ca** (Francoisar., 2002), Pb?* >> Cu?* >
Co?* > Ni?* >> Zn?** > Cd?** (Kartel i sar., 1999) ili Pb2* = Cd2* (Debbaudt
i sar., 2004), u zavisnosti od kapaciteta pektina. U okruZenjima
obogacéenim teSkim metalima, neke biljne vrste ¢e povecati kapacitet
celijskog zida da vezu metale pove¢anjem koncentracije polisaharida
(pektina) (Colzi i sar., 2011). Za membranu se najlakse vezuju katjoni
Ca2* i Mg?* (Brunner i sar., 2008; Flouty i Khalaf, 2015). Heliranje
metala je najvazniji intracelularni mehanizam za odrzavanje niskih
koncentracija i detoksikaciju slobodnih metala u citoplazmi biljnih
celija. U procese heliranja ukljucena su tiolna jedinjenja: GSH,
metalotioneini, fitohelatini (FH), kao i ne-tiolna jedinjenja kao Sto
su organske Kkiseline i aminokiseline. GSH je antioksidant koji ima
kljuénu ulogu u odbrambenom mehanizmu biljaka i prekursor je
za sintezu fitohelatina. Fitohelatini su porodica peptida koji grade
komplekse sa teskim metalima ubrzo nakon izlaganja biljaka teSkim
metalima. Mogu vezati metale koji posjeduju visok afinitet prema
sulfhidrilnim grupama. Fitohelatini su peptidi koji se sintetiSu iz
glutationa (ponavljajuéih y-glutamilcisteinskih jedinica) kao odgovor
biljaka na prisustvo teskih metala. Sinteza fitohelatina nije uvijek
odgovor biljaka na prisustvo teskih metala. Metali kao sto su Co i
Mn ne indukuju sintezu fitohelatina (Grill i sar., 1987). Metalotionini
su peptidi male molekulske mase, bogati cisteinom, koji imaju visok
afinitet za vezivanje metalnih katjona, a njihova povec¢ana ekspresija
moZe povecati toleranciju biljaka na odredene metale.

Kao odgovor na stres izazvan teSkim metalima, biljke proizvode

razlicite vrste osmotski kompatibilnih molekula ukljuéujuéi prolin,
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poliole, rastvorljive Secere; i kvaternarna amonijum jedinjenja kao
§to je glicin betain, prolin betain, alanin betain i poliamini, koji
ucestvuju u osmotskom prilagodavanju, stabilizaciji makromolekula,
heliranju metala i detoksikaciji ROS-a (Zhao i sar., 2008; Liang i sar.,
2013). Poliamini, organske Kkiseline i aminokiseline, heliraju teske
metale direktno. Organske kiseline, kao Sto su tartarat, citrat, oksalat,
malonat, akonitat i malat, imaju vaznu ulogu u odbrani biljaka od
toksi¢nsti TM-a jer heliraju TM karboksilnim grupama koje deluju
kao donori kiseonika u reakciji sa metalnim ligandima (Anjum i sar.,
2015). Malat je ukljuéen u sekvestraciju i heliranje Zn i Cd (Zhao i
sar., 2000; Sun i sar., 2006). Oksalna kiselina u vrhu korijena
paradajza formira oksalat-Cd kompleks i time smanjuje unos Cd (Zhu
i sar., 2011). Hiperakumulator Thlaspi alpestre akumulira visoke
koncentracije Zn zahvaljuju¢i povecanim koncentracijama malata
(Nriagu i sar., 1980; Tolra i sar., 1996). Aminokiseline, posebno
histidin, pokazuju jak afinitet za vezivanje metalnih jona (Zn2*, Co?",
Ni2* i Cu?*) i ukljucene su u njihovo direktno heliranje.

Sposobnost sinteze visokih koncentracija histidina povezana je sa
kapacitetom Alyssum (Brassicaceae) da hiperakumulira Ni i Thlaspi
caerulescens da je hiperakumulator Zn (Kramer i sar., 1996; Salt i sar.,
1999). Povectana sinteza prolina jedan je od odgovora biljnih ¢elija na
toksi¢nost teskih metala, dok egzogena primjena prolina ima zastitini
efekat na aktivnost enzima i odrzavanje integriteta membrane kod
biljaka tretiranih teskim metalima (Riyazuddin i sar., 2021 i citirane

reference u radu).

U odgovoru na prisustvo TM-a biljke sintetiSu i povecane
koncentracije Secernih alkohola (manitol) i rastvorljivih Secera
(glukoza, fruktoza, saharoza) (Dhir 2012; Rahoui i sar., 2015).

Jedan od odgovora biljnih ¢elija na prisustvo teskih metala je

njihovo kompleksiranje sa peptidima bogatim cisteinima MT, koji su
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kodirani genima, i FH, koji se enzimski sintetisu iz GSH. Vezivanjem
teskih metala sa metalotioneinima i fitohelatinima nastaju netoksic¢ni
kompleksi i na taj nacin se stite ¢elijske organele, ¢elije i cijele biljke
od Stetnog djelovanja teskih metala (Singh i sar., 2003).

4.8 Oksidativni stres i antioksidativna odbrana kod

biljaka izloZenih teskim metalima

Reaktivne vrste kiseonika mogu nastati djelovanjem teskih metala,
Sto dalje dovodi do oste¢enja biljaka ili dijelova biljaka (Sharma i
Dubey, 2007; Maheshwari i Dubey, 2009). ROS, s jedne strane, Stetno
djeluju indukujuéi oksidacije vaznih biomolekula, a sa druge strane,
imaju vaznu ulogu u signalizaciji. Toksi¢no djelovanje ROS-a zavisi od
njihove koncentracije - ako koncentracija ROS-a prevazilazi kapacitet
antioksidativnog sistema odbrane dolazi do oksidativnhog stresa
(Schutzendubel i Polle 2001; Sharma i sar., 2012).

Teski metali uticu na Celijsku redoks homeostazu na razli¢ite nacine:

1. redoks aktivni metali (Fe, Cu) mogu direktno generirati ROS u
reakcijama Fenton i Haber-Weiss tipa (Stohs i Bagchis 1995, Sharma
1 Dietz 2009);

2. metali koji nisu redoks aktivni (Cd, Pb, Zn, Ni) mogu dovesti do
nastanka singlet kisika, koji zatim indukuje nastanak superoksid
anjon radikala;

3. detoksikacija teskih metala zahtijeva utrosak velikih koli¢ina ¢elijskih
antioksidanata (npr. glutationa koji direktno uklanja teske metale ili
je prekursor za sintezu fitohelatina);

4. direktnom inhibicijom aktivnosti enzima AOS zamjenom
esencijalnih katjona i blokiranjem -SH grupa enzima (Shahid i sar.,
2014) i

5. indukcijom aktivnosti NADPH oksidaze (Wildner i Henkel 1979, van
Assche i Clijsters 1986).
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Aktiviranje AOS-a glavna je strategija za ublazavanje efekata
stresa izazvanog teskim metalima, pri ¢emu efikasnst AOS-a zavisi
od vrste i koncentracije TM-a i vremena izlaganja, kao i biljne vrste i
njenog razvojnog perioda. Povecane koncentracije ROS-a indukovane
teskim metalima, negativno uticu na komponente AOS-a dovodeci do
narusavanja njihove strukture i funkcije (Sharma i Dietz, 2009). Tako na
primjer, akumulacija Cd indukuje u Tagets erecta smanjenje aktivnosti
SOD-e, GR-e i CAT-e, dok s druge strane, Cd pri istim koncentracijama
u Avena strigosa (otporna na Cd) dovodi do poveéanja aktivnosti istih

enzima (Uraguchi i sar., 2006).

Redoks homeostaza glutationa u celiji strogo je kontrolisana, a
akumulacija teskih metala dovodi do narusavanja redoks homeostaze
glutationa. Fizioloski odnos GSH/GSSG je 100 : 1, a promjene u odnosu
GSH/GSSG su razlidite u zavisnosti od biljne vrste i vrste teSkog metala
(Vandenhove i sar., 2006; Collin i sar., 2008). GSH je ukljucen i u
direktnu detoksikaciju ROS-a i povecane koncentracije ROS-a mogu
dovesti do povecane sinteze GSH (Foyer i Noctor 2005, Noctor i sar.,
2012). Odnos GSH/GSSG, uglavnom se odrzava djelovanjem enzima
GR. U normalnim, fizioloSkim uslovima, GSH i AsA obi¢no su u
redukovanom obliku i ukljuceni su u detoksikaciju oksidanata u skoro
svim ¢elijskim organelama (Mittler i Zilinskas, 1992; Noctori sar., 2012).
Biljne ¢elije mogu da podnesu umjereni disbalans redoks homeostaze
glutationa. Medutim, veée koncentracije teSkih metala mogu znacajno
poremetiti redoks homeostazu §to za posljedicu ima znacajne promjene
u funkcionisanju biljnih c¢elija.

Homeostazu GSH moze narusiti i povetana sinteza fitohelatina
(Grill i sar., 1985). Chowardhara i sar., (2020) su pokazali da su
koncentracije neenzimskih antioksidanata povecane (prolin, askorbat
i GSH), kao i aktivnosti antioksidativnih enzima (SOD, CAT, GST,
GR, APX i POX) u uslovima izloZenosti poviSenim koncentracijama

Cd kod tri sorte Brassica juncea L. To ukazuje na kljuénu ulogu
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AOS-a u toleranciji na stres izazvan TM-ma. Aktivnosti SOD-a i GR-e
povecavaju se u biljkama u prisustvu Cd, dok se aktivnosti APX-a i
POX-a povecavaju pri nizim koncentracijama uz opadajuci trend pri
visim koncentracijama Cd (Seneviratne i sar., 2017). Srivastava i sar.,
(2014) su pokazali da su Cd i Pb u sadnicama rize izazvali smanjenje
koncentracije neenzimskih antioksidanata (glutationa i askorbata) dok
su, s druge strane, doveli do povecéane aktivnosti SOD-a i POX-a. Nakon
tretmana Reynoutria japonica Pb, Mn i Cd u koncentracijama od 10, 30
i 50 mM u listovima je izmjereno znacajno povecéanje aktivnosti POX-a
u svim tretiranim uzorcima u odnosu na kontrolu (Gvero i sar., 2017).
S druge strane, za sve tretirane uzorke lista izmjeren je smanjen sadrzaj
fenolnih jedinjenja. U listovima su detektovani Pb i Cd samo nakon
tretmana biljaka sa Pb i Cd koncentracije 50 mM, dok je Mn detektovan
nakon tretmana biljaka sa 30 i 50 mM Mn (Gvero i sar., 2017). Biljke,
Verbascum thapsus L. tretirane razli¢itim koncentracijama Zn (1, 5
i 10 mM), u listovima su akumulirale Zn progresivno, s povecanjem
koncentracije i vremena izlaganja, dostizu¢i 60 puta visu koncentraciju
pri tretmanu sa 10 mM Zn u odnosu na kontrolu (Morina i sar., 2008).
Kao odgovor na tretman Zn, biljke V. thapsus pojacano su sintetisale
fenolna jedinjenja u listovima 7. dana od pocetka tretmana sa 1, 51 10
mM Zn, dok se u korijenu sadrzaj ukupnih rastvornih fenolnih jedinjenja
smanjivao sa vremenom. Za indukciju aktivnosti POX-a u listovima V.
thapsus bile su potrebne vec¢e koncentracije Zn i duze vrijeme izlozenosti,
jer je do znacajnog povecanja aktivnosti doslo nakon 10 dana tretiranja
koncentracijom od 10 mM Zn. Rezultati Morina i sar., (2008) su ukazali
da se V. thapsus moze smatrati otpornim na tretman cinkom, pri ¢emu
doprinos tolerantnosti daju fenolna jedinjenja i peroksidaze klase III

kao komponente antioksidativnog odbrambenog sistema.

Razlike u antioksidativnom odgovoru na prisustvo poveéanih
koncentracija Zn i Cu pokazane su za dvije populacije V. thapsus

(Morina i sar., 2015). Jedna populacija je poticala sa podrucja
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nezagadenog metalima (Zlatibor), dok je druga populacija bila sa
industrijskog podrucja za odlaganje ostataka od proizvodnje Zn.
Izlozenost povetanoj koncentraciji Zn (60 uM) i Cu (20 uM) u
trajanju od tri sedmice, dovela je do promjena u aktivnostima POX-a
u korijenima biljaka obje populacije, pri ¢emu su efekti Zn i Cu bili
razli¢iti. Uocene su razlike u odgovoru POX-a na Zn i Cu u korijenju
biljaka osjetljivih (sa nezagadenog podrucja) i otpornih na metale
(sa zagadenog podrucja), Sto odrazava njihovo porijeklo. Biljke sa
nezagadenog podrucja odlikovale su se vecom indukcijom POX
aktivnosti kao odgovor na tretman sa Zn nego biljke sa zagadeng
podrudja, dok su biljke sa zagadenog podruéja imale veéi kapacitet za
indukciju POX-a nakon tretmana Cu. Zn i Cu su indukovali razlic¢ite
POX izoforme u obje populacije: cinkom su indukovane anjonske
(pI 3,6-4,6) i katjonske (pI 8,8-9,3) POX izoforme, dok su bakrom
indukovane anjonske (pI 4,2-4,6) POX izoforme i to znacajnije kod
biljaka sa nezagadenog podrucja. Pored toga, sa Cu je indukovana
nova katjonska izoforma (pI ~ 9) u korijenima biljaka sa zemljiSta
zagadenog metalima. Rezultati u radu Morina i sar., (2015) ukazuju na
vaznost POX-a u adaptivnim odgovorima na povecane koncentracije
Zn i Cu. Biljke, koje poticu iz podrudja zagadenog cinkom, razvile su
adaptivne mehanizme ukljuéujuéi efikasnu antioksidativnu zastitu za

regulaciju nivoa ROS-a.

Promjene u antioksidativnom odbrambenom sistemu ispitivane su
u listovima Sempervivum tectorum L. nakon dugotrajnog izlaganja Cd
u koncentracijama od 0,27 i 1,3 umol/g (Glusac i sar., 2013). Aktivnost
POX-a znacajno se povecala sa koncentracijom Cd i sa vremenom
izlaganja. S druge strane, aktivnosti SOD-a i CAT-e bile su veée pri
nizoj koncenraciji Cd i nakon mjesec dana tretmana, da bi se znacajno
smanjile na kraju eksperimentalnog perioda za obje koncentracije Cd
(Glusac i sar., 2013). Fenolna jedinjanja su se u listovima S. tectorum

akumulirala povecanjem koncentracije Cd i sa vremenom izloZenosti,
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vjerovatno kao vazna karika odbrambene strategije u odgovoru na
izlozenost povecanim koncentracijama Cd (Glusac i sar., 2013).
Akumulacija fenolnih jedinjenja zajedno sa povec¢anjem POX aktivnosti,
mogu biti vazni u sintezi lignina kao odgovor na sprecavanje transporta
Cd u unutrasnjost celije. Pored toga, fenolna jedinjenja mogu biti
ukljuena u heliranje Cd ali i u direktno uklanjanje ROS-a koji su
posljedica izlozenosti biljnih ¢elija teskim metalima (Glusaci sar., 2013).

Indolamin hormon, melatonin, (N-acetil-5-metoksitriptamin)
ukljucen je u regulaciju rasta i razvoja biljke, kao i obranu biljaka od
razli¢itih vrsta abiotickog stresa. Jedna od vaznih uloga melatonina je
i regulacija redoks homeostaze preko umanjenja oksidativnog stresa.
Egzogeno dodati melatonin mijenjao je aktivnost SOD-a i POX-a,
u odgovoru na povetane koncentracije Zn i Cu u listovima Melissa
officinalis L. i Valeriana officinalis L. (Hodzi¢ i sar., 2019). Takode,
melatonin je uticao na koncentraciju fenolnih jedinjanja i aktivnost
SOD-a i POX-a u listu i korijenu Melissa officinalis L. nakon tretmana
povecanim koncentracijama Zn i Cd (Hodzi¢ i sar., 2021). Melatonin
je pokazao vaznu ulogu u odgovoru biljaka na oksidativni stres izazvan
teSkim metalima, pri ¢emu promjene u aktivnosti antioksidaitivnih
enzima i koncentraciji fenolnih jedinjenja zavise od vrste stresa, biljne

vrste i faze razvoja biljke.

Enzimski i neenzimski antioksidanti imaju razli¢it odgovor u
prisustvu teskih metala u biljnim c¢elijama i tkivima u razlié¢itim
uslovima. Ne moze se direktno zakljuciti da ¢e poveéan nivo teskih
metala uvijek indukovati samo povetanje ili samo smanjenje
koncentracije i aktivnosti antioksidanta u biljnim celijama. Kao sto je
ve¢ istaknuto to zavisi od koncentracije teskog metala, duzine trajanja

stresa, biljne vrste i razvojne faze.

Ispitivanjem toksi¢nosti gvozda u obliku FeSO4x7H20 na vodenim
biljkama, utvrdeno je da je rast trske inhibiran pri koncentraciji 1 mg/L

(Phippen i sar., 2008). Kisela zemljista ogranicavaju proizvodnju rize
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i zajedno sa nedostatkom Zn izazivaju poremecaj makronutrijenata
u mocvarnoj rizi. Na proizvodnju nizijske rize u velikoj mjeri uti¢u
visoke koncentracije redukovanog Fe** u poplavljenim zemljiStima.
Karakteristike toksicnosti Fe u rizi ukljucuju visok unos Fe?** putem
korijena, translokaciju u listove, tamnjenje listova usljed povecane
oksidacije polifenola u reakciji koju katalizuju polifenol oksidaze. Nastali
slobodni radikali oksiduju hlorofil i indukuju smanjenje koncentracije
hlorofila (Becker i Asch, 2005).

4.8.1 Odnos biljaka prema teSkim metalima

4.8.1.1 Hiperakumulatori

Sve biljne vrste posjeduju bazalnu toleranciju na teske metale
(Viehweger, 2014). Bazalna tolerancija se postize pokretanjem
slozenih sistema odbrane koji podrazumijevaju kontrolu unosa/
efluksa, transporta/sekvestracije i heliranja teskih metala. Prema
razvijenosti ovih kljuc¢nih sistema, biljke se dijele na hiperakumulatore

i neakumulirajuce biljke.

Vecina biljaka su neakumulatori teskih metala. Medutim,
danas je sve veti broj biljaka izlozen djelovanju teskih metala i da bi
prezivjele biljke se moraju prilagoditi (Hall, 2002, Clemens, 2006).
Hiperakumulatori su biljke koje imaju sposobnost rasta na zemljistima
sa povecanim koncentracijama metala. Ove biljke su u stanju da izuzetno
akumuliraju velike koli¢ine teskih metala u nadzemnim organima, bez
toksi¢nih efekata (Rascio i Navari-Izzo, 2011). Adaptivni odgovori biljaka
na prisustvo teskih metala su procesi koji uklju¢uju mnoge fizioloske,
molekularne, genetske i ekoloske osobine koje daju odredenim vrstama
sposobnost prezivljavanja ili hiperakumulaciju toksi¢nih metala
(Fryzovai sar., 2018).

Poseban oblik tolerancije na metale je pojava hipertolerancije.

Hipertolerancija podrazumijeva da biljke, osim Sto su sposobne da
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hiperakumuliraju metale, imaju sposobnost da iskljuce metale iz svojih
tkiva kako bi koncentracija metala bila na dozvoljenom nivou, posebno

u nadzemnim tkivima biljaka (Baker , 1981).

Hiperakumulatori postizu izvarendnu sposobnost akumulacije

metala preko sljede¢ih mehanizama:

1. povetanom ekspresijom transportnih sistema neophodnih za pojacanu

sekvestraciju metala,
2. ekspresijom proteina specifi¢nih za tkivo i

3. visokim koncentracijam heleatora metala (Viehweger, 2014; Fryzova

isar., 2018).

Navedeni mehanizmi hiperakumulatorima omogucavaju: vezivanje
teskih metala za celijski zid/ili celijske eksudate, unos metala preko
korijena, heliranje u citoplazmi i/ili sekvestracija u vakuolama, brzu
translokaciju metala iz korijena prema izdanku, te bolju sposobnost

detoksikacije i sekvestracije teskih metala u listovima.

Kod wusvajanja metala iz zemljiSta, razlikujemo faktor
biokoncentracije (BCF) koji predstavlja odnos koncentracije metala u
korijenu biljke i zemljistu, i translokacioni faktor (TF) koji predstavlja
odnos koncentracije metala u listovima i koncentracije metala u
korijenu. Biljke sa vec¢im biokoncentracionim faktorom i niskim
translokacionim faktorom imaju potencijal za uklanjanje teskih
metala iz zemljiSta (Baker i sar., 1994; Fryzova i sar., 2018). Biljke
koje imaju TF >1 akumuliraju vise metala u nadzemnim dijelovima
biljaka nego u zemljiStu (Barman i sar., 2000). Primjeri biljaka sa
TF-om vec¢im od 1 su Parthenium hysterophorus i Spinacia oleracea
koje su hiperakumulatori za Cr, Cu, Ni, Pb i Cd (Kumar i sar., 2013);
Impatiens walleriana za Cd (Wei i sar., 2012) i Noccaea caerulescens
za Ni (Visioliisar., 2014). Hiperakumulatori kao $to su N. caerulescens
ili A. halleri ne koristi GSH ili FH kao mehanizme koji omogucavaju

hipertoleranciju teskih metala (Schat i sar., 2002; Sun i sar., 2007).
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U pocetku se termin hiperakumulatori odnosio na biljke koje su
bile u stanju da akumuliraju vise od 1 mg/g Ni u izdanku, s obzirom da u
vegetativnim organima vecine biljaka toksi¢nost Ni pocinje od 10 do 15
ug/g (Rascio i Navari-Izzo 2011). Hiperakumulatori su biljke koje mogu
da akumuliraju >10 mg/g Mn ili Zn; >1 mg/g As, Co, Cr, Cu, Pb, Sb,
Se ili Tli >0,1 mg/g Cd u nadzemnim organima bez toksi¢nih efekata
za biljke (Verbruggen i sar., 2009). Hiperakumulatori se razlikuju od
nehiperakumulatora po znacajno vecem unosu teskih metala (100 do

1000 puta ve¢im od onih koje se nalaze u nehiperakumulatorima).

NajviSe je biljnih vrsta hiperakumulatora za Ni (viSe od 75% od
ukupnog broja) dok je mali broj hiperakumulatora pronaden za Cd, koji
Vecina hiperakumulatora endemicni su za zemljista bogata metalima,
pri cemu se ponasaju kao ,strogi metalofiti, dok neki “fakultativni
metalofiti” mogu zivjeti i na zemljiStima bez metala, iako su oni ¢eséi na

staniStima obogacenim metalima (Assuncao i sar., 2003).

4.8.2 Redoks signalizacija u uslovima izlozenosti

teskim metalima

Procesi redoks signalizacije odvija se u svim celijskim
kompartmanima. Najvazniji primjer signalizacije posredovane teskim
metalima je generisanje ROS-a koji mogu aktivirati kaskade protein
kinaze aktivirane mitogenom (MAPK) (Gupta i Luan 2003, Rentel
i sar., 2004). Ovaj tip signalnih kaskada zavrSava se fosforilacijom
transkripcionih faktora koji dovode do ekspresije gena. ROS-MAPK
signali uzrokuju nekoliko oStecenja cCelija poput prekida hormonske
signalizacije, programiranu celijsku smrt u biljkama osjetljivim na
djelovanje teskih metala. Redoks stanje u ¢eliji odrzava i redoks pufer
NAD*NADH, NADP*/NADPH (Noctor, 2006). Lokalna promjena ovih
redoks sistema moze biti korak u transdukeciji signala koji dalje uti¢u na

aktivnost enzima ili hormona.
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