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1. UVOD






Teski metali kao polutanti u radnoj 1 tivotnoj sredini su ozbiljan zdravstveni 1 ekoloSki
problem. Putevi unosa kadmijuma i olova su od vazduha zagaDaog produktima sagorevanja
fosilnih goriva i cigaretnog dima, do ambalate za hranu koja je u nekoj fazi izrade bila u
kontaktu sa ovim metalima. Iz atmosfere, zemljista, voda (povrSinskih i podzemnih), Cd i Pb
se unose 1 zadrtavaju u biljkama, a dalje preko lanca ishrane i vode za pi¢e dospevaju i u
ljudski organizam. To nisu esencijalni metali, ali uneti u organizam mogu se na¢i u gotovo
svim tkivima i1 organima sisara. Kao metal sa kumulativhim dejstvom Pb je konkurentno
esencijalnim metalima (Fe, Ca, Cu, Zn) za njihove brojne funkcije u organizmu. Olovo
cirkuliSe, najve¢im delom, vezano za eritrocite, zatim za albumine plazme, a daleko manje
vezano za niskomolekularne proteine i u jonskom obliku. Iz organizma se izluCuje preko
urina, manje preko digestivnog trakta, a delom preko noktiju i kose.

Sistematsko izlaganje uticaju Cd dovodi do povecane ekskrecije Ca i1 oStecenja kostiju,
kao i do promene aktivnosti brojnih enzima. Resorbovani kadmijum se transportuje putem
krvi vezan za proteine, metalotionein 1 eritrocite. Deponuje se pretetno u bubrezima, jetri i
pankreasu. Ekskrecija kadmijuma je spora. Koncentracija kadmijuma u krvi sluti kao
pouzdan pokazatelj skorom izlaganju kadmijumu, dok urinarna koncentracija pokazuje ranije
izlot enosti.

Bakar je esencijalni biometal za ljude, tivotinje 1 neke biljne vrste. Organizam odraslog
coveka sadrti 100-150 mg bakra, u ve¢im koli¢inama on postaje toksi¢an za organizam. Ovaj
metal ima vatnu ulogu u procesu eritropoeze, mineralizaciji kostiju, katalizi biosinteze
hemoglobina, kofaktor je 1 neophodan element za kataliticku aktivnost brojnih enzima. Te
raznovrsne funkcije u organizmu vezane su za njegovu polivalentnost i sposobnost da gradi
stabilne kompleksne fragmente preko O—, N— ili S— donor atoma bioliganada delova
biomolekula (proteina, enzima, nukleinskih kiselina, blokira —SH reaktivne centre nekih
enzima). Jon Cu” koji nastaje redukcijom Cu®" jona, u prisustvu superoksidnog anjona i
smanjene koli¢ine askorbinske kiseline i glutationa, katalizuje nastajanje hidroksil radikala
(OH®) koji lako stupa u dalje reakcije i izaziva oksidativna oSteCenja u éeliji. Visak bakra u
ishrani pacova povecava oskidativno oste¢enje membrana lipida i DNK u jetri i bubrezima.

Prema fizicko-hemijskim osobinama Cd i Pb lako inhibiraju fizioloSku aktivnost enzima
sa aktivnim —SH grupama, o ¢emu ima literaturnih podataka. Jedan od oblika toksi¢nog
dejstva kadmijuma je njegov uticaj na enzimske sisteme éelija i zamenu jona Zn*" i Cu*" u

njima zbog velikog afiniteta za vezivanje preko sulthidrilnih grupa. U literaturi nema
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dovoljno podataka o uticaju ovih metala na aktivnost enzima koja nije vezana za prisustvo —
SH grupa.

o-Liponska kiselina (a-LA) je cikli¢ni disulfid i ista je preko karboksilne grupe povezana
sa proteinskim delom enzima kao amid. Ucestvuje, pre svega, u oksidativnoj dekarboksilaciji
2-oksikiselina, a aktivni —SH centri u redukovanom obliku su mesta na koja se lako vetu
teski metali. Poznato je njeno antioksidativno dejstvo iz literaturnih podataka. Mocan je
prirodni antioksidans, €iji antioksidativni efekti sve viSe predstavljaju predmet niza klinickih
studija terapije dijabetesne mikro i makroangiopatije. Noviji literaturni podaci ukazuju na
potencijalni preventivni efekat u progresiji Alchajmerove bolesti, ateroskleroze, hipertenzije i
koronarne bolesti, trovanja teskim metalima. a-LA kao lipo- i hidrosolubilno jedinjenje lako
prolazi kroz membrane u citoplazmu i ucestvuje u zastiti od slobodnih reaktivni radikala,
regulaciji genske ekspresije i dr. O protektivnom dejstvu o-liponske kiseline u uslovima
trovanja teSkim metalima (Cd, Pb 1 Cu) nema adekvatnih literaturnih podataka.

Glutation (GSH) je tripeptid L-y-glutamil-L-cisteinil-glicin koji ¢ini 90% ukupnih
neproteinskih sulfidnih jedinjenja Celije i esencijalni je kofaktor nekih enzima. Glutation kao
helatni agens sadrti tiolnu grupu preko koje formira merkaptidnu vezu sa jonima teskih
metala: Zn, Cu, Cd, Pb i Ag. Najverovatnija struktura kompleksa glutationa sa jonima teskih
metala je M(GSH),. Stabilnost kompleksa glutationa sa jonima teSkih metala zavisi od
njihove veliCine, kiselo-baznih osobina 1 afiniteta metalnih jona prema tiolnoj grupi koji
opada u nizu: Cd*>Pb*">Cu’/Cu*".

Endonukleaze jetre, kisela 1 alkalna DNaza, su hidrolaze koje razlat u, kako nativne, tako 1
denaturisane molekule DNK. Osnovna uloga DNaza se ogleda u regulaciji sinteze i
razgradnje endogenih 1 egzogenth DNK, u reparaciji modifikovanih DNK 1 uklanjanju
cirkuliSu¢ih DNK iz organizma. Prema literaturnim podacima DNaze se smatraju glavnim
egzekutorima apoptoze, odgovornim za internukleozomalnu fragmentaciju DNK celije u
apoptozi. Internukleozomalna DNK fragmentacija, kao biohemijski marker apoptoze, je
razlaganje hromozomske DNK na fragmente veli¢ine oligonukleozoma.

U ovoj disertaciji ispitivana je protektivna uloga suplemenata, o-liponske Kiseline i
glutationa, S—donor liganada, u uslovima akutne i hroni¢ne intoksikacije subletalnim dozama
teSkim metalima kadmijumom, olovom i bakrom. Ista je prac¢ena preko:

- vrednosti hematoloskih parametara,

- alkalne i1 kisele DNaze iz razliitih unutra$njih organa (jetre, bubrega, pankreasa i

mozga) i
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- sekundarnog produkta lipidne peroksidacije (malondialdehida).

Model sistem za ispitivanje uticaja izlotenosti bakru, olovu 1 kadmijumu je studija na

belim pacovima Wistar soja, tenskog pola, starosti 6 nedelja, tetine 230+30 g.

Eksperimentalne tivotinje su gajene u laboratorijskim uslovima na normalnom retimu

ishrane u vivarijumu Medicinskog fakulteta u NiSu, u skladu sa pravilima Lokalnog etickog

komiteta.

Rad na doktorskoj disertaciji obuhvatio je sledeée faze:

gajenje eksperimentalnih tivotinja i njihova akutna ili hroni¢na intoksikacija u
odreDaim vremenskim intervalima u periodu od 3 nedelje,

merenja standardnih hematoloSkih parametara po proceduri koja se oficijalno
primenjuje u biohemijskim laboratorijama,

pripreme biomaterjala za ispitivanje i to jetre, bubrega, pankreasa i mozga
(dekapsuliranje, konzervacija, cuvanje) i pravljenje homogenata, od kojih se uzimaju
alikvoti za analize,

meranje aktivnosti kisele DNaze po metodi Bartholeyns i sar., a stvoreni "kiseli-
solubilni nukleotidi" mereni su spektrofotometrijski,

meranje aktivnosti alkalne DNaze po metodi Bartholeyns i sar., a stvoreni "kiseli-
solubilni nukleotidi" takoDesu mereni spektrofotometrijski,

merenje sadrtaja proteina u tkivima unutra$njih organa po metodi Lowrey-a 1 sar.,
spektofotometrijski,

merenje sadrt aja toksicnih metala u homogenatima tkiva metodom potenciometrijske
striping analize (PSA),

pracenje lipidne peroksidacije u uslovima hroni¢ne intoksikacije teSkim metalima
merenjem vrednosti malondialdehida (MDA-sekundarnog produkta lipidne
peroksidacije) spektrofotometrijskom metodom po Andreevoj i sar., koja je bazirana
na reakciji MDA sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA) i

"in vitro" ispitivanja intoksikacije teSkim metalima (Pb, Cd i Cu) sa komercijalnim

preparatima (enzimi alkalna i kisela DNaza tj. DNaza [ 1 II).

Rezultati istrativanja predlotene disertacije omogucavaju da se detaljnije sagledaju

toksicni efekti intoksikacije teskim metalima (Pb, Cd i Cu) preko aktivnosti enzima

endonukleaza, koji se smatraju klju¢nim egzekutorima apoptoze celije, 1 protektivna uloga

suplemenata S-donor liganda (mekih Lewiss-ovih baza) koje stupaju u interakcije sa jonima

metala, mekih Lewiss-ovih kiselina.
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2. TEORIJSKI DEO






2.1. Toksi¢nost teSkih metala u Zivotnoj i radnoj sredini

2.1.1. Definicija, rasprostranjenost i resorpcija teSkih metala

Metali koji imaju zapreminsku masu veéu od 5 g po cm™ svrstavaju se u grupu teskih
metala. Teski metali (olovo, kadmijum i bakar) su Siroko rasprostranjeni u tivotnoj sredini
(Walker 1 sar., 1995). Njihova zastupljenost kao polutanata u radnoj 1 tivotnoj sredini
predstavlja ozbiljan zdravstveni i ekoloSki problem zato §to su toksi¢ni, nisu biorazgradivi,
imaju veoma dugo poluvreme tivota u zemljistu (Ram i sar., 2000) i akumuliraju se u tivi
sistem kroz aktivni lanac ishrane (Merian, 1991).

Teski metali se prirodno nalaze u zemlji$tu, u odreDaim koncentracijama. U povrsinskim
horizontima zemljiS§ta Cesto se mogu nadi teSki metali koji nisu geohemijskog ved
antropogenog porekla, odnosno, dospeli su u zemljisSte kao posledica razli¢itih ljudskih
aktivnosti (industrija, sagorevanje fosilnih goriva, primena agrohemikalija, atmosferska
depozicija i drugo), Sto kao posledicu mot e imati trajnu kontaminaciju zemljista i podzemnih
voda. U vodi mogu graditi teSko rastvorljive karbonate, sulfate 1 sulfide koji se talote na dnu
vodenih povrS$ina, gde dolazi do njihove akumulacije.

Tivotinje 1 ljudi dolaze u kontakt sa teSkim metalima preko hrane, vode i vazduha. Pri
normalnim uslovima postoje tri nacina ulaska teskih metala u organizam: preko kote, preko
gastrointestinalnog trakta i preko respiratornog trakta.

Za resorpciju teSkih metala iz vazduha najznacajniji je unos preko respiratornog trakta.
Teski metali se inhalacijom unose u obliku aerosola ili pare u plu¢a gde se apsorbuju u
krvotok. Putem kontaminirane hrane teski metali dospevaju u digestivni trakt, zatim
apsorpcijom prelaze u krv i u pojedine organe gde se deponuju (npr. jetra, pankreas).

Resorpcija preko kot e se odvija prelaskom teskog metala iz vazduha na kot u 1 prolaskom
kroz epidermis ili kroz folikule korena dlake ili kanale lojnih t lezda.

Uglavnom se teski metali deponuju u ciljnom organu, kao $to su, kosti, bubrezi, jetra ili
mozak. Deo olova i kadmijuma se izlucuju preko respiratornog trakta, pljuvacnih tlezda, neki
deo putem kote, znojnih 1 lojnih tlezda, a najznacajnije koli¢ine teskih metala se izlu¢uju
preko urina i digestivnog trakta.

U teSke metale od znacaja za prooksidativni efekat se ubrajaju: kadmijum (Cd), olovo
(Pb), tiva (Hg), arsen (As), hrom (Cr), nikal (Ni), al i biometali, kao Sto su bakar (Cu),
gvot De (Fe), zink (Zn), mangan (Mn), kobalt (Co) i selen (Se). Toksi¢no dejstvo teskih

21



metala je u tome Sto stimuliSu formiranje slobodnih radikala i reaktivnih kiseoni¢nih derivata
u organizmu $to uzrokuje oksidativni stres i dovodi do lipidne peroksidacije membrane ¢ime
se naruSava njena funkcionalnost i selektivnost pri transportu materija. Na taj na¢in mogu da
izazovu ostecenje Celija, funkcije enzima ili genetickog materjala (DNK) (David, 2001).
Smatra se da teSki metali predstavljaju kontinuiranu opasnost kao karcinogeni za organizam
ljudi (Kokilavani, 2005).

U in vivo uslovima toksi¢nost mnogih teskih metala ogleda se u njihovoj sposobnosti da
produkuju slobodne radikale i ucestvuju u elektron transfer procesima jer mogu postojati u

viSe oksidaciona stanja (bakar na primer).
Cu’'+e— Cu' E¢=0,159V

Njihova toksi¢nost poti¢e 1 otuda Sto reaguju sa sulfhidrilnim grupama, ¢ime menjaju
aktivnost mnogih enzima, ali 1 glutationa ¢ija je aktivnost esencijalno vezana za iste (Rowley

i sar., 1982; Larsson, 1983; Hoffman, 1983).
protein — «SH + M™*— protein — S M""

Nakon akutne i1 hroni¢ne intoksikacije, teSki metali mogu da uticu na razvoj i sveukupno
zdravlje izazivajuéi depresiju, teSkoce u ucenju, neuroloske poremecaje, kardiovaskularne
bolesti, bolesti jetre, bubrega, anemije 1 dr.

Terapija za uklanjanje teskih metala iz organizma ljudi je tzv. helaciona terapija koja se
bazira na koordinacionoj sposobnosti jona metala sa jedne strane i posedovanja donor atoma
bioliganda (-O, —N, —S) preko kojih se formiraju stabilni asocijati tipa kompleksa i tako
znaajno smanjuje njihovo toksicno dejstvo. Nastali produkti se mogu preko telesnih te¢nosti
eliminisati iz organizma. Dobri helatori su vitamin C, E 1 A, a-liponska kiselina, glutation 1
drugi biomolekuli koji kao antioksidansi vezuju teSke metale i time povecavaju zatitu od

oksidativnog stresa.

2.1.2. Efekti izloZenosti kadmijumu u Zivotnoj i radnoj sredini

Kadmijum je Siroko rasprostranjen metal u prirodi izratene mobilnosti 1 toksicni
industrijski polutant. Oznagen je kao jedan od 126 najveéih zagaDiwaéa tivotne sredine od

strane Agencije za zaStitu tivotne sredine USA. Prema geohemijskim karakteristikama
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kadmijum se u prirodi nalazi zajedno sa cinkom, bakrom i olovom. Svake godine se
proizvede oko 13000 tona ovog teSkog metala (Valko i sar., 2005).

Prema geohemijskoj klasifikaciji hemijskih elemenata kadmijum je litofilni 1 halkofilni
element. Do pH 8 je uvek prisutan kao dvovalentno pozitivan jon (pod uslovom da se u
sredini ne nalaze fosfati 1 sulfati koji ga mogu istalotiti), kada se mote lako sorbovati na
suspendovanim c¢esticama ili nagraditi kompleksna jedinjenja sa organskim ligandima. Tako,
sa akvaticnim huminskim supstancama u zemljiStu gradi humatne komplekse.

Vulkanska aktivnost je jedan od razloga za povremeni porast koncentracije kadmijuma u
tivotnoj sredini, pre svega u vazduhu. Stalni izvori kontaminacije kadmijumom su vezani za
njegovu primenu u industriji, kao antikorozivnog reagensa, stabilizatora u PVC proizvodima 1
proizvodnji pneumatika, pigmenta boja i u proizvodnji Ni-Cd baterija. Fosforna Dubriva
takoDe pokazuju relativno visok sadrtaj kadmijuma, i njihovo korid¢enje doprinosi
povecanom unosu ovog metala u zemljiSte. lako se neki produkti koji sadrt e kadmijum mogu
reciklirati, veliki deo zagalenja ovim metalom je rezultat neadekvatnog odlaganja i
nekontrolisanog spaljivanja otpada koji sadrti kadmijum (Jarup, 2003). Ugrot ene grupe nisu
samo radnici zaposleni u fabrikama ve¢ 1 stanovni$tvo u krugu od 2 kilometra za koje se
smatra da je visoko izloteno, dok se udaljenost od 2 do 10 kilometara smatra podruc¢jem
srednje visoke ekspozicije (Stoeppler, 1991).

Najveci izvor inhalacione intoksikacije kadmijumom je pusSenje. Preko duvanskog dima
50% kadmijuma se apsorbuje iz pluc¢a u sistemsku cirkulaciju u toku aktivnog pusSenja
(Satarug i sar., 2003).

Kadmijum se unosi u organizam u obliku para i Cestica prasine kao oksid, hlorid, fluorid,
sulfid, karbonat 1 acetat. Apsorpcija se uglavnom odvija respiratornim putem, a manjim
delom gastrointestinalnim traktom, dok je transkutani put neznatan. Maksimalne dozvoljene
vrednosti kadmijuma za radnike su mnogo nite, po nemackom zakonu npr. one iznose 15
ng/dm’. PoreDaja radi, kod nepusada je prosetna koncentracija kadmijuma u krvi od 0,5
ng/dm’ (Godt i sar., 2006).

Preko industrijskog otpada kadmijum ulazi u sastav povrSinskih voda. 90% kadmijuma u
biljkama dospeva iz zemljista, a 10% iz atmosfere. Preko zagaDaog zemljista i vode biljke
su polazna karika ishrane i osnovni izvor kadmijuma za tivotinje i ljude. Unos ovog metala
vazduhom je oko 0,5 pg/dan, dok putem vode oko 1 pg/dan. Najveca koli¢ina kadmijuma se
unosi putem kontaminirane hrane (pirinac, iznutrice, gljive). Koncentracija kadmijuma u vodi

za pice treba da bude manja od 1pgl (ATSDR, 1999.), a u zemljiStu manja od 85 mgkg. U
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Skandinaviji na primer, koncentracija kadmijuma u poljoprivrednom zemljiStu se povecava
za 0,2% godisnje.

Visok nivo izlotenosti ovom teSkom metalu dovodi do akutnih i hroni¢nih oSte¢enja
raznih tkiva i organa $to je posledica zagaDaja t ivotne sredine ljudskom aktivno§éu (Sarkar i
sar., 1995). Po ulasku u organizam, kadmijum se transportuje u krv pomoc¢u crvenih krvnih
zrnaca 1 visoko molekularnog proteina krvi-albumina (Goyer, 1991). Normalno nivo
kadmijuma u krvi kod odraslih osoba manji je od 1pg/dm3. Iako se kadmijum Siri putem krvi
kroz ceo organizam, najveca akumulacija (od 50 do 60% telesnog opterec¢enja kadmijumom)
je u bubrezima i u jetri. Opterecenje kadmijumom, naroc€ito u bubrezima, uglavnom linearno
raste sa godinama, do 50-60. godine starosti, nakon ¢ega nivo kadmijuma u bubrezima ostaje
konstantan ili vrlo malo opadne (Lauwerys, 1979). Visoko toksi¢an efekat kadmijuma,
rezultat je njegovih interakcija sa neophodnim mikro i makro bioelementima, posebno sa
gvot Dan, kalcijumom, bakrom i cinkom (Brzoska i sar., 1997). Trovanje kadmijumom mot e
biti akutno 1 hroni¢no. Akutno trovanje nastaje inhalacijom para ili Cestica soli kadmijuma
(oksida, hlorida, sulfide, sulfata, karbonata i acetata). Simptomi akutnog izlaganja kadmijumu
su mucnina, povracanje, gubitak mirisa, ukusa i apetita, abdominalni bol (Wentz, 2000).

Hroni¢no profesionalno trovanje mote da se javi posle dugotrajne izlotenosti
kadmijumom inhalacijom ili oralnim putem, a sistematsko izlaganje uticaju kadmijuma
dovodi do povecane ekskrecije kalcijuma, Sto predstavlja povecan rizik za stvaranje kamena
u bubrezima i oStecenje kostiju (Godt 1 sar., 2006). Za razliku od akutne hroni¢na
intoksikacija dovodi do razvoja nekih bolesti kao npr. hroni¢ne opstruktivne bolesti pluca,
bolesti bubrega (nefrotoksi¢nost) i kostiju (artritis, osteoporoze), anemije, poremecaj rasta i
drugih (ATSDR, 1999).

Akutno trovanje kadmijumom kod laboratorijskih tivotinja dovodi do ostecenja jetre 1
testisa, dok hroni¢no izlaganje dovodi do oStecenja bubrega, anemije, poremecaja imuniteta i
ostecenja kostiju (Goering i sar., 1995; Waalkes, 2000; Klaassen i sar., 1999). Ekskrecija
kadmijuma iz organizma je spora, a odvija se preko bubrega i bilijjarnim putem, mlekom 1
pljuvackom (Popovi¢ i sar., 1993). Kao 1 ve¢ina drugih metala, i kadmijum veoma malo
ucestvuje ili ne ucestvuje u direktnoj metabolickoj razmeni, ve¢ se ceS¢e vezuje za razlicite
bioloSke komponente, kao Sto su proteini, tiolne (—SH) grupe i anjonske grupe razlicitih
makromolekula (ATSDR, 1989). Prisustvo kadmijuma u ishrani smanjuje apsorpciju gvot Da
dok povecava apsorpciju cinka u gastrointestinalnom traktu (Friberg i1 sar., 1986). U
nedostatku ovih elemenata apsorpcija Cd je poviSena. Aktivna uloga kadmijuma u

poremecaju metabolizma kalcijuma dovodi do osteomalacije (Ogoshi i sar., 1992). Kao i
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vecina drugih metala, 1 kadmijum veoma malo ucestvuje ili ne ucestvuje u direktnoj
metabolickoj razmeni, ve¢ se CeS¢e vezuje za razliCite bioloSke komponente, kao Sto su
proteini, tiolne (—SH) grupe i anjonske grupe razli¢itih makromolekula (ATSDR, 1989).

Prema fizicko-hemijskim osobinama kadmijum ima poseban afinitet za vezivanje sa
sumporom, pa lako mogu da inhibiraju fizioloSku aktivnost enzima sa aktivnim —SH
grupama. Jedna od osnova kadmijumske toksi¢nosti je i njegov uticaj na enzimske sisteme
éelija, zbog zamene njihovih metalnih jona (uglavnom Zn** i Cu®") u metaloenzimima i
izrat enog afiniteta prema biolosSkim strukturama koje sadrte SH grupe (Jacobson i sar., 1980;
Timbrell 1 sar., 2000). Neki od vatnih enzima na ¢iju aktivnost uti¢e kadmijum, jesu enzimi
koji ucestvuju u metabolisanju ksenobiotika (Zhang 1 sar., 1998).

Joni kadmijuma vezujuci se u ¢elijama mitohondrija deluju na tri mesta: vezuju se za —SH
grupu enzima koji obavljaju transport elektrona, inhibiraju enzim koji ucestvuje u sintezi
ATP-a, inhibiraju ATP-azu koja oslobaDa energiju potrebnu za aktivni transport vitalnih
supstanci u ¢eliji. Od izuzetne vat nosti u transportu i distribuciji kadmijuma u organizmu ima
protein, metalotionein, koji ima veliki kapacitet za kadmijum (Klassen, 1987). Kadmijum
vezan za metalotionein akumulira se u jetri, bubrezima, pljuva¢nim tlezdama, pankreasu, a u
manjim koli¢inama se mote na¢i i u drugim tkivima, posebno tlezdanim (tireoidei i
nadbubretnoj tlezdi). Posle 24 sata koncentracija kadmijuma u vecini tkiva ostaje
konstantna, sem bubrega u kojima se postepeno uvecava.

lako kadmijum nije redoks-aktivan metal 1 ne mote direktno ucestvovati u Fentonovoj
reakciji 1 stvaranju rektivnih vrsta kiseonika (RVK), indirektnim mehanizmima dovodi do
oksidativnog stresa i sledstvenog oStecenja struktura organizma (Videla i sar., 2003). Novijim
ispitivanjima je pokazano da je kadmijum uzroc¢nik oksidativnih oste¢enja DNK, proteina 1
lipida, Sto je verovatno uticaj Cd na enzimske 1 neenzimske komponente antioksidativnog
sistema odbrane organizama. TakoDe postoje dokazi da kadmijum povecéava nivo lipidne
peroksidacije (Miiller, 1986).

In vivo 1 in vitro ispitivanja su ukazala na indirektno dejstvo kadmijuma dovodi do
produkcije slobodnih radikala 1 oksidativnhog stresa svojim inhibitornim dejstvom na
antioksidativni zaStitni sistem (Vesna Matovi¢ i sar., 2004). Ne postoji medicinski helatni
metod koji je u potpunosti efikasan za lecenje kadmijumove toksi¢nosti.

Dodaci ishrani kao §to su melatonini (N-acetil-5-metoksi-triptamin), N-acetilcistein
(NAC), tiamin 1 metionin su se pokazali kao jaki antioksidansi koji povecavaju efikasnost

helatirajuceg efekta u tretmanu intoksikacije kadmijumom (Flora i sar., 2008). Poznato je da
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helatori 1 antioksidansi Stite od potencijalnog Stetnog efekta reaktivnog kiseonika i lipidnih

peroksida (Gupta i sar., 2005).

2.1.3. Efekti izloZenosti olovu u Zivotnoj i radnoj sredini

U prirodi se olovo pretetno nalazi u obliku sulfida, karbonata i minerala galenita (PbS),
cerusita 1 anglezita tako da zemljiSta koja su nastala raspadanjem ovih minerala mogu
sadrtati vecu koncentraciju olova. Vrlo Cesto se pojavljuje u rudama zajedno s cinkom.
Proseéne koncentracije olova u zemljistu su izmeDu 15 i 25 mgkg (Radojevi¢ i sar., 1999).
Olovo kao polutant se mote detektovati u svim fazama tivotne sredine i bioloskim

sistemima. Od davnina je poznato toksi¢no dejstvo olova u tivotnoj i radnoj sredini.

Izvori kontaminacije olovom su produkti sagorevanja u metalurgiji i hemijskoj industriji,
saobracaj, industrijske otpadne vode i deponije. Profesionalno, najviSe su izloteni olovu
radnici u topionicama i livnicama ovog metala, industriji boja, keramickoj i industriji
proizvodnje i obrade stakla, u industriji baterija i akumulatora, fabrikama orut ja i municije. Iz
atmosfere, zemljiSta, voda (povrsinskih i podzemnih), olovo se unosi i zadrtava u biljkama, a
dalje preko lanca ishrane i vode za pi¢e dospeva i u ljudski organizam. Putevi unosa olova su
vrlo razli¢iti. Osim preko hrane i vode za pice, olovo se mote uneti 1 preko vazduha
zagalknog produktima sagorevanja fosilnih goriva, do ambalat e za hranu koja je u nekoj fazi
izrade bila u kontaktu sa ovim metalom (Goyer 1 sar., 1995).

Svake godine industrija proizvodi oko 2,5 miliona tona olova u celom svetu. Zbog svoje
prisutnosti u okrut enju trovanje olovom 1 dalje ostaje zna€ajan zdravstveni problem u svetu.
Narocito stanovnici velikih gradova su pojacano izloteni Stetnom dejstvu ovog metala koji
danas predstavlja kljuan ekoloski problem. Akutno trovanje olova u radnoj sredini postaje
vat no pitanje, zbog poboljSanja uslova rada i zastite osoba od izvora izlot enosti ovog metala
(Tong i sar., 1999).

Na globalnom nivou, do skora, najveé¢i deo zagaDaja atmosfere olovom je poticao od
sagorevanja goriva u motornim vozilima, gde je olovo prisutno kao alkil-olovo, aditiv goriva.
Pored ovog izvora olovo potice 1 od miniranja u rudnicima, zatim recikliranja baterija 1
drugih materijala koji sadrte olovo. Maksimalno dozvoljena koncentracija za olovo (dim i
prasina) je 0,15 mg/m’.

Zagadjenje olovom je —bolest” tivotne sredine zbog njegove rastvorljivosti, pokretljivosti
i akumulacije u zemljistu (Goyer, 1997). Glavni putevi unosa olova u organizam su

respiratorni trakt, putem kote i digestivni trakt (Fischbein, 1992). Olovne boje su u 90%
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slucajeva uzroci trovanja kod dece koja se igraju igrackama obojenim tim bojama (Glotzer,
1994).

Olovo iz voda za pi¢e se verovatno vise apsorbuje nego olovo iz hrane, prema nekim
studijama odrasli apsorbuju 35% do 50% unetog metala, a procenat apsorpcije za decu mote
biti ve¢i od 50%. Na apsorpciju olova uti¢e pored uzrasta i opSte fiziolosko stanje organizma
(Flora i sar., 2006).

Olovo se najéesée unosi prljavim rukama, pri jelu i pusenju, iako je udisanje olovne
prasine, dima i para opasnije. UnoSenje olova preko kot e je moguce samo kod tetraetil olova,
koji se dodaje kao antidetonator benzinu (etilizirani benzin). Mnogo vatniji put apsorpcije
olova je preko respiratornog trakta. Uneto olovo ovim putem direktno ulazi u sistemsku
cirkulaciju. CirkuliSe najve¢im delom vezano za eritrocite, manjim delom se vezuje za
albumine plazme, a najmanje je u jonskom obliku ili vezano za niskomolekulske proteine.
Deponuje se najveéim delom u kostima, zatim u jetri, bubregu, slezini, nervnom tkivu i
miSi¢ima. Iz organizma se izluCuje najve¢im delom urinom, manje preko sluzokote
digestivnog trakta, preko tuci, kose, noktiju, znoja i mleka. Koncentracija olova u krvi od 60
png/dL je tokom Sezdesetih godina smatrana bezopasnom. Vremenom, proucavanjem
toksi¢nih efekata olova, prihvatljiv sadrtaj u krvi je smanjen na 25 pg/dL pa zatim i na 10
pg/dL 1991. god. Bez obzira na ove izmene, subklinicki simptomi izlotenosti olovu se
javljaju i pri njegovom sadrtaju manjem od 10 pg/dL. MeDutim —bezopasan” nivo olova u
organizmu joS uvek nije definisan (Ahamed, 2007).

Dnevne koli¢ine unetog olova, oralno i inhalacijom, mogu biti i oko 0,3 mg. Iste se delom
eliminiSu iz organizma ekskrecijom ali 1 akumuliraju, tako se u krvi normalno mot e na¢i oko
250 pg/dm’. Porast nivoa ovog metala u krvi je dalje umereno rizi¢an (250-490 pg/dm?),
visokorizi¢an (500-690 pg/dm?) i urgentan, sa vise od 700 pg/dm’ telesne te¢nosti (Munoz i
sar., 2006). Olovo nije esencijalni metal, ali uneto u organizam mot e se nac¢i u gotovo svim
tkivima 1 organima sisara. Nakon unoSenja u organizam olovo ispoljava toksi¢ni efekat na
jetru, bubrege 1 mozak, koji se 1 smatraju ciljanim organima za njegov uticaj (Sharma 1 sar.,
2001). Kao metal sa kumulativnim dejstvom olovo je konkurentno esencijalnim metalima
(gvot Du, kalcijumu, bakru i cinku) za njihove brojne funkcije u organizmu, posebno one
vezane za prisustvo slobodnih —SH grupa u delovima biomolekula proteina i enzima. Prema
fizicko-hemijskim osobinama Pb*'-jon mote lako da zameni Ca®’-jon u kalcifikovanim
tkivima (kostima 1 zubima), ali 1 u razliitim rastvornim kompleksima ovog metala sa

bioligandima u bioloSkim teCnostima i1 tkivima. Olovo u kostima doprinosi razvoju
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osteoporoze, smanjenju koStane mase, promeni strukture i povecanoj resorpciji kostiju kod
starijih osoba (Kali¢anin i sar., 2004; Kali¢anin, Nikoli¢ i sar., 2004).

Unosenje nekih namirnica bogatih vitaminom C i gvot Dan, mote dovesti do povecane
mobilnosti ovog metala iz tkiva i poveéanja nivoa Pb*'-jona u krvi. Nivo olova u krvi je
pogodan 1 direktan pokazatelj njegove toksi¢nosti. Oko 99 % olova u krvi se vezuje za
eritorcite jer ove krvne Celije imaju veliki afinitet da se vetu za teSke metale, naroCito za
(Sivaprasad i sar., 2003), koja se desava na membrani eritrocita, za razliku od drugih ¢elija i
tkiva. Izlotenost olovu dovodi do znaCajnog opadanja broja eritrocita, koncentracije
hemoglobina i vrednosti hematokrita (Terayama, 1993). Literaturni podaci ukazuju da je kod
izlotenosti zeCeva olovu znacajno smanjen broj crvenih krvnih zrnaca, koncentracija
hemoglobina i vrednosti hematokrita (Bersenyi i sar., 2003). Olovo inhibira i pojedine faze u
sintezi hema (Goyer, 1997). Kod pacova intoksikacija olovom dovodi do zaustavljanja
biosinteze hema zbog inhibitornog delovanja olova na enzime koji u¢estvuju u sintezi hema o
¢emu svedoce smanjene vrednosti krvnog proteina (hemoglobina) (EI-Missiry, 2000).

Olovo ima visok afinitet za S—vezujujuca mesta u tkivima, pa lako gradi nerastvoran
sulfide 1 stupa u interakcije sa delovima biomolekula sa slobodnim —SH grupama. Primer
blokade —SH grupe je u sintezi hema gde dolazi do poviSene koncentracije delta-amino
levulinske kiseline (D-ALA) protoporfirina u eritrocitima, plazmi 1 urinu. Olovo ometa
normalan metabolizam gvot Da spreavajuéi njegovo prodiranje u eritroblaste i retikulocite
(Popovi¢ i sar., 1983). Jedan od razloga Stetnog efekta olova je njegova sposobnost da se
snatno vezuje za sulfhidrilne grupe proteina i kompetitivan je za vezivanje sa Ca®’-jonom, i
doprinosi stvaranju reaktivnih vrsta kiseonika in vivo, §to dovodi do smanjenja unutrasnje
antioksidativne odbrane, 1 izaziva poremecaje u razmeni jona elektrolita kroz Ccelijske
membrane (Flora i Flora, 2006; Ercal 1 sar., 1996). Na molekularnom nivou dejstvo olova se
ogleda u povecanoj produkciji reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (Gurer 1 sar., 2000) i stimulaciji
lipidne paroksidacije (Patrick, 2006).

Simptomi akutnog trovanja olovom su bolovi u abdomenu, muc¢nina, gubitak apetita,
zamor, nedostatak koncentracije, nesanica, halucinacije, vrtoglavica, glavobolja, promene
raspolot enja, artritis. Smrt kod akutnog trovanja ljudi mote nastupiti pri unosu 25 do 30 g
rastvorljivih soli olova. Hroni¢na izlotenost ovom teSkom metalu dovodi do mentalne
retardacije, psihoze, hiperaktivnosti, gubitak tetine i1 miSi¢ne slabosti i paralize. Povecano
prisustvo ovog metala pripisuje se, u nekim sluc¢ajevima, i pojavi hipertenzije, srcane aritmije,

malignim promenama u digestivnom traktu, plu¢ima, bubrezima (Counis, 1998).
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Neurotropno delovanje olova se ispoljava 1 na centralni nervni sistem, §to je poznato kao
olovna encefalopatija ili olovna neuropatija. Dugotrajna ekspozicija olova dovodi i do
reverzibilnih nefrotoksi¢nih efekata kao Sto je hroni¢na bubret na insuficijencija koja kasnije
mot e dovesti 1 do gihta.

Mnoge in vivo 1 in vitro studije pokazuju da nakon tretmana olovom dolazi do povecanja
malondialdehida (MDA). Olovo mote direktno da se vezuje za Celijske membrane ¢ime se
poveéava osetljivost membrane lipidne peroksidacije. Takole mote da narusi biolosku
funkciju antioksidativnog sistema jer dovodi do pojacanog stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta koje se akumuliraju u jetri i bubrezima (Sandhir 1 sar., 1994).

Terapija kod trovanja olovom je davanje helatiraju¢ih agenasa koji —blokiraju” jone
metala ¢ime se postite neznatno poboljsanje. Kod intoksikacije olovom kao antidoti u
bolnickim uslovima koriste se natrijum citrat i natrijumove i kalcijumove soli etilen-diamino

tetra-sir¢etne kiseline (EDTA).

2.1.4. Efekti izloZenosti bakru u Zivotnoj i radnoj sredini

Bakar se u prirodi pretetno javlja u obliku oksidnih, karbonatnih i sulfidnih ruda.
Zastupljen je u zemljinoj kori u obliku minerala: halkopirita, halkozina, kovelina 1 drugih.
Bakar se prvenstveno koristi kao legura metala (mesing, bronza). Upotreba bakra zasniva se
na njegovoj izvanrednoj elektri¢noj 1 toplotnoj provodljivosti, otpornosti prema koroziji i
dobrim mehani¢kim osobinama. Zbog malih rezervi 1 velike primene bakar predstavlja
materjal od strateSkog znacaja. Jedinjenja bakra se koriste kao baktericidi, insekticidi, algicidi
1 fungicidi, dok se u industriji bakar(Il)-sulfat primenjuje kao aktivator u peni pri flotaciji
sulfidnih ruda, u proizvodnji azo boja, pri rafinisanju petroleuma, kao i galvanoplastici
(Filipovi¢, 1998). Bakar se koristi za izgradnju dentalno-protetickih materjala, kao i nekih
proizvoda u kozmetici (Lucas 1 sar., 1992).

Cestice bakra se u atmosferu oslobalhju u vidu prasine preko vulkanskih erupcija,
antropogenih izvora (pesticida, herbicida i fungicida) ili iz topionica bakra i objekata za
preradu rude. Zbog povecane ljudske aktivnosti povecana je koli¢ina bakra u vazduhu,
zemljistu i vodi. Srednja koncentracija bakra u vazduhu npr. u SAD kreée se od 5-20 ng/m’
(Barceloux, 1999), u zemljistu od 5-70 mgkg, a unos bakra iz hrane je 1,0—1,3 mg/dnevno za
odrasle (0,014-0,019 mgkgdan). Covek je uticaju bakra izloten putem kontakta sa
vazduhom, vodom i zemljiStem, i to preko respiratornog sistema udisanjem, preko

digestivnog trakta hrana i voda i preko kot e. Veci deo apsorpcije bakra je putem tankog creva
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i teluca (Turnlund 1 sar., 1997). Bakar je esencijalni biometal za ljude, tivotinje i neke biljne
vrste. Bakar kao esencijalni element u covekovom organizmu nalazi se u malim koli¢inama
(75-150 mg) u razlic¢itim ¢elijama 1 tkivima, sa najve¢om koncentracijom u jetri, bubrezima,
slezini, srcu, plu¢ima, t elucu, kosi i noktima (Turnlund i sar., 1998).

Raspolot ivost bakra kod odraslih ljudi iznosi oko 80 mg. Resorbuje se u telucu i tankom
crevu, u kompleksu sa aminokiselinama (histidin) ili malim peptidima (Pickard 1 sar., 1980).
Za resorpciju bakra iz gastrointestinalnog trakta potreban je jedan specifican mehanizam
zbog toga §to je jon bakra (Cu®") nerastvorljiv. Jedna neidentifikovana niskomolekulska
supstanca iz teludatnog soka stvara kompleks sa Cu®" koji je rastvorljiv na pH intestinalne
tecnosti. U Celijama sluznice tankog creva bakar se vete za niskomolekulski protein
metalotionein, koji vezuje metale. Potom bakar ulazi u plazmu gde se vet e za aminokiseline,
narocito histidin 1 serum albumin (Turnlund i sar., 1998). Bakar se u roku od jednog sata
eliminide iz cirkulacije telesnim te¢nostima preko jetre. Jetra obraDujebakar na dva nadina:
putem tudi u gastrointestinalni trakt (feces i urin) i njegovo ugraDivang u ceruloplazmin
(bakar zavisna feroksidaza). Ceruloplazmin sadrti 6-8 atoma bakra, polovina je Cu', a
polovina u Cu”"obliku (Harris, 1993). U druge metaloproteine bakra spadaju citohrom
oksidaza, tirozinaza, monoamin oksidaza, superoksid dizmutaza i lizil oksidaza (Turnlund,
1999).

Organizam odraslog coveka sadrti 100-150 mg bakra, u veéim koli¢inama on postaje
toksian za organizam. Koncentracija bakra u serumu zdravih osoba iznosi od 11-20 pmol.
Gotovo celokupna koli¢ina bakra u telu je vezana za proteine, tako da je koncentracija
slobodnih bakarnih jona veoma mala, osim ako nema nekih drugih poremecaja u organizmu.
Smatra se da ¢ak 35% populacije ne unosi dovoljne koli¢ine bakra ishranom. Preporucen
dnevni unos bakra je oko 2 mg (Tasi¢ 1 sar., 2004).

Kao vat an sastojak brojnih enzima bakar-cink superoksid dizmutaze (CwZn SOD) bakar
je neophodan za mnoge funkcije organizma (Celijsko disanje, stvaranje hemoglobina, rast i
razmnot avanje) (Turnlund 1 sar., 1999). Te raznovrsne funkcije u organizmu vezane su za
njegovu polivalentnost i sposobnost da gradi stabilne kompleksne fragmente preko O-, N- ili
S—donor atoma bioliganada delova biomolekula (proteina, enzima, nukleinskih kiselina i
mot e da blokira —SH reaktivne centre nekih enzima). Bakar je redoks aktivan metal i postoji
u dva oksidaciona stanja. Jon Cu’ koji nastaje redukcijom Cu®" jona, u prisustvu
superoksidnog anjona i smanjene koli¢ine askorbinske kiseline 1 glutationa, katalizuje
nastajanje hidroksi radikala (OH®) preko Haber-Weiss-ove reakcije (Bremner, 1998;
Kadiiska i sar., 1993).

30


http://www.sciencedirect.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/science/article/pii/S0300483X03001598#bbib131
http://www.sciencedirect.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/science/article/pii/S0300483X03001598#bBIB132
http://www.sciencedirect.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/science/article/pii/S0300483X03001598#bBIB43
http://www.sciencedirect.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/science/article/pii/S0300483X03001598#bBIB130
http://www.sciencedirect.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/science/article/pii/S0300483X03001598#bBIB130
http://www.sciencedirect.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/science/article/pii/S0300483X03001598#bbib130
http://www.sciencedirect.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/science/article/pii/S0300483X03001598#bBIB15
http://www.sciencedirect.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/science/article/pii/S0300483X03001598#bBIB55

Haber-Weiss-ova reakcija:

O, + CuY'> 0, + Cu’

Cu" + H,0,— Cu** + OH + OH®

Hidroksil radikal, nastao iz vodonik peroksida, lako stupa u dalje reakcije i1 izaziva
oksidativna osSte¢enja DNK u ¢elijii. Brojne studije pokazuju da visak bakra u ishrani pacova
dovodi do oste¢enja membrane lipida i procesa lipidne peroksidacije u jetri i bubrezima
(Burkitt, 2001).

Bakar je potreban za stvaranje crvenih krvnih zrnaca, ulazi u sastav hemocijanina, ima
pozitivan uticaj na ¢elijsku membranu nervnih ¢éelija i ima uticaj u slanju nervnih impulsa.
Bakar je neophodan za sintezu fosfolipida ¢elijske membrane i na taj nacin odrtava mijelin
koji odvaja nervne Celije od okoline 1 reguliSe nivo neurotransmitera. Bakar utice i u zdravom
funkcionisanju malih krvnih sudova koji kontroliSu protok krvi, nutrijenata i otpadnih
materija. Utice i na normalno funkcionisanje misi¢a krvnih sudova i ukljucen je u oblaganju
krvnih sudova. Bakar je kao kofaktor, sastavni deo enzima prolil i lizil hidroksilaze, enzima
ukljucenog u sintezu kolagena 1 stvaranju vezivnog tkiva. Stvaranje melanina ukljucuje
enzime koji sadrte bakar. Enzim histaminaza koji metabolizuje aminokiselinu histamin,
zahteva bakar za svoje funkcionisanje. Bakar je, takoDe uklju¢en u metabolizmu masti i
holesterola, kao 1 normalno funkcionisanje insulina, sintezu prostaglandina.

Bakar je esencijalan element i za normalnu eritropoezu §to je uoceno od strane Harta i
sar., 1928.god., koji su dokazali da ishrana punomasnim mlekom, dopunjena gvot Den kod
pacova uzrokuje anemiju koja je izleCena dodavanjem bakra u hrani (Hart i sar., 1928).
Nedostatak bakra u organizmu mot e dovesti do anemije jer izaziva losu apsorpciju gvot Dai
smanjuje broj eritrocita, zatim osteoporozu, neuroloske poremecaje, psihozu, poremecaje u
radu srca, smanjuje koli¢inu leukocita i otpornost organizma na bolesti, kao i niz drugih
poremecaja. Simptomi nedostatka su: izmenjeni sréani ritam, gubitak kose, osecaj slabosti
organizma. Kod odojcadi nedostatak bakra utiCe na usporen rast, bledu kotu, anemiju,
dijareju, nedostatak pigmenata u kosi i1 kot 1, ispupcene i proSirene vene. Kod odraslih osoba
nedostatak bakra dovodi do anemija, zadrt avanja vode u organizmu, slabljenja zidova krvnih
sudova, razdrat ljivosti, krtih kostiju, depigmentacije, gubitka kvaliteta kose.

Prekomerno nakupljanje bakra u organizmu dovodi do Wilsonove bolesti, defekt u

procesu ugradnje Cu®" jona u ceruloplazmin (Fuentealba i sar., 2000). Prekomerno
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nagomilani bakar oSte¢uje jetru 1 mozak, Sto dovodi do pojave hepatitisa, psihic¢kih i
neuroloskih simptoma (Scheinberg i sar., 1996). Dokazano je da hroni¢no izlaganje visokim
koncentracijama bakra najvise pogaDajetru (ciroza jetre), bubret ne kanaliée i mozak (Winge
i sar., 1990). Povecan sadrtaj bakra u organizmu Stetno deluje na kardiovaskularni sistem,

dovodec¢i do koronarnih src¢anih bolesti, ateroskleroze, kao i poviSenog krvnog pritiska.
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2.2. Slobodni radikali, oksidativni stres i1 oksidativna

modifikacija biomolekula

2.2.1. Slobodni radikali i mehanizam oksidativnog stresa

Prisustvo slobodnih radikala u biolo§kim materijalima je otkriveno pre nesSto vise od 50
godina. Slobodni radikali su atomi, joni ili molekuli sa jedni ili viSe nesparenih elektrona u
svojoj strukturi, §to ih &ini nestabilnim i veoma reaktivnim. Mogu da reaguju meDusobnoili
sa drugim manje reaktivnim vrstama S§to izaziva niz lancanih reakcija. Konstantno se stvaraju
u malim koli¢inama u ¢elijama tokom odvijanja fizioloskih procesa kao ,,nusprodukti—
metabolizma (oksidativna fosforilacija u mitohondrijama, tzv. tkivno disanje, oksidacijska
hidroksilacija u mikrozomima, autooksidacija razli¢itih molekula, fagocitoza u leukocitima,
oksido-redukcijski procesi u prisustvu metala promenljive valence, u procesu metabolisanja
etanola, u sintezi eikosanoida, u procesu lipidne peroksidacije nezasi¢enih masnih kiselina i u
toku zracenja).

U bioloskim sistemima slobodni radikali su uglavnom kiseoni¢ne vrste: superoksid anjon
radikal (O,), vodonik peroksid (H,O,), hidroksilni radikal (OH’), perhidroksil radikal
(OOH"), alkoksil radikal (RO), peroksil radikal (ROO") i drugi. Nastajanje hidroksilnih
radikala (OH¢), najreaktivnijih kiseoni¢nih radikala, vezano je za Haber-Weiss-ovu reakciju u
kojoj reaguju H,O, 1 Ose, kao 1 za Fenton-ovu reakciju koja se odnosi na razgradnju H>O; u
prisustvu metala sa promenjivom valencom (Fe*/Fe*™ i Cu’/Cu®") (Sodeman i sar., 2000).

Metali sa promenljivom valencom (gvot Dei bakar) su uglavnom vezani za transportne,
deponujuce 1 funkcionalne proteine, zbog ¢ega ih u slobodnom stanju transportni protein—
¢elijska membrana-citozol-mitohondrije-feritin ima u vrlo niskim koncentracijama ¢ime je i
njihova slobodno radikalska toksi¢nost smanjena, s obzirom da samo slobodni metali mogu
da uDuu Fentonovu reakciju. Kada se njihova koncentracija poveéa, uéi ée u reakciju sa
vodonik peroksidom i produkovati hidroksilni radikal. U fiziolo§kim uslovima Haber-Weiss-
ova reakcija se sporo odvija, ali se u prisustvu metala odvija se Fentonova reakcija uz
produkciju reaktivnog hidroksilnog radikala i posledi¢nu toksi¢nost.

Slobodni radikali imaju sposobnost ostecenja skoro svih biomolekula u ¢eliji, narusavanja

meDumolekulskh veza i poremecaja fluidnosti i propustljivosti ¢elijske plazma membrane
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(Cross 1 sar., 1987). U reakcijama sa drugim biomolekulima npr. proteinima, lipidima i
nukleinskim kiselinama dolazi do promena u strukturi i funkciji ovih jedinjenja tako da
nastaje oSteenje 1 smrt celije (Halliwell, 1991). Antioksidativni sistem omogucava
eliminaciju slobodnih radikala iz organizma. Toksi¢ni efekti delovanja slobodnih radikala se
mogu podeliti u tri grupe: a) pomeranje intracelijskog redoks stanja, b) oksidativna
modifikacija lipida, proteina i DNK i c) aktivacija gena.

Reaktivni oblici kiseonika uzrokuju oksidativna oste¢enja biomolekula (lipida, proteina,
DNA) (Freidovich, 1999; Yun-Zhong i sar., 2002). Reaktivni oblici kiseonika imaju klju¢nu
ulogu u patogenezi starenja i sa starenjem povezanih oboljenja. S druge strane, dokazano je
da su radikali kiseonika uklju¢eni u biohemijske aktivnosti ¢elija kao Sto je signalna
transmisija, genska transkripcija i druge (Massaad i Klann, 2010).

Oksidativni stres nastaje zbog povecane proizvodnje reaktivnih oblika kiseonika
(Parkinsonova i1 Alchajmerova bolest) ili smanjene sposobnosti ¢elija da ga neutraliSu preko
svojih unutrasnjih antioksidanasa (npr. mutacija gena za superoksid dizmutazu kod
amiotrofi¢ne lateralne skleroze). Jedna od najprihvacenijih teorija starenja koju je 1956.
godine postavio Harman jeste teorija ,,slobodnih radikala—koja podrazumeva akumulaciju
oksidativnih o3teéenja biomolekula sa starenjem, §to naruSava ravnotetu izmeDu
prooksidanasa i antioksidanasa u korist prvih koji dovode do oksidativnog stresa (Harman,
1956).

Na molekularnom nivou, koncetracije reaktivnih jedinjenja kiseonika se mogu povecati
do visokih nivoa u nekim patoloSkim procesima ali tamo gde postoji deficijencija
antioksidanasa, 1 mogu reagovati sa ¢elijskim konstituentima i izazvati oste¢enje, poremecaj
funkcija ili propadanje Celija. Literaturni podaci ukazuju na povezivanje reaktivnih jedinjenja
kiseonika sa patolokim oSteéenjima koja se viDgu u mnogim bolestima. Kao najizrat eniji
negativni efekat delovanja slobodnih radikala u literaturi se navodi oksidacija viSestruko
nezasi¢enih masnih kiselina sadrtanih u celijskim membranama, poznata kao lipidna
peroksidacija, tokom koje se oStecuje plazma membrana. Krajnji proizvod lipidne
peroksidacije je malondialdehid (MDA), koji sluti kao biohemijski marker stepena
oksidativnog oSte¢enja celijskih membrana. Ovaj produkt lipidne peroksidacije mote da
reaguje sa slobodnim SH i NH, grupama aminokiselina, peptida, proteina, nukleotida i
fosfolipida, ¢ime menja njihove osobine (PorDevi¢ i sar., 2000).

Tokom evolutivnog razvoja organizma uspostavljen je specifi¢an odbrambeni sistem od
eventualnog Stetnog delovanja slobodnih radikala, koji je oznacen kao antioksidativni sistem.

Antioksidansom se smatra svaka supstancija koja, prisutna u manjoj koncentraciji u odnosu

34



na supstancije koje se oksidiSu, mote da spreci ili zna¢ajno umanji njthovu oksidaciju. U
fizioloSkim uslovima postojanje antioksidativnog sistema =zaStite u celiji sprecava
ispoljavanje toksicnih efekata slobodnih radikala. Ovaj sistem ima za cilj sprecavanje
formiranja slobodnih radikala, njihovo uklanjanje ili zaustavljanje lancane reakcije. Prema
prirodi 1 naCinu delovanja antioksidansi se mogu podeliti na: enzimske (superoksiddizmutaza,
katalaza, glutation reduktaza, glutation-S-transferaza i dr.) i neenzimske (glutation, vitamini
A, C i E, albumini, ceruloplazmin, transferin, bilirubin, mokraéna kiselina i dr.) (Dorf)evié,
2000).

Sve dok postoji ravnoteta izmeDuprodukcije slobodnih radikala i antioksidativne zastite
¢elije slobodni radikali ne ispoljavaju Stetan efekat. Prekomerno stvaranje slobodnih radikala
(iznad fizioloSkog nivoa) 1i/ili smanjenje koncentracije antioksidanasa dovode do
oksidativnog oStecenja tkiva, koje se naziva i oksidativni stres.

Oksidativni stres dovodi do poremecaja mitohondrijalnog transporta elektrona, ¢iji je
krajnji ishod oStecenje Celije (nekroza) ili programirana Celijska smrt (apoptoza). Izraten
oksidativni stres mote prouzrokovati osteCenje Celija i njihovu smrt (Halliwell, 1991). U
zavisnosti od disbalansa, potroSnje i1 obnavljanja antioksidantnih enzima i koli¢ine
produkovanih slobodnih kiseoni¢nih radikala, zavisi i da li ¢e se 1 u kojoj meri razviti
oksidativni stres. Slobodni radikali i oksidativni stres odgovorni su i za proces starenja

organizma (Hensley 1 sar., 2000).

2.2.2. Oksidativna modifikacija DNK

Molekul DNK predstavlja hemijsku osnovu nasleDivaja kod svih prokariotskih i
eukariotskih celija. Promene strukture DNK dovode do genetskih greSaka-mutacija,
kancerogeneze ili apoptoze Celija (programirane ¢elijske smrti). Pored mnogobrojnih faktora
koji mogu ispoljiti mutageni efekat, najve¢i znaCaj pripada slobodnim radikalima. Efekti
mogu biti trenutni ili odlot eni, 1 time se preneti na potomstvo. To ¢ini DNK molekul bioloski
najvat nijim mestom za delovanje slobodnih radikala.

Iako je DNK bioloski najvat niji target za delovanje reaktivnih kiseonikovih radikala, nisu
svi tipovi radikala podjednako toksi¢ni i ne deluju na jedinstven nacin. Superoksidni anjon je
slabo reaktivan, dok je hidroksilni radikal vrlo reaktivan (Henle i sar., 1997; Imlay 1 sar.,
1988; Linn, 1998; Henle i sar., 1996). Moguce je i da do redukcije metala sa promenljivom
valencom doDena samoj povr$ini DNK gde se vezuju za fosfodiestarsku osu DNK. Uloga

gvot Da je potvrDaia protektivnim efektima razligitih helatora (Mello-Fihlo i sar., 1985).
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Indirektne producente radikala predstavljaju inhibitori antioksidativnog sistema i
niskomolekulskih sulhidrilnih komponenti (Fridovich, 1978; Arrick 1 sar., 1982; Cerutti
1985).

Oksidativno oste¢enje DNK dovodi do: prekida lanca DNK, interakcije baza unutar jedne
spirale, interakcije baza izmeDudve razli¢ite spirale, izmena baza, gubitak baza, modifikacija
baza, stvaranje pirimidin dimera, stvaranje fotoprodukata, stvaranje prepreka unutar DNK,
interakcija sa proteinima, interakcija sa lipidnim peroksidima (MDA) ili oksidativne
modifikacije dezoksiriboze §to dovodi do patoloskih promena i pojave bolesti.

Oksidativnu modifikaciju DNK mogu izazvati razli€iti agensi. Jedan od njih su metali sa
promenljivom valencom koji ucestvuju u stvaranju hidroksilnog radikala. Ukoliko Fentonova
reakcija zahvati dezoksiribozu dolazi do oduzimanja vodonika, prekida se struktura DNK i
oslobaDase baza i dezoksiribozohidroperoksid, koji se prevodi u MDA, §to je ilustrovano na

slici 2.1.

Slika 2.1. Sekvence dogaDaja DNK ostecenja posredovanih Fentonom reakcijom

(Pordevi¢, 2000)

Oksidativna modifikacija DNK produktima lipidne peroksidacije kao $to je MDA veoma
je opasna, jer skavengeri radikala nisu u stanju da zaustave ovaj proces, mutageni i
kancerogeni efekti su jako izrateni. Prema literaturnim podacima smatra se da je delovanje

ozona, gama radijacije, unosa nezasic¢enih masnih kiselina podlot nih peroksidaciji upravo na
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ovaj nacin mutageno (Slater, 1984; Pryor, 1973; Levin i sar., 1986; Greenstock 1 sar., 1981;
Harper 1 sar., 1982).

Mehanizmi DNK reparacije su: direktna reverzija, reparacija putem isecanja i
rekombinacija. Najvatniji enzimi koji u€estvuju u reparaciji DNK su: DNK endonukleaze,
AP endonukleaza, Pirimidin—hidrat-DNK glikozilaza, DNK polimeraze, p-liaza, d-liaza,
Dezoksifosfodiesteraza, DNK ligaze i dr. (Birnboim, 1982). Endonukleaze su od znacaja u
isecanju oksidativno modifikovanih derivata timina. Ovaj tip endonukleaza je kod bakterija

oznacen kao endonukleaze tipa III, a kod sisara kao y—endonukleaze.

Slika 2.2. Vrste oksidativnih oSte¢enja DNK (Bohr, 1989)

Postoji moguénost raspoznavanja i isecanja derivata oksidativne modifikacije adenina,
Endonukleaza specificno raspoznaje nukleotid 1 u celosti ga iseca u oblasti 3" 1 5’
fosfodiesterske veze. Tako se stvara praznina od samo jednog nukleotida (Dizdaroglu, 1986).
Superoksid anjon je u stanju da indukuje sintezu endonukleaze IV. U reparaciji putem
isecanja nukleotida znaCajno mesto zauzimaju i egzonukleaze, koje uklanjuju nesparene
ostecene krajeve DNK lanca. Reparacija isecanjem baze mote i¢i 1 tako Sto se vrSi isecanje
glikozidne veze putem enzima DNK glikozilaze, koji prepoznaju oSteCenu bazu 1 iseca njenu

vezu sa dezoksiribozom (Dodson i sar., 1994; Sancar, 1996). Nedostatak nekog od ovih
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enzima mote dovesti do promene u reparaciji DNK, tako da su takve celije podlotnije

mutacijama, odnosno osetljivije na delovanje slobodnih radikala.

2.2.3.0ksidativna modifikacija proteina

Oksidativna modifikacija proteina je promena koja je izazvana reaktivnim
intermedijatima slobodnih radikala 1ili njihovim krajnjim produktima. Oksidativna
modifikacija proteina mote biti izazvana produkcijom radikala od strane razlicitih agenasa i
sistema: hemijski agensi (H,0O,, Fe2+, 02_, ONOO, HOBEr), aktivisani fagociti (-exidative
burst”), gama radijacija u prisustvu kiseonika, lipidni peroksidi (MDA), mitohondrije
(elektron transportni sistem), enzimi oksidoreduktaze, neki lekovi i njihovi metaboliti. U
procesu oksidativne modifikacije proteina menja se njihova struktura, $to dovodi do izmene
funkcionalne aktivnosti. Reakcije modifikacije strukture proteina pod dejstvom slobodnih
radikala odvijaju se in vivo uslovima i odgovorne su za fizioloski proces starenja, degradacije
1 obnavljanja proteina, kao i za regulaciju aerobnog 1 anaerobnog metabolizma. Modifikacija
proteina je brza i linearna tako da je senzitivniji parameter oksidativne modifikacije
biomolekula nego lipidna peroksidacija (Stadtman, 1990; Stadtman, 1986; Stadtman, 1990).

U ¢eliji je dokazano viSe sistema koji vrSe oksidativnu modifikaciju proteina. Zajednicki
naziv za njih je MFO, §to znaci oksidazni sistemi meSovite funkcije, a kako obi¢no sadrte
neki metal, reakcije se oznacavaju kao MCO ili oksidacije katalizovane metalima. Metali koji
mogu da produkuju slobodne radikale 1 oStecuju tkiva su npr. kadmijum, hrom, olovo, tiva,
nikl 1 vanadijum.

U toku oksidativne modifikacije proteini menjaju primarnu strukturu, kao posledicu
modifikacije pojedinih aminokisleina, ili kompletnog gubitka neke aminokiseline. Kao
kosenkvenca nastaje i gubitak sekundarne i tercijarne strukture prac¢en agregacijom ili
fragmentacijom proteina. Stepen 1 tip efekata na proteinima u velikoj meri zavisi od vrste
radikala koji se u reakcijama oslobaDgu kao i od dut ine ekspozicije. Na osnovu toga izvriena
je sledeca podela mogucih modifikacija:

1. modifikacija primarne strukture proteina kao posledica: modifikacije pojedinih
aminokiselina, gubitka pojedinih aminokiselina, agregacije proteina i1 fragmentacije proteina,

2. modifikacija sekundarne i tercijarne strukture proteina koja dovodi do: promene
rastvorljivosti (jaca hidrofobnost ili hidrofilnost) i promena naelektrisanja (ka pozitivnijem ili
ka negativnijem). Promene fizicko-hemijskih svojstava proteina ogledaju se i u smanjenju

termicke stabilnosti, promeni viskoznosti i promeni fluorescencije.
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Oksidativna modifikacija aminokiselina ¢esto dovodi do nastanka nekih drugih oblika
aminokiselina, $to uti¢e na funkcionalnu aktivnost samog proteina. U ¢eliji se i prirodno
desavaju oksidacije koje dovode do stvaranja derivata aminokiselina, koje mogu uéi u dalje
metabolicke puteve. Posledice oksidativne modifikacije proteina su: gubitak enzimske
aktivnosti, gubitak funkcije proteina, gubitak aktivnosti kao inhibitora proteaza, agregacija
proteina, gubitak imunoloSke funkcije, neprepoznatljivost od strane odgovarajuc¢ih receptora,
gubitak osetljivosti na proteolizu, modifikovana genetska transkripcija, povecana
imunogenost i dr. Oksidativha modifikacija proteina je patoloski poremecaj kod brojnih
stanja 1 bolesti.

Pojedine proteinske sekvence predstavljaju ciljno mesto za delovanje slobodnih radikala.
Takva serkvenca je histidin-cistein-histidin. Ova sekvenca se dovodi u vezu sa oksidativnom
modifikacijom proteina posredovanu metalima sa promenljivom valencom kao §to su bakar i

gvot De

Kompleks—Cu*" + H,0, — Kompleks—Cu*" + H,0" +H"

Oz_. + HzOz — 02-. + OH +OH.

Na delovanje radikala je posebno osetljiv hemoglobin. U prisustvu superoksidnog
radikala dolazi do promena u strukturi hemoglobina. Jedan od derivata oksidativne
modifikacije proteina spada i kompleks proteina sa nekim neproteinskim jedinjenjima, kao
Sto je kompleks sa produktom lipidne peroksidacije (malondialdehidom).

Stepen oksidativne modifikacije proteina je moguce detektovati kroz koli¢inu slobodnih
amino-kiselina ukoliko se one ne produkuju na drugi nadin u ¢éeliji, ili kroz odreDivanje
sulfhidrilnih grupa. U procesu oksidativne modifikacije proteina mogu nastati i karbonil
radikali, koji se uobi¢ajeno nazivaju karbonilne grupe, a odreDivanje njihove koncentracije
mote biti jedan od pokazatelja oksidativne modifikacije proteina. Isti se mogu odreDivati
spektrofotometrijski, fluorimetrijski ili RIA (radioimunolo$skim) metodama (Oliver, 1987;
Hikerji, 1990; Kellogg 1 sar., 1977; Fagan i sar., 1986; Wolff i sar., 1986; Schuessler 1 sar.,
1983).
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2.2.4. Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija je oksidativno oSte¢enje koje =zahvata celijske membrane,
lipoproteine 1 druge molekule koji sadrte lipide u uslovima postojanja oksidativnog stresa
(Halliwell, 1985; Kagan, 1988; Slater, 1984). Lipidi celijske membrane (fosfolipidi,
glikolipidi i holesterol) predstavljaju najcesce supstrate oksidativnog ataka. lako najcesci
negativni fenomen delovanja slobodnih radikala, proces lipidne peroksidacije predstavlja
samo jednu konsekvencu oksidativnog stresa prisutnog u celiji pri neadekvatnom bilansu
stvaranja 1 eliminacije slobodnih radikala. Lipidna peroksidacija je jedan od najbolje
proucenih procesa oSte¢enja celije u uslovima oksidativnog stresa (Farber i sar., 1990;
Halliwell, 1984). Lipidna peroksidacija kao radikalski inicirana lancana reakcija je
samopropagiraju¢a u celijskoj membrani i nastaje delovanjem slobodnih radikala na
nezasi¢ene masne kiseilne u membrana celija dovode¢i do njihovog osteéenja. Izolovane
oksidativne reakcije mogu imati duboke efekte na funkciju membrane. Peroksidacija
membranskih lipida se uglavnom javlja kao posledica oksidativnog stresa u intaktnoj celiji.
Slobodni radikali su inicijatori i terminatori procesa lipidne peroksidacije (posebno
superoksid anjon radikal) (McCord, 1995).

Lipidnu peroksidaciju uzrokuje hidroksilni radikal (OHe), kao 1 drugi radikali (npr.

superoksidni) koji mogu pokrenuti proces oksidacije nezasi¢enih masnih kiselina.

HOz' + ROOH — ROz‘ + H202

Jednom pokrenuta reakcija peroksidacije nastavlja se autokataliticki, ima progredijentni
tok, a kao krajnji ishod ima strukturno-funkcionalne promene supstrata. Lipidna peroksidacija
ima 3 faze: inicijaciju, propagaciju i terminaciju (Stefani sar., 2007). Inicijacija procesa
lipidne peroksidacije podrazumeva oduzimanje atoma vodonika od strane radikala
kiseoni¢nog porekla visokog oksidacionog potencijala (OH 1 O,), iz metal grupe (-CH»-) koja
se nalazi u a polotaju od mesta dvogube veze u ugljovodoni¢énom lancu nezasi¢ene masne
kiseline, pocetna reakcija je na slici 2.3. S obzirom, da je nastajanje i dalja razgradnja
primarnih produkata lipidne peroksidacije klju¢no mesto za proces razgranjavanja i dalje
propagacije lipidne peroksidacije, njihova detoksikacija predstavlja limitiraju¢u reakciju u
terminaciji ovog autokatalitickog oksidativnog ataka. U procesu detoksikacije lipidnih

hidroperoksida, koji podrazumevaju isecanje oksidativno modifikovane nezasi¢ene masne
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kiseline ili alkohola nastalog redukcijom lipidnih hidroperoksida, kao i repariranje postojeceg
defekta (PorDevié i sar., 2000).

Za iniciranje lipidne peroksidacije i Fentonovu reakciju neophodno je prisustvo Fe’* i
Fe*" u odnosu 1:1. Peroksidacija dovodi do naruSavanja barijerne funkcije membrane,
povecava propustljivost za vodu, jedno i dvovalentne jone, a kod vec¢ih oSte¢enja i
visokomolekularnih ~ jedinjenja. Oste¢enje membrane lizozoma uslovljava izlazak
hidroliti¢kih enzima, dok naruSavanje strukture membrane mitohondrija dovodi do
oslobaDaija Ca*" i aktivacije Ca’’-zavisnih enzima. Proces peroksidacije lipida smanjuje
hidrofobnost lipidnog dvosloja, $to menja afinitet i interakciju proteina sa lipidima, procesa
esencijalnih za odvijanje velikog broja funkcija membranskih proteina kao S§to su: deljenje,
diferencijacija, endocitoza, fagocitoza, egzocitoza, transport jona i materija, prijem i prenos
signala, meDuélijski kontakt i homeostaza ¢elije u celini (Nikolson i sar., 1978; Bellomio i
sar., 1985; Thomas i sar., 1989).

Lipidna peroksidacija smanjuje fluidnost bioloskih membrane (Richard i1 Thayer, 1983)
Sto rezultira pojaCanom propustljivoséu za jednovalentne i dvovalentne jone (Myung-Suk i
sar., 1987; Gubsky i sar., 1990) i inaktivacijom membranskih enzima. Fragmentacija lanaca
masnih kiselina do intermedijera tipa aldehida i kratkolancanih isparljivih ugljovodonika
dovodi do gubitka integriteta membrana, dok ruptura lizozomskih membrana dovodi do
oslobaDanja hidrolitickih enzima koji dalje oSte¢uju éeliju (Fong, 1973). Proces lipidne
peroksidacije inicira odumiranje ¢éelija (Nikolson, 1978; Korsmeyer, 1995). MeDutim,
toksicni efekti ovog procesa prisutni su uvek pri neadekvatnom bilansu prooksidativnih i
antioksidativnih faktora celije (Halliwell i sar., 1992). Osim negativnih dejstava, proces
lipidne peroksidacije reguliSe jonski transport u mitohondrijama (Kagan, 1988).

U toku procesa lipidne peroksidacije nastaju primarni visokoreaktivni intermedijeri: alkil
radikali, konjugovani dieni, peroksi- i alkoksi-radikali, kao i lipidni hidroperoksidi §to je
ilustrovano na slici 2.4. Daljom razgradnjom ovih primarnih produkata nastaju sekundarni
produkti lipidne peroksidacije: kratkolancani isparljivi ugljovodonici, aldehidi, 4-hidroksi-
2,3-transnonenal 1 4,5-dihidroksidecenal 1 krajnji proizvod lipidne peroksidacije,
malondialdehid.

Metali sa promenljivom valencom mogu na dva nacina biti uklju€eni u proces lipidne
peroksidacije. Prvo, mogu je inicirati stvaraju¢i hidroksilni radikal u Fentonovoj reakciji

(Aruoma i sar., 1989).
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Slika 2.3. Inicijacija 1 propagacija procesa lipidne peroksidacije

(Halliwell 1 Gutteridge, 1985)

Drugo, kada se joni metala dodaju lipidnim sistemima koji ve¢ sadrte perokside, oni
prevode perokside u peroksil i1 alkoksil radikale koji dalje mogu adirati vodonik, ¢ime se
propagira proces lipidne peroksidacije. Krajnji produkti delovanja metala na lipidne
perokside su citotoksi€éni MDA, 4-hidroksinonenal i gasovi etan 1 pentan (Steinberg 1 sar.,
1990; Traysman i sar., 1991; Weitzman 1 sar., 1990).

Malondialdehid (MDA) nastaje kao krajnji proizvod procesa lipidne peroksidacije (slika

2.3.), koji se mot e predstaviti i u enolnom obliku:

CH,(CHO), — HOCH=CH-CHO

Ovo jedinjenje je reaktivni aldehid koji izaziva oksidativni stres u ¢elijama i biomarker je
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nivoa oksidativnog stresa u organizmu ili pojedinim organima. MDA pokazuje izrazite
citotoksi¢ne efekte. Reakcija izmeDu MDA i proteina, RNK, DNK ili fosfolipida mote
dovesti do modifikacije ovih supstrata i oSteCenja Celijskih membrana i intracelularnih
molekula (Sreejayan i sar., 1999). Krajnji proizvod lipidne peroksidacije (MDA) kada se vete
za DNK, stvara tzv. "DNK radikale" koji su odgovorni za nastanak mutacija. MDA je
reaktivan potencijalni mutagen i karcinogen. MDA takoDe inhibira brojne tiol zavisne
enzime: glukozo 6 fosfatazu, Na" K -ATPazu, adenilat ciklazu, Ca**-ATPazu (Slater, 1984).
Stepen lipidne peroksidacije procenjuje se merenjem nivoa MDA u razli€itim tkivima (Yiin i

sar., 1995).

Slika 2.4. Nastajanje, metabolizam 1 detoksikacija lipidnih hidroperoksida
(Groitti, 1998)

Pored porasta koncentracije MDA, mote se registrovati 1 prisustvo pentana npr. u
izdahnutom vazduhu kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom (Humad 1 sar., 1988),
akutnim infarktom miokarda (Weity i sar., 1991), multiplom sklerozom (Toshiniwal i sar.,
1992), respiratornim distres sindromom (Drury i sar., 1997). Povecana eliminacija etana
zabeletena je nakon totalnog (Arterbery i sar., 1994), kao 1 kod pacijenata sa akutnim

ulceroznim kolitisom (Sedghi i sar., 1994).
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Malondialdehid (MDA) i1 drugi aldehidi mogu da reaguju sa amino-grupama proteina
formiraju¢i intramolekulske kovalentne i vodoni¢ne veze menjajuc¢i na taj nacin njihova
strukturno-funkcionalna svojstva (Nair i sar., 1986). Proizvodi lipidne peroksidacije se lako
detektuju odreDeiim spektrofotometrijski metodama i koriste se za merenje nivoa
oksidativnog stresa, najéei¢e se odreDuje koncetracija malondialdehida (Andreeva i sar.,
1988). Povecane koncentracije MDA ukazuju na prisustvo oksidativnog stresa zbog
naru$avanja ravnotet e izmeDu pooksidativnog i antioksidativnog sistema.

Lipidna peroksidacija je najizrateniji negativni mehanizam u delovanju RVK, koji se
zavrSava ireverzibilnim oSte¢enjima funkcije i strukture celijske membrane kod coveka,
tivotinja 1 biljaka. Krajnji produkt pokazatelja nivoa lipidne peroksidacije su TBA reagujuce
supstance (TBARS-tiobarbiturne reagujuce supstance) (Pavlovi¢ i sar., 2006). U ovom
procesu posrednu ulogu imaju toksicni metali koji doprinose produkciji reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta 1 blokiranju —SH aktivnih grupa enzima kao 1 moguce interakcije preko —S

donor atoma istih koje vode do graDaja kordinativno kovalentnih struktura tipa —S—M.
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2.3. Antioksidansi u procesu oksidativne modifikacije

biomolekula

2.3.1. Antioksidansi u bioloSkim sistemima

Proces oksidativne modifikacije proteina, ugljenih hidrata, DNK 1 lipida je ustvari
ostecenje Celije, naroCito Celijske membrane. U fizioloskim procesima dolazi do stvaranja
slobodnih radikala, zbog ¢ega je tokom evolutivnog razvoja uspostavljen zastitni sistem, gde
sveukupnost svih antioksidanata u organizmu coveka ¢ini antioksidativni = sistem.
Antioksidanti predstavljaju sve supstance koje, prisutne i u maloj koncentraciji u odnosu na
supstance koje se oksidisu, mogu da sprece ili znac¢ajno smanje njihovu oksidaciju (Hallivell,
1990).

Sa funkcionalnog aspekta antioksidativna zaStita organizma obuhvata tri nivoa delovanja.
Prema prirodi 1 na¢inu delovanja antioksidanti se mogu podeliti na enzimske i1 neenzimske.
Enzimi (superoksid-dizmutaza, katalaza, glutation peroksidaza, glutation reduktaza, glutation
S-transferaza) ¢ine tzv. prvu liniju antioksidativne zaStite koji u potpunosti sprecavaju
endogeno stvaranje slobodnih radikala. Ovaj nivo zadtite je obezbeDax prostornom
razdvojenoS¢u procesa u kojima se stvaraju slobodni radikali. Neenzimski antioksidanti
predstavljaju sekundarnu liniju odbrane koja podrazumeva angat ovanje sistema u uslovima
normalnog 1 pojacanog stvaranja slobodnih radikala (Hallivell i sar., 1992).

Ova velika grupa neenzimskih antioksidanata, razli¢itih po strukturi, obuhvata prirodno
endogene produkte Celija, nutritivne egzogene materije i sintetske produkte tj. farmakoloski
aktivne supstance. U neenzimske antioksidante spadaju: vitamin E, vitamin C, tiolova
jedinjenja (glutation, liponska kiselina, metionin, cistein), dihidroliponska kiselina, albumin,
metalotionein, bilirubin, mokra¢na kiselina, estrogeni, kreatinin, koenzim Q, poliamini,
karnozin, taurin 1 nejgovi prekusori, B-karoteni, flavonoidi 1 druga fenolna jedinjenja biljnog
porekla. Vitamin E je neenzimski lipofilni antioksidant Siroko rasprostranjen u prirodi, kako u
biljkama tako i u tivotinjama. Covek ne mot e da sintetide vitamin E tako da je on esencijalni
antioksidant koji se unosi hranom. Najvecu aktivnost i najzastupljeniju formu vitamina E u

hrani poseduje d-a-tokoferol. To je najefikasniji lipofilni antioksidant u bioloskim
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membranama jer omogucava njihovu stabilnost, a modulacijom puteva signalne transdukcije
modifikuje ¢elijski odgovor na oksidativni stres. Antioksidativna svojstva vitamina E dolaze
do izrat aja u prevenciji i smanjenju komplikacija kod mnogih bolesti (Stampfer i sar., 1993;
Tagami i sar., 1999).

L-askorbinska kiselina (vitamin C) je najefikasniji hidrosolubilni antioksidant. Stvara se u
biljkama, nekim tivotinjama, dok se kod coveka ne mote sintetisati. Lako se redukuje
(Bendich i sar., 1986). Prisustvo L-askorbinske kiseline u krvnoj plazmi efikasno sprecava
oksidaciju lipida plazme, pri ¢emu su antioksidativni efekti ovog vitamina i brzina njegove
reakcije sa peroksi radikalom ve¢i u odnosu na druge antioksidante (Sies i sar., 1992).
Antioksidativna aktivnost vitamina C bazirana je na njegovoj sposobnosti da neutraliSe
mnoge intermedijere i produkte slobodno radikalskih procesa. L-askorbinska kiselina
pokazuje i prooksidativna svojstva jer redukuje metale promenljive valence (Halliwell, 1983;
Davison i sar., 1986).

Farmakoloski aktivne supstance su: nesteroidni antiinflamatorni lekovi, blokatori
kalcijuma, alopurinol, N-acetilcistein, ACE inhibitori i desferoksamin, takoDe ostvaruju
neenzimsku antioksidativnu zastitu preko razli¢itih mehanizama (Pordevi¢, 2000).

Tre¢i nivo antioksidativne zaStite ostvaruju enzimski antioksidanti koji ucestvuju u
reparaciji nastalog oksidativnog oStecenja lipida, proteina, ugljenih hidrata i nukleinskih
kiselina. Enzimi odgovorni za reparaciju i1 uklanjanje oksidisanih supstrata su: endo- i1
egzonukleaze, DNK-ligaze, DNK polimeraze, klasicna 1 fosfolipid-zavisna glutation
peroksidaza, fosfolipaza A2, razni proteoliticki enzimi, metionin-sulfoksid-reduktaza,
glikozilaze i drugi (Ursini i Bindoli, 1984; Sevaniani Kim, 1985; Davies, 1986; Cotgreave i
sar., 1988; Linn, 1998).

2.3.2. Bioligandi

Metali koji imaju bitnu 1 nezamenljivu ulogu u tivotnoj aktivnosti organizama su
biometali. U biometale spadaju: natrijum, kalijum, magnezijum, kalcijum i d-metali: gvot Dg
kobalt, bakar, cink, molibden i mangan. Prema nekim misljenjima u biometale treba ukljuciti
1 vanadijum, hrom, nikal i kadmijum. Za biometale iz serije d-metala karakteristicna je
sposobnost da lako grade kordinaciona jedinjenja sa molekulima iz neposrednog okrut enja,

ostvaruje kordinacija M-L (metal-ligand) i graDaje kompleksnih &estica tipa [MLn].
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Prosti ligandi sa jednim donor atomom su monodentatni: H;O, CI', ROR, RSH 1 drugi.
Tipi¢no bidentatni ligandi su NO5", COs>, RCOO", aminkiseline i drugi. Kiseonik i reaktivne

kiseoni¢ne vrste mogu da se vezuju i kao mondentatni i bidentatni ligandi (Nikoli¢, 2010).

Slika 2.5. Vezivanje razlic¢itih kiseoni¢nih liganda za Cu-aktivni centar enzima

(Nikoli¢, 2010)

Bioligandi, proteini, nukleinske kiseline imaju viSe donor atoma i mesta preko kojih

ostvaruju koordinaciju sa metalima.

a) Karboksipeptidaze b) Kateholooksidaze

c) Aldehid oksidoreduktaza d) Ksantin oksidaza

Slika 2.6. Sematski prikaz aktivnih mesta nekih enzima sa naglasenom kordinacijom M-L

(Nikoli¢, 2010)
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Stabilnost nagraDaih kompleksa zavisi od ja¢ine interakcije M-L i razli¢ita je za O-, N-
ili S- donor atoma. Kompleksi sa aminokiselinama npr. su stabilniji nego kompleksi sa
peptidima. Redosled stabilnosti zavisi od prirode metala i dat je u nizu:

Ca*" <Mg” <Fe*" <Cd* <Co*"<Zn*"<Cu*'<Fe’" (Crichton, 2008).

2.3.3. Glutation u biolo$kim sistemima

Glutation (GSH) je tripeptid L-y-glutanil-L-cistenil-glicin koji ¢ini 90% ukupnih
neproteinskih sulfidnih jedinjenja celije i1 esencijalni je kofaktor nekih enzima (glutation-
peroksidaza, glutation S-transferaza, glutation transhidrogenaza, glutation reduktaza).
Glutation je takoDe esencijalni kofaktor mnogih enzima, kao §to su: formaldehid
dehidrogenaza, glioksalaza, prostaglandin endoperoksid izomeraza, dehidrohlorinaza i drugi.
GSH je bioloski redoks u metabolizmu eritrocita, a ima ulogu i u transport aminokiselina.
Eritrociti predstavljaju svojevrstan transportni sistem za glutation i njegove konjugate (Dass i
sar., 1992). U procesu konjugacije sa GSH vrsi se njihova ekskrecija u plazmu, odakle se

netoksicna jedinjenja preko tuci ili urina izlucuju u spoljasnju sredinu.

HS
@]
\/\)J\ N
HOOC 7 N N\/COOH
: H

Hz 0]

prall

Slika 2.7. Glutation

Siroko je rasprostranjen u humanim i tivotinjskim tkivima, biljkama i mikroorganizmima.
Glavni izvori glutationa u namirnicama su: brokoli, spana¢, avokado, prokelj, karfiol, kupus i
kelj. Glutation kao tiolno jedinjenje deluje kao antioksidans u ¢eliji (Parke i sar., 1996). Ovaj
tripeptid se nalazi u visokim koncentacijama u skoro svim ¢elijama. Nalazi se u citoplazmi,
jedru 1 mitohondrijama i glavni je rastvorni antioksidans u ovim delovima ¢elije. Glutation je
glavni neproteinski tiol. Ovaj peptid karakteriSe neobicna peptidna veza (neobiCnost se
ogleda u tome $to u rekciju graDaja peptidne veze sa cisteinom ne stupa o ~COOH, veé y —
COOH glutaminske kiseline) koja sprecava nespecifi¢nu desaturaciju hidrolitickim enzimima
koji napadaju normalnu peptidnu vezu.

Koncentracija u ¢eliji od 0,1-10 mmol svrstava glutation u red najzastupljenijih tiolnih
jedinjenja (Meister, 1988). U C¢eliji postoje dva puta glutationa: citoplazmatski i

mitohondrijalni u koje dospeva iz citoplazme. Intracelularna koncentracija glutationa
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regulisana je preko aktivnosti enzima ukljucenih u sintezu (Meister i Anderson, 1983), zatim
preko dostupnosti aminokiselina, posebno cisteina (Bannai, 1984), intenziteta troSenja u

procesu detoksikacije u éeliji kao i preraspodelom GSH izmeDu ogana.

Slika 2.8. Redoks sistem GSH-GSSG

Glutation slut i kao redukujuc¢i agens u mnogim enzimskim i neenzimskim reakcijama. On
se koristi kao kosupstrat u enzimskoj reakciji koju katalizuje glutation peroksidaza, pri cemu
u reakciji nastaje GSSG. Oksidisani glutation, pomocu glutation reduktaze, ponovo
regeneriSe GSH u prisustvu NADPH. Ovaj redoks-ciklus spreCava gubitak GSH. Sinteza
glutationa je determinisana dostupnoScu cisteina, kao 1 aktivno$¢u glutamat-cistein ligaze
(GCL). Brzina sinteze ovog regulatornog enzima odrelena je brojem translacionih ciklusa
mRNK za pomenuti enzim, kao i stabilno$¢u iste mRNK. Aktivnost GCL holoenzima mote

biti regulisana S-nitrozacijom, fosforilacijom 1 oksidacijom.

Slika 2.9. Sematski prikaz funkcije GSH kao antioksidansa

Glutation se mot e naci u ¢elijama, kao u€esnik metabolizma, transporta 1 zastite u celiji.

On ucestvuje u redukciji disulfidnih 1 drugih molekula, kao i konjugaciji sa jedinjenjima
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egzogenog 1 endogenog porekla. Na taj nacin on Stiti ¢eliju od Stetnog dejstva slobodnih
kiseonicnih radikala. Osnovna uloga glutationa kao znaCajnog antioksidansa ostvaruje se
direktnim ukljanjanjem slobodnih radikala kroz neenzimsku reakciju, glutation zavisnom
redukcijom H,O, i drugih hidroperoksida uz glutation peroksidazu i1 detoksikacijom
ksenobiotika i1 elektrofila uz glutation S-transferazu. H,O, stvoren u polimorfonuklearnim
¢elijama kao odgovor na stimulus ima sposobnost destrukcije endotelnih Celija, fibroblasta,
epitelnih ¢elija pluca, Sto uslovljava razvijanje antioksidativnog odgovora, aktivaciju katalaze
1 glutation redoks sistema.

Zbog prisutne reaktivne sulfhidrilne grupe iz molekula, glutation spada meDu osnovne
ucesnike u ¢elijskom antioksidativnom sistemu. Atom sumpora u sulfhidrilnoj grupi se lako
prilagolava gubitku jednog elektrona i dutina tivota tiol radikala mote biti dosta duta od

tivota drugih slobodnih radikala.

oksidacija: O, + H + GSH — GS¢ + H,0;

jonizacija: GSH — GS™ + H'

Pri fizioloskim uslovima za oderDani pH, sulfhidrilne grupe mogu i da se delimigno
jonizuju, stvarajuci na taj nacin tiolatni anjon koji je reaktivniji nukleofil (odgovoran je za
reakcije tiola u metabolizmu ksenobiotika). Reakcije sulthidrilnih grupa u toku oksidativnog
stresa ukljucuju slucajeve u kojima su vatni i sumporni radikali i tiolatni anjoni.

Antioksidativna uloga glutationa ogleda se u usporavanju procesa starenja, aterogeneze,
mutageneza 1 kancerogeneze. GSH je znacajan faktor prevencije mutagenog dejstva raznih
kancerogena. Stoga je glutation jedan od najmo¢nijih antioksidanata, a ujedno je i regulator
drugih antioksidanata. Na osnovu rezultata odreﬁvanja GSH, kod komarca, musice, miSeva,
pacova i ¢oveka, postoje pretpostavke da sa starenjem dolazi do opadanja koncentracije istog
Sto predstavlja mogu¢i kljuc¢ starenja i pojave raznih patoloskih stanja (Sohal i sar., 1996).
Smatra se da nivo glutationa u toku starenja opada izmeDuostalog, i zbog poveéanog unosa
polinezasi¢enih 1 delimi¢no hidrogenizovanih biljnih masti i preterane izlot enosti toksi¢nim
supstancama kao Sto su: lekovi 1 pesticidi.

Glutation ucestvuje 1 u drugim metabolickim funkcijama celije kao Sto su: redukcija i
izomerizacija disulfidnih veza u strukturnim 1 funkcionalnim proteinima, odrtavanje redoks
puferskog sistema celije, sinteza leukotriena i1 prostaglandina, sinteza cisteina, odrtavanje

integriteta Celijske membrane (aktivni transport supstrata i jona, homeostaza Ca®",
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stabilizacija receptora, aktivnost citoskeleta), (Meister, 1973), transport aminokiselina kroz
¢elijsku membranu (bubretni tubuli, sluzokota tankog creva i motdani horionski pleksusi)
(Wendel i sar., 1981).

Iako se uloga glutationa najceSée vezuje za zastitu Celije od aktivnih slobodnih radikala,
glutation ucestvuje 1 u regulaciji razli¢itth drugih procesa, na primer u detoksikaciji
ksenobiotika, sintezi eikosanoida, sintezi nukleinskih kiselina i belancevina, u celijskoj
signalizaciji, proliferaciji i diferencijaciji (Shan i sar., 1990; Meister 1988; Pavlovi¢ i sar.,
1994). Glutation je prisutan samo u aerobnim organizmima.

Nivo GSH u razli¢itim organima odreDa je dinamikom meDuoganske preraspodele GSH
1 njegovih intermedijera (Bannai 1 sar., 1986; Mimi¢, 1994). Sposobnost ekskretovanja GSH
iz razli¢itih organa, posebno iz jetre (Anderson i sar., 1980; Ookhtens i sar., 1998)
determinise vecu koncentraciju GSH u intersticijumu u odnosu na koncentraciju u plazmi, §to
predstavlja esencijalni faktor u zastiti celijske membrane od oksidanata u njenom
neposrednom okrutenju. Ekskrecijom GSH u perifernu krv omoguceno je ponovno
koriS¢enje prekusora za njihovu sintezu. S obzirom da je jetra znacajan izvor GSH za druga
periferna tkiva, intezivan metabolizam ksenobiotika u ovom organu, koji dovodi do pada
koncentracije GSH, rezultira i opadanjem koncerntracije GSH u drugim perifernim tkivima
(Pavlovi¢ i sar., 1993).

Bubreg predstavlja primarni organ koji omogucava prihvatanje GSH iz periferne krvi
(Mclntyre 1 sar., 1983; Orrenius 1 sar., 1983). U bubregu se aktivno 1 sintetiSe 1 sekretuje
GSH. Pored bubrega i druga tkiva, npr. pluca i epitel intestinalnog trakta uc¢estvuju u resintezi
i meDuoganskom protoku GSH. U uslovima intezivnog oksidativnog stresa, intezivnija je
ekskrecija GSH iz jetre u perifernu krv (Lu i sar., 1990). Na ovaj na¢in se obezbeDuje

dostupnost GSH za druge organe.

2.3.4. Liponska Kkiselina u bioloskim sistemima

o—Liponska kiselina (LA), 6,8-ditiooktanska kiselina, je cikli¢ni disulfid, i ista je preko
karboksilne grupe povezana sa proteinskim delom enzima kao amid. LA je prvi put izolovana
1951. god. od strane Reed i saradnika, kao kataliticki agens poznat po razli¢itim imenima i
povezana sa piruvat dehidrogenazom (Reed i sar., 1951).

Ona je kofaktor multienzimskog kompleksa piruvat-dehidrogenaze i1 o-ketoglutarat
dehidrogenaze. Ucestvuje u procesu oksidativne dekarboksilacije a-ketokiselina. Liponska

kiselina-tiooksi¢na kiselina naziva se i protogen i faktor prenosa acetata.

51



Liponska kiselina u ¢istom stanju ima neprijatan miris i ukus. Ispoljava veliku aktivnost u
vrlo malim koli¢inama. Dejstvo a-liponske kiseline ogleda se u intenziviranju sinteze ATP-a
(Harris 1 sar., 2005), ucestvuje u asimilaciji mlecne kiseline, aktivira enzime ciklusa
trikarbonske kiseline, stimuliSe rast bakterija mle¢no-kiselinskog vrenja zamenom acetata
(faktor prenosa acetata), stimulativno deluje na sintezu CoA (utilizacija masnih kiselina),

sprecava oStecenje jetre raznim toksinima, normalizuje nivo aldolaze 1 transferaze.

it 0
OH H
(Y\/\)\ SWDH

g—S
SH

Slika 2.10. Liponska kisclina Slika 2.11. Dihidroliponska kiselina

Alfa liponska kiselina spada u najefikasnije do sad poznate antioksidanse zbog svoje lipo-
1 hidrosolubilnosti §to joj omogucéava lak prodor u citoplazmu gde ucestvuje u zastiti od
slobodnih reaktivnih radikala, energetskom metabolizmu, regulaciji genske ekspresije itd. U
telu LA mote postojati intracelularno, ekstracelularno 1 na membranama. Alfa liponska
kiselina je antioksidans koji se relativno Siroko upotrebljava. Koristi se u terapiji mnogih
bolesti (Ziegler i sar., 1995).

Suplementacija liponskom kiselinom koja mote delovati kao antioksidans 1 smanjiti
oksidativni stres u ¢eliji, zapat ena je u in vitro 1 in vivo studijama (Suzuki 1 sar., 1991). Neke
od studija govore o bioloSkom znacaju primene liponske kiseline u slucajevima oksidativnog
stresa ili razlikama izmeDu antioksidativne aktivnosti liponske kiseline i njenih derivata
(Arivazhagan i sar., 2002; Matsugo i sar., 1997). TakoDe postoje i podaci, dobijeni
spektroskopskim 1 hromatografskim analizama, o ponaSanju (LA) i njenih derivata u
razli¢itim model sistemima (Chen i sar., 2005; Schepkin i sar., 1996). U bioloskim sistemima
ona mot e biti i helator jona biometala (Cu, Fe), kao i toksi¢nih metala (Cd, Pb, Hg) (Wolff i
sar., 1995). Literaturni podaci govore 1 o njenom efektu na druge antioksidanse, tj. povecava
nivo glutationa u ¢eliji 1 poboljSava aktivnost vitamina C 1 E. Ovaj antioksidans smanjuje
oSte¢enja izazvana izlaganjem radijaciji, a mote se koristi, prema nekim navodima, i u
terapiji dijabetesa (Jacob 1 sar., 1996), kao i prevenciji komplikacija ove (kardimiopatije,

neuropatije 1 retinopatije) 1 drugih bolesti.
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LA je Siroko zastupljena u hrani tivotinjskog 1 biljnog porekla, vezana sa proteinima
preko lizina u lipolizin. Tivotinjska tkiva koja su bogata lipolizinom su bubrezi, srce i jetra,
dok su jestive biljke koje sadrte lipolizin spana¢ i brokoli. Male koli¢ine lipolizina su
izmerene u paradajzu, grasku i kelju (Lodge i sar., 1997). U manjem procentu zabelet eno je
njeno prisustvo 1 u namernicama biljnog porekla (krompir) (Kataoka, 1998). Ona predstavlja
znacajan izvor antioksidanasa u ljudskoj ishrani, tako da se primenjuje kao dodatak hrani
zbog protektivne uloge u prevenciji nastanka nekih bolesti u koji su ukljuceni slobodni
radikali (Hagen i sar., 1999; Packer i sar., 2001; Packer i sar., 1997). LA se primenjuje u

prehrambenoj industriji 1 u industriji pica.
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2.4. HematoloSki parametri

Krv je te¢no vezivno tkivo organizma koje se sastoji iz plazme i

uobli¢enih elemenata: crvenih krvnih zrnaca, belih krvnih zrnaca i krvnih plocica.

2.4.1. Eritrocit

Eritrocit je celija bez jedra, bikonkavnog, diskoidnog izgleda,
dijametra oko 7,8 um, a debljine oko 2,4 pm na periferiji odnosno 1 pum
ili manje u centralnom delu ¢elije. Ovakav oblik eritrocitu daje
maksimalnu elastiénost i savitljivost, omoguéavajuéi mu da prolx i kroz veoma uske
kapilarne prostore bez rupture celijske membrane. Osim prilagodljivosti lumenu kapilara,
ovakav oblik uslovljava i uve¢anu povrsinu $to dozvoljava efikasnu i brzu razmenu gasova.

Eritrocit sadrti vrlo koncentrovan rastvor hemoglobina (Hb), hemoglobin ¢ini 95% suvog
ostatka eritrocita. lako nema jedro, mitohondrije i1 ribosome, eritocit je vrlo specijalizovana
éelija, koja tivi 120 dana i za to vreme preDeu krvotoku oko 300 kilometra, donose¢i svim
tkivima kiseonik (O;) (Harris 1 sar., 1970). Eritrocit predstavlja vrlo radnu dinamicku
jedinicu. Opna eritrocita sastoji se iz bimolekulskog fosfolipidnog sloja koji se nalazi izmeDu
dva belancevinska sloja. Polarni (hidrofilni) deo molekula fosfolipida, sastavljen od fosforne
kiseline, ¢ini spoljasnji sloj, dok nepolarni (hidrofobni) deo ovog sloja, sastavljen od masnih
kiselina, €ini unutrasnji deo fosfolipidnog sloja. Spoljasnji, uglavnom belancevinski sloj
opne, sastoji se iz ploc€ica sastavljenih iz lipoproteina i glikoproteina u koje spadaju i1 antigeni
krvnih grupa. Unutra$nji belancevinski sloj koji je u dodiru sa hemoglobinom, sastoji se iz
isprepletanih vlakna spektrina. U hemijskom pogledu, stroma eritrocita pretet no se sastoji iz
lipida 1 belancevina (Shohet, 1971).

U toku prvih nekoliko nedelja embrionalnog tivota eritrociti se stvaraju u tumancanoj
kesi 1 poseduju jedro. Kasnije tu ulogu preuzimaju jetra, slezina 1 limfni ¢vorovi, a u
poslednjim mesecima trudnoce, kao i posle rolnja eritrociti se proizvode u koitanoj srti
procesom eritrocitopoeze. U kosnoj srti su pluripotentne hematopoezne mati¢ne celije od
kojih poticu sve ¢elije krvi. Sukcesivnim deobama od pluripotentnih ¢elija nastaju razlicite
¢eljje periferne krvi. Ove Celije se reprodukuju tokom celog tivota a mali broj ostaje isti kao 1
mati¢na éelija. Predodrelena mati¢na éelija koja proizvodi eritrocite oznaéena je skra¢enicom

CFU-E (colony-forming unit — erythrocyte). KoStana srt normalno stvara oko 900 biliona
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eritrocita na sat i tako zameni isti broj eritrocita koji se istovremeno razgraDujuuz pomoé
mononuklearnih makrofaga histiomonocitnog sistema. Vremenom se koStana srt zamenjuje
masnim tkivom, pa se nakon dvadesete godine ove ¢elije proizvode samo u membranoznim
kostima, kao §to su rebra, grudna kost, prsljenovi i karli¢ne kosti. Razgradnja eritocita je
posledica "starenja" eritrocita odnosno posledica gubitka enzima koji ucestvuju u procesima
glikolize. Smatra se da razgradnja starih eritocita ide preko sledecih procesa: fragmentacije,
osmoze, eritrofagocitoze, citolize izazvane komplementom i denaturacije hemoglobina. U
normalnim uslovima se najveéi deo starih eritrocita razgraDujeu éeliajma histiomonocitnog
sistema u koStanoj srt 1, slezini 1 jetri. Normalni eritrocit tivi 100-120 dana.

Broj eritrocita u zdravih osoba krece se izmeDu4,2 i 5,8 miliona u ul u muskih, a izmeDu

3,715,2 miliona u pl u tenskih osoba.

MCV, MCH 1 MCHC su eritrocitni indeksi, odnosno parametri koji ukazuju na osobine

crvenih krvnih ¢elija.

MCYV (mean cell volume) je srednja vrednost zapremine eritrocita (referentne vrednosti su

80-97 fL). OdreDuje seiz broja eritrocita i VPRC na osnovu formule (Stefanovi¢, 1981):
MCV = VPRC/lit / broj eritrocita : milion/lit.
VPRC (volume of packed red cell) je vrednost hematokrita tj. zapremina naslaganih eritrocita

MCH (mean cell hemoglobin) oznacava srednju vrednost koli¢ine hemoglobina u jednom

eritrocitu (26-32 pg) dobija se iz jednaline:

MCH = vrednost hemoglobina u g/l krvi / broj eritrocita:milioni/l

MCHC (mean cell hemoglobin concentration) je srednja vrednost koncentracije hemoglobina

u svim eritrocitima (310-360 g/L) dobija se iz sledec¢e formule:
MCHC = hemoglobin u g/dl / VPRC na lit.

Hematokrit predstavlja zapreminu eritrocita u 100 mL pune krvi, izrat enu u procentima.

Normalne vrednosti su za tene 0.356 - 0.470 1/ 1 kod muSkaraca 0.41 - 0.53 /1.

RDW (red cell distribution width) je mera varijabilnosti veliCine eritrocita. Normalne

vrednosti su 11,5-16,5 %. RDW specifi¢no ukazuje na postojanje jedne ili viSe populacija
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eritrocita Sto je karakteristika pojedinih hematoloskih bolesti eritrocitne loze, a ujedno je i
vat an prognosticki pokazatelj efikasnosti le¢enja.

Promene vrednosti pojedinih eritrocitnih konstanti, naro¢ito MCV parametra,
dijagnosticki su znacajne u klasifikaciji pojedinih anemija i uvek se posmatraju u korelaciji sa
dobijenim vrednostima broja eritrocita i koncentracije hemoglobina. Povecane vrednosti
eritrocitnog indeksa MCHC sre¢u se kod bolesnika sa teSkim oblikom dehidratacije, dok se
povecane vrednosti MCV mogu naci kod megaloblastne anemije (nedostatak vitamina B12 ili
folne kiseline), bolesnika sa hroni¢nom opstruktivnom boles¢u pluc¢a (hroni¢ni opstruktivni
bronhitis 1 emfizem), smanjenom funkcijom Stitaste tlezde (hipotireozom), oboljenjem jetre

(ciroza) 1 kod teskih alkoholicara.
2.4.1.1. Hemoglobin

Hemoglobin je slotena belanc¢evina (hromoprotein) ¢iji molekul se
sastoji iz belancevine globina 1 prostetiéne grupe, hema, koji
hemoglobinu daje crvenu boju. Globin hemoglobina sastoji se iz 4 polipeptidna lanca. Za
svaki od ovih lanaca vezan je jedan molekul hema. Hem grupa se sastoji od organskog dela i
atoma gvot Da koji je odgovoran za vezivanje kiseonika. Hemoglobin prenosi kiseonik iz
pluéa u ostale delove tela, kao §to su npr. misi¢i (Stefanovi¢, 1981). On povecava prenosni
kapacitet za kiseonik u litru krvi sa 5 na 250 ml/l. Hemoglobin ima 1 klju¢nu ulogu 1 pri
prenosu CO, 1 vodonikovih jona, pri ¢emu ucestvuje u regulaciji pH krvi. Empirijska

hemijska formula najéeééeg ljudskog hemoglobinaje C2952H4664N312083283Fe4.

7

0= o oF ~OH
Slika 2.12. Hem grupa
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Polipeptidni lanci globina razlikuju se po broju i redosledu aminokiselina u njima, kao i
po nekim drugim osobinama koje su vatne za ulogu hemoglobina u izmeni gasova. GraDa
polipeptidnih lanaca mot e se podeliti u 4 podgrupe (Perutz i sar., 1969).

Primarnu graDu (strukturu) &ini broj i redosled pojedinih aminokiselina u polipeptidu.
Sekundarnu graDu (strukturu) &ine zavojnice (heliksi) koje stvaraju aminokiseline u
pojedinim polipeptidnim lancima, a koje su stabilizovane vodoni¢nim vezama izmeDuCO i
NH grupa aminokiselina susednih zavoja. Tercijarnu graDu predstavlja nadin na koji su
polipeptidni lanci izuvijani da bi dobili trodimenzijski oblik koji ima donekle sferni izgled.
Taj oblik odrtavaju Van de Waalsove sile (Muirhead i sar., 1967). Kvaternernu graDu
predstavlja nadin na koji su 4 polipeptidna lanca meDusobm vezana, da bi stvorili molekul
hemoglobina, koji ima izgled tetraedra.

Uloga hemoglobina je da prenosi kiseonik iz pluéa do njenih kapilara, iz kojih
hemoglobin prelazi u ¢elije u kojima se koristi u procesima disanja. Molekul hemoglobina
mote maksimalno da vete cetiri molekula kiseonika (Cowan, 1997). Merenje nivoa
hemoglobina je jedan od najéesce izvoDanih testova krvi. Rezultati se prikazuju u g/l, g/dl ili
mol/l. Normalne vrednosti za nivo hemoglobina su: tene: 12,1—15,1 g/dl; muskarci: 13,8—

17,2 g/dl. Ako ukupan hemoglobin padne ispod taéno odreDame vrednosti nastupa anemija.

2.4.2. Leukociti

Leukociti ili bela krvna zrnca predstavljaju kompleksne
¢elijske strukture koje su aktivno ukljucene 1 odgovorne za
odbranu organizma. Poseduju jedro razli¢itog oblika i veli€ine,
elastiénu membranu koja im omogucuje ameboidno kretanje kao i1 sposobnost dijapedeze,
odnosno prolazak izmedju endotelijalnih celija i1 izlazak u vezivno tkivo. Ucestvuju u
imunom odgovoru. To su bele krvne ¢elije koje nastaju u kosStanoj srti 1 limfnim ¢vorovima.
Veli¢ina leukocita je 8 — 12 mikrometara. U litri krvi ima ih od 4 — 8x10°. Broj kod zdravih
osoba se kreée od 5 — 8x10° u 1 cm® krvi i on se menja tokom razliitih fizioloskih stanja i
tokom starosti.

Uloga leukocita je mnogostruka: fagocitoza je sposobnost da unese bakterije u svoju
citoplazmu, da ih unisti i da stvara antitela, a sekretorna aktivnost je sposobnost leukocita da
stvaraju enzime, histamin i heparin. Leukociti sadrte oko 80% vode, velike koli¢ine

glikogena koji sluti kao izvor energije, puno nukleoproteida, histamin i heparin. Od fizi¢kih
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osobina najvatnije je ameboidno kretanje kojim prelaze iz krvi u tkiva. Oblik leukocita se
razlikuje. Svi leukociti periferne krvi su okruglog oblika.
Na osnovu njihove geneze, dinamike i uloge leukociti se dele u dve velike grupe:
1. Fagocite, Cija je glavna uloga u fagocitovanju mikroorganizama, kao i svakog drugog
stranog antigena i
2. Imunocite, leukocite koji igraju glavnu ulogu u stvaranju humoralnog i1 ¢elijskog

imuniteta (Erslev i sar., 1975)

Fagocitnoj grupi pripadaju granulociti i monociti-makrofagi. Obe ove vrste ¢elija vode
poreklo iz kostne srti i najverovatnije da imaju zajednicku osnovnu mati¢nu ¢éeliju (Metacalf,
1971) bilo u vidu opredeljene (unipotentne) Celije za granulocite ili monocite, bilo u vidu
zajedni¢ke prepoznate maticne celije, mijeloblasta (mijelomonoblasta) (Horowitz i sar.,
1972). Drugoj grupi pripadaju B i T-limfociti koji takoDe vode poreklo iz kostne srti (Van
Furth, 1975) u kojoj postoje nulti-limfociti (O-limfociti) iz kojih kasnije postaju B i T-
limfociti. Tako im je uloga razli¢ita u odbrani organizma, izmeDu fagocitne i imunocitne
leukocitne loze postoje mnogobrojne veze od kojih je danas najbolje poznata veza izmeDu
makrofaga i T i B-limfocita u stvaranju obe vrste imuniteta (Mackanes, 1970). Postoje
literaturni podaci (Cline 1 sar., 1974) da T-limfociti stvaraju supstance koje stimuliSu
razmnot avanje i diferentovanje maticnih ¢elija eritrocitopoeze i1 granulocitopoeze. Osim toga,
nedavna ispitivanja (Richman i sar., 1978) su utvrdila da se opredeljene Ccelije za
granulocitopoezu u ljudskoj perifernoj krvi nalaze melu ve¢ spomenutim nultim-limfocitima.

Prema poreklu, obliku jedra 1 izgledu citoplazme leukociti su svrstani u 3 populacije:

1) polimorfonuklearni leukociti (granulociti) koji se mogu podeliti na tri podpopulacije:
- neutrofilni granulociti (granule se boje neutralnim bojama)

- eozofilni granulociti (granule se boje kiselim bojama)

- bazofilni granulociti (granule se boje baznim bojama)

2) populacije monocita

3) populacija limfocita.

Osnovno obelet je granulocita je segmentiranost jedra i prisustvo specifi¢nih granula koje
sadrte aktivne materije. Sve vrste leukocita zajednicki doprinose odbrani organizma.
Leukopoeza predstavlja proces formiranja razliitih formi leukocita diferencijacijom
pluripotentne mati¢ne Ccelije koStane srti, pod uticajem interleukina (IL) 1 kolonija

stimulirajucih faktora (engl. colony-stimulating factors — CSF).
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2.4.2.1. Neutrofilni granulociti

Neutrofili (NEU) su najzastupljeniji fagocitni leukociti, ima ih oko
60%, sitni su 1 sadrte niz enzima koji ucestvuju u razgradnji
fagocitovanih ¢elija kao npr. amilaza, katalaza, nukleaza i drugi. Jedro zrelih granulocita ima
grub, kondezovan hromatin koji ima purpurnu boju. Citoplazma ima bledo ruticastu boju, a u
njoj se nalaze vrlo fine sekundarne granule koje su ponekad toliko sitne da daju citoplazmi
samo izgled zamucenog stakla. Za neutrofilne granulocite, narocito za segmentovane oblike,
vrlo je karakteristicna velika pokretljivost.

Neutrofilni granulociti imaju dve glavne uloge: zastitu domacina protiv infekcija, narocito
piogenim bakterijama, fagocitozom i varenjem tih mikroorganizama kao i oslobaDaije raznih

supstanci u njihovu okolinu (sekretorna uloga neutrofilnih granulocita).
2.4.2.2. Eozinofilni granulocit

Eozinofili (EOS) je okrugla ili lako ovalna ¢elija, koja ima precnik
izmeDu12 i 17um. Njegovo jedro ima skoro uvek dva segmenta, tako da
li¢i na bisage, a velike, refraktilne narandt aste granule zauzimaju celu povrSinu citoplazme.
Eozinofilni granulociti sadrte histamin 1 na taj nacin ucestvuju u obrani organizma od
alergijskih agenasa 1 parazitarnih infekcija. Oni se povecavaju u raznim parazitarnim
bolestima, alergijskim stanjima, kao i u nekim sistemskim bolestima (sistemski vaskulitis,
poliartritis). Izgleda da u tim sindromima izazivaci eozinofilije mogu biti T limfociti (Basten 1
sar., 1970). Manje su pokretni od neutrofila. Normalne vrednosti su 0 -

6%.
2.4.2.3. Bazofilni granulociti

Bazofili (BASO) su najmanje zastupljena populacija leukocita u
perifernoj krvi. Bazofilni granulociti odlikuju se prisustvom vrlo grubih granula, koje
pokazuju metahromaziju, zbog prisustva u njima kiselih mukopolisaharida. Ove granule vrlo
cesto potpuno prekrivaju jedro koje 1 u ovih celija ima skoro uvek samo dva segmenta.
Granule sadrte velike koli¢ine heparina, ili njemu sli¢nih jedinjenja (Martin 1 sar., 1961) 1
histamine (Zucker-Franklin i sar., 1968). Bazofilni granulociti su slabo pokretni. Uloga
bazofilnih granulocita u reakcijama rane preosetljivosti je dokazana cinjenicom da su
bazofilni granulociti glavni izvor histamina u krvi, jedinjenja koje aktivno ucestvuje u

alergijskim reakcijama. Histamin u zrncima bazofilnih granulocita izgleda da je vezan za
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heparin koji se nalazi u velikim koli¢inama u bazofilnim granulama. Normalne vrednosti

bazofilnih granulocita su 0-1%.
2.4.2.4. Monociti

Monociti (MONO) zajedno sa neutrofilnim granulocitima cine
osnovu fagocitnog odbrambenog sistema u organizmu. Promer im je 10 —
24 mikrometra. Jedro monocita je veliko i obi¢no ekcentricno polot eno. Ono najéesée ima
bubret ast izgled, ali mote biti 1 nepravilno, izgleda slova E, na primer, a ponekad i okruglo.
U jedru postoji hromatin u vidu finijih vlakana, koja ponekad, imaju izgled "oces$ljane kose"
(Bernad i sar., 1958). Citoplazma ¢elije boji se sivkastoplavo i sadrti veliki broj sitnih zrnaca.
Tri glavne uloge monocita su: odbrana organizama od odreDeiih mikroorganizama,
uklanjanje ostarelih ili oSteCenih celija ili njihovih ostataka iz tkiva i ucestvovanje u

aferentnom delu imunog odgovora. Normalne vrednosti su 1-10% .
2.4.2.5. Limfociti

Limfociti (LY) spadaju u ¢elije imunskog sistema. To su jedine celije
sa specifiénim receptorima za antigene i zato su glavni medijatori stecene
imunosti. Tako su limfociti meDusobno morfoloski sliéni, oni su razli¢iti po svom poreklu,
funkciji 1 fenotipu 1 sposobni su za kompleksne aktivnosti 1 bioloSke odgovore (Abbas i
Lichtman, 2006-2007). Postoje dve osnovne subpopulacije: T limfociti, koji ucestvuju u
¢elijskom imunitetu i B limfociti koji se transformiSu u plazma ¢elije koje proizvode antitela i
tako ucestvuju u humoralnom imunitetu. Normalne vrednosti limfocita su 20-50%. Veli¢ina
limfocita je oko 8-12 mikrometara. Imaju veliko okruglo jedro, oskudnu citoplazmu i
pokretni su. Funkcija limfocita je stvaranje globulina, a imaju i vatnu ulogu u imunoloskoj

obrani organizma jer su im antitela pretet no gama-globulini.

2.4.3. Trombociti

Trombociti su krvne ploc¢ice koje imaju okrugao, ovalan ili Stapicast
izgled sa svetloplavom bojom citoplazme. Na periferiji ¢elija ima hijalin
izgled, dok se u njenom centru nalaze azurofilna zrnca (granule). Pre¢nik trombocita u
razmazima krvi normalnih osoba iznosi 1,5 do 3um, a zapremina ove éelije iznosi izmeDus5 i

6 ul.
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Ispitivanjem morfologije trombocita elektronskim mikrooskopom otkrila se njihova
slotena gralh, sastavljena iz sistema opni, granula i drugih organela, kao i sistema
mikrovlakana i mikrokanali¢a, koji su najbolji dokaz da se u trombocitima odigravaju
mnogobrojni fizi¢ki 1 hemijski procesi (Brinkhous 1 sar.,1967; White, 1970; Hovig, 1968).
Ovako posmatrana graDatrombocita mote se podeliti u tri zone koje su u vezi s odreDenim
ulogama trombocita: periferna zona koja je znaCajna za adheziju trombocita, sol-gel zona
koja igra vatnu ulogu u kontrakciji trombocita i zona telasca (organela) koja ucestvuje u
lu¢enju sadrtaja trombocita. Trombociti imaju skoro sve ¢elijske sastojke izuzev, zbog
nedostatka jedra, DNK (Karpatkin 1 sar., 1972; Karpatkin i sar., 1977). Hemijski sastav
trombocita ¢ini voda (oko 77%), belancevine (oko 60%), lipidi (oko 15%) 1 ugljeni hidrati
(oko 8%).

Prema novim literaturnim podacima trombociti su, zahvaljujuci prisustvu u njima vise od
80 enzima, celije u kojima se vrSe mnogobrojne sintezne reakcije, stvara velika koli¢ina
energije 1 koje imaju sposobnost za kontrakcije (Wintrobe i sar., 1974; Lohr 1 sar., 1968;
Schneider i sar., 1975). Trombociti se vrlo brzo raspadaju, tako da im tivot traje relativno
kratko (od 3 do 5 dana). Normlane vrednosti su 140-450 x 10°/1. Morfologke osobine
trombocita mogu se pratiti na osnovu dva indeksa koji se dobijaju elektronskim
posmatranjem odrelenog volumena krvi u brojacu, a to su:
PDW (Raspodela trombocita po volumenu) normalne vrednosti 16-25% 1

MPV  (Prosecni volumen trombocita) normalne vrednosti 7,80-12 fl.

61



2.5. Endonukleaze

Apoptoza je fizioloSki oblik celijske smrti kojim se zdravlje organizma odrtava
selektivnom eliminacijom suvi$nih i nekvalitetnih ¢éelija. Apoptoza ili drugacije nazvana
programirana ¢elijska smrt predstavlja fizioloski kontrolisanu razgradnju celija pri kojoj se
uklanjaju ¢elije koje su u visku (embriogeneza), ¢elije koje su obavile svoju funkciju (elije
imunog sistema) i ostarele ¢elije (epitelne Celije). To je bioloSki mehanizam eliminacije u
¢eliji zastupljen u mnogim fizioloskim procesima kao $to su npr. metamorfoza i regresija
tumora (Bellamy i sar., 1995). Programiranu ¢elijsku smrt karakteriSe fragmentacija odnosno
stvaranje apoptoicnih telaSca koja sadrt e intaktne citoplazmatske organele i fragmente jedra.
U procesu apoptoze mogu ucestvovati mnogi signalni putevi. U osnovi, bez obzira na pocetni
stimulus, postoje dva mehanizma indukcije apoptoze:

- pozitivna indukcija nakon vezivanja liganda za membranske aporeceptore i

- negativna indukcija zbog prestanka supresije (Thornberry i sar., 1998).

Kao strogo regulisana ¢elijska smrt deSava se tokom embrionalnog razvica, tokom tivota
u fizioloSkim i patoloskim procesima. Enzimi ukljuceni u proces apoptoze su kaspaze,
endonukleaze i transglutaminaze.

Enzimi odgovorni za internukleozomalnu razgradnju DNK ili RNK u apoptozi su
endonukleaze (Kocié¢ i sar., 2003). Endonukleaze katalizuju razgradnju meDunukleotidnih
veza istovremeno na viSe mesta unutar molekula nukleinske kiseline. Zavisno od nukleinske

kiseline, prema kojoj ispoljavaju specifi¢no dejstvo, ovi enzimi se dele na:

» Dezoksiribonukleaze (desoxyribonuclease, DNaze EC 3.1.4.5) koje ispoljavaju
specificno dejstvo na DNK 1

» Ribonukleaze (ribonuclease, RNaze, EC 2.7.7.16) koje deluju na RNK.

2.5.1. Deoksiribonukleaze (DNaze)

Dezoksiribonukleaze (DNaze) su enzimi koji hidrolizuju dezoksiribonukleinsku kiselinu.
One pripadaju klasi hidrolaza, u grupi fosfataza i razlatu, kako nativne, tako i denaturisane
molekule DNK. Prisutne su u ¢elijama tivotinja, biljaka i mikroorganizama (osim odreDaih

virusa). DNaze se uglavnom nalaze u lizozomima u ¢eliji.
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DNaze su pogodni enzimi za uklanjanje genomske DNK iz ¢elije. O DNazama se govori
kao o glavnim egzekutorima apoptoze, odgovornim za internukleozomalnu fragmentaciju
DNK ¢elije u apoptozi. Internukleozomalna DNK fragmentacija, kao biohemijski marker
apoptoze, je razlaganje hromozomske DNK na fragmente veli¢ine oligonukleozoma (Wyllie,

1980).

Sika 2.13. Sematski prikaz fragmenta molekula DNaze (Chen, 2007)

Postoje:

- dezoksiribonukleaze I (nazvane DNaze I tj. alkalna DNaza) i

- dezoksiribonukleaze 11 (DNaze II tj. kisela DNaza).

Ranije studije govore da fragmentacija DNK u apoptozi je katalizovana od strane CaMg-
zavisnih endonukleaze (Wyllie, 1980). Uprkos nekoliko pokuSaja da se izoluje enzim
(Nikonova 1 sar., 1989; Stratling i sar., 1984), endonukleaze, odgovorne za DNK razlaganje
tokom apoptoze, nisu jo§ uvek definitivno identifikovane, ve¢ postoji nekoliko mogucih
predloga istih (Peitsch i sar., 1993; Compton i Cidlowski, 1987; Barry i Eastman, 1993), koje
se razlikuju po tkivnoj distribuciji, jonskoj zavisnosti 1 optimalnoj pH (Hughes i sar., 1994;
Peitsch i sar., 1994).

Do sada je utvrDao da dezoksiribonukleaza I (DNaza I) od kojih je najpoznatija Ca/Mg-
zavisna endonukleaza na optimalnom pH 7,4 koja produkuje 3’ OH DNK krajeve je
ukljucena u fragmentaciju DNK u toku celijske smrti (Lacks, 1981), (Polzar 1 sar., 1993).

Dezoksiribonukleaza 1 (DNaza I, EC 3.1.21.1) je prvi put izolovana iz pankreasa juneta u
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kristalnoj formi (Kunitz, 1940). DNaza I je glikolizirani polipeptid koji hidrolizuje jedan ili
oba lanca DNK pri ¢emu nastaju 5’-fosfo-tri/tetra-oligonukleotidi (Moore, 1981). U in vivo
istrat ivanjima pokazano je da je prisustvo DNaza I veoma izrateno u bubrezima, narocito
nakon ishemije i reperfuzije uzrokovane povredom ovog organa (Basnakian i sar., 2004).
Ovaj enzim se smatra i digestivnim enzimom, jer se kod sisara stvara u pankreasu i parotidnoj
tlezdi, ali 1 u hipofizi. Lokalizacija DNaze I u ¢eliji je naj¢es¢e u jedru i organelama celije,
mada se mote naci i ekstracelularno npr. u serumu i urinu, narocito kad su u pitanju neki
poremecaji i bolesti u organizmu. Glavna uloga DNaze I je u degradaciji hromatina u
apoptozi, depolimerizaciji cirkuliSu¢e DNK 1 u stimulaciji sinteze nove DNK.

Humana DNaza I sadrti u strukturi 2 molekula cisteina (Cys173 i Cys209) preko kojih se
formira disulfidna veza koja omogucava stabilnost molekula. U aktivnom centru nalaze se
ostaci dva histidina, glutaminske kiseline i asparaginske kiseline (Shak i sar., 1990; Pan i sar.,
1998; Ulmer 1 sar., 1996). Za aktivnost iste su vatni i Arg4l 1 Tyr76 koji omogucavaju
kontakt DNaze I i DNK (Kish 1 sar., 2001), (Slika 2.13.). Osobine DNaze I mogu biti
modifikovane uz pomo¢ dvovalentnih jona kao npr. Mg>", Ca*" ili Zn*"jona kao i u prisustvu
jona dvovalentnih prelaznih metala kao §to su Mn”>" ili Co*" (Campbelli sar., 1980).
Jednovalentni joni (Na” i K') smanjuju aktivhost DNaze (Melgar i sar., 1968), dok je
kalcijum neophodan za normalnu aktivnost i odrt avanje strukture ovih enzima (Moore i sar.,

1981). DNaza I se inaktivira grejanjem na 65°C za 10 minuta.

Pre viSe od 50 godina otkrivena je 1 DNaza II ili kisela DNaza, pored DNaze I.
Dezoksiribonukleaza II kod sisara je endonukleaza koja funkcioniSe u optimalnoj kiseloj
sredini i uz odsustvo dvovalentnih katjona (Allfrey i sar., 1952; Gordonnier i sar., 1968). Na
¢elijskom nivou ovaj enzim se nalazi u lizozomima sa osnovnom funkcijom degradacijom
egzogenih DNK sa kojom se srecu tokom procesa fagocitoze i apoptoze celije (Bernardi,
1971; Liao i sar., 1989). TakoDe je potvrDao da se DNaza II u kiselim lizozomima mot e
naci i u stanjima nekroze (Bortner i sar., 1995).

DNaza II se aktivira u mnogim ¢elijama za vreme njihove programirane c¢elijske smrti. U
toku istrat ivanja na ¢elijama ovarijuma kineskih hrékova pokazano je da je nuklearna DNaza
IT uklju€ena u apoptozu Celije (Barry i sar., 1993).

DNaza II (EC 3.1.22.1, dezoksiribonukleaza 3’-oligonukleotida hidrolaza) u kiseloj
sredini stvara 3’-oligonukleotide. To je jedna od najranije identifikovanih nukleaza
(Catcheside 1 Holmes, 1947). Enzim mote da se stvara u dva oblika. Jedan je sekretorni

protein od 360-amino kiselina koji ima 3 dela: signalni peptid od 16 aminokiselina, propeptid
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od 91 aminokiseline i region zrelog proteina od 253-aminokiseline (Yasuda i sar., 1998).
Drugi oblik se naziva L-DNaza II, i predstavlja intracelijski protein koji ima dvostruku
enzimsku aktivnost: u nativnoj formi deluje kao anti-proteaza, a nakon postranslacione
modifikacije postaje nukleaza (Counis i1 Torriglia, 2000). Pokazano je da razlicita tkiva i vrste

imaju enzime koji se razlikuju strukturno 1 po hemijskim osobinama.

Funkcija DNaze II kao endonukleaze bez specifi¢nosti prema sekvenci u svom delovanju
(Waldschmidt i sar., 1964; Takenshita i sar., 1994), ostvaruje se kroz tri faze. Inicijalna faza
se karakteriSe indukcijom viSestrukih jednolan¢anih prekida u predelu fosfodiestarske ki¢me.
Srednja faza se karakteriSe stvaranjem kiselih-rastvorljivih nukleotida i oslobaDajem
oligonukleotida veli¢ine oko 1000 bp ili manje. Terminalna faza se sastoji iz sporijeg, ne-
linearnog hiperhromnog pomeranja zbog dalje redukcije veli¢ine oligonukleotida. Na osnovu
detaljnijeg ispitivanja degradacionih produkata moguce je zakljuciti kljuéno mesto na koje
deluje DNaza II, a kojeg ¢ine AGAGGA (Evans, 2002). Mehanizam delovanja ovog enzima
se razlikuje od DNaze I po tome §to deluju¢i na DNK odmah daje parni i simetri¢ni raskid u

oba lanca, §to dovodi do brt eg razlaganja ovog makromolekula.

65






3. EKSPERIMENTALNI DEO






3.1. Program i metodika eksperimentalnog rada

Efekti hroni¢ne intoksikacije teSkim metalima (Cd, Pb, Cu) 1 protektivna uloga

suplemenata S—donor liganada proucavani su preko aktivnosti endonukleaza i sekundarnog

produkta lipidne peroksidacije na belim pacovima Wistar soja.

Eksperimentalni rad obuhvatio je sledece faze:

"in vitro" ispitivanja intoksikacije teSkim metalima (Pb, Cd 1 Cu) sa komercijalnim
preparatima (enzimi alkalna i kisela DNaza tj. DNaza I i II),

in vivo 1ispitivanja tj. gajenje eksperimentalnih tivotinja i njihova hroni¢na
intoksikacija u odreDmim vremenskim intervalima u periodu od 3 nedelje,

merenja standardnih hematoloSkih parametara na automatskom analizatoru na Klinici
za nefrologiju, Klinickog centra u Nisu, po proceduri koja se oficijalno primenjuje u
biohemijskim laboratorijama,

pripreme biomaterjala za ispitivanje 1 to jetre, bubrega, pankreasa 1 mozga
(dekapsuliranje, konzervacija, ¢uvanje) i pravljenje homogenata, od kojih se uzimaju
alikvoti za analize,

meranje aktivnosti kisele DNaze po metodi Bartholeyns 1 sar., a stvoreni "kiseli-
solubilni nukleotidi" mereni su spektrofotometrijski,

meranje aktivnosti alkalne DNaze po metodi Bartholeyns i sar., a stvoreni "kiseli-
solubilni nukleotidi" mereni su spektrofotometrijski,

merenje sadrtaja proteina u tkivima unutrasnjih organa po metodi Lowrey-a 1 sar.,
spektofotometrijski,

merenje sadrt aja toksi¢nih metala u homogenatima tkiva metodom potenciometrijske
striping analize (PSA),

pracenje lipidne peroksidacije u uslovima hroni¢ne intoksikacije teSkim metalima
merenjem  vrednosti malondialdehida (MDA-sekundarnog produkta lipidne
peroksidacije) spektrofotometrijskom metodom po Andreevoj i sar., koja je bazirana

na reakciji MDA sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA) i

Dobijeni rezultati istrativanja omogucavaju da se detaljnije objasne toksicni efekti

intoksikacije teSkim metalima (Pb, Cd i Cu) preko aktivnosti enzima endonukleaza, koji se

69



smatraju klju¢nim egzekutorima apoptoze cCelije, 1 protektivna uloga suplemenata S—donor
liganda (mekih Lewiss-ovih baza) koje stupaju u interakcije sa jonima metala, mekih Lewiss-

ovih kiselina.
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3.2. Eksperimentalni postupak

3.2.1. In vitro ispitivanja

In vitro ispitivanaja spadaju u grupu pretklinickih ispitivanja zajedno sa in vivo
ispitivanjima na tivotinjama, koja prethode in vivo istrativanjima na c¢oveku tj. klini¢kim
ispitivanjima. In vitro ispitivanja predstavljaju zamenu tivotinjskih modela i jasne su
smernice za pretklinicke studije na tivotinjama. U in vitro ispitivanjima koriste se precis¢eni
enzimi, u ovom studiji to su DNaze I i II tj. alkalna i kisela DNaza kao komercijalni Cisti
enzimi.

Prednosti in vitro istrativanja jesu opravdanost i ponovljivost vrSenja pretklini¢kih
ispitivanja, da se na taj nacin ispituje proteomik tj. efekat na strukturu enzima, kao i ¢injenica
da se radi sa Cistim enzimom tako da je izbegnut efekar drugih metabolita u interakciji sa
enzimom.

Nedostaci in vitro ispitivanja jesu da ta ispitivanja su predikcija za in vivo ispitivanja i da
ne mote da se reperkutuje situacija in vivo, kao 1 to da nisu prisutni drugi enzimi koji
ucestvuju u homeostazi kao u in vivo ispitivanjima tako da nije prisutno kvantitativno
procenjivanje.

Za odreDivanje aktivnosti alkalne i kisele DNaze in vitro koridéen je &ist komercijalni
enzim proizvoDa*a Sigma—Aldrich. Preinkubacija je vrSena sa enzimom i odgovaraju¢im
puferom 1 dodavani su teSski metali ili suplement, kao 1 njihova kombinacija
(metal+suplement). Inkubacija je vrSena na temperaturi od 37°C u trajanju od 2h. Zatim je
enzimu dodata perhlorna kiselina, zakiSeljeni etanol 1 0,1% rastvoru DNK 1 centrifugirano 10
minuta na 5000 o/min na +40°C. Merenja su vrSena na spektrofotometru Beckman DU 530
(Amax=260 nm). Sema postupka odreDivanjaalkalne i kisele DNaze in vitro prikazana je na

slici 3.1.
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Preinkubacija:

Enzim + pufer + teSki metal ili suplement
(samostalno) ili u kombinacija (tesSki metal +

ANALIZA

Perhlorna
kiselina \ 4

\ Enzim™

DNK /
.

aluaqrerH

\ 4

aluaqrerH

A 4

suplement)
2h
37°C
KONTROLA
Perhlorna
kiselina

v rd
J Enzim™* J\[
Etanol (u conc.HCI) ]

ol (
DNK

N

Centrifugiranje 5000 obrtaja 10 min.

SPEKTROFOTOMETAR, ;=260 nm

Slika 3.1. Sematski prikaz in vitro postupka za odreDivanje

aktivnosti alkalne 1 kisele DNaze
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3.2.2 In vivo ispitivanja

Model sistem za ispitivanje uticaja izlot enosti kadmijumu, olovu i bakru bila je studija na
belim (albino) Wistar pacovima tenskog pola, starosti 2 meseca, prosecne tetine 200-300
grama. Tivotinje su ¢uvane u grupama u metalnim kavezima (55x35x30cm) i aklimatizovane
na laboratorijske uslove sa ventilacionim sistemom 1 ambijentalnom temperaturom
T=22+2°C (Sayeda i sar., 2009). Vlat nost vazduha 50+5% i 12:12 h ciklus svetlosti:tama sa
pocetkom svetlog perioda u 8.00h odrt avani su konstantno.

Eksperimentalne tivotinje su gajene u laboratorijskim uslovima, u kojima su im hrana 1
voda bili dostupni ad libitum, u vivarijumu Medicinskog fakulteta u NiSu, Srbija, podeljene u
12 grupa od po 6 tivotinja. Grupa I (kontrolna grupa) je bila na normalnom retimu ishrane i
tivota. Grupe tivotinja II, III i IV su intoksicirane bakar(Il)-sulfatom CuSO4x5H,0,
olovo(Il)-acetatom Pb(CH3COO),, odnosno kadmijum(I)-hloridom CdCl,. Grupe V, VI, VII,
VIIIL, IX i X su uz bakar(Il)-sulfat, odnosno olovo(Il)-acetat, ili kadmijum(II)-hlorid dobijale i
odgovarajuc¢i suplemente a-liponsku kiselinu odnosno glutataion. Grupa tivotinja XI je uz
normalnu ishranu dobijala suplement a-liponsku kiselinu. Grupa XII je uz normalan retim
ishrane dobijala suplement glutation. Pri eksperimentalnom radu u potpunosti je poStovan

Eticki kodeks naucnoistrat ivackog rada Medicinskog fakulteta u NiSu.

3.2.3. Intoksikacija teSkim metalima i dodatak suplemenata

U toku 3 nedelje trajanja eksperimenta tivotinje su dozirano intoksicirane subkutanom
injekcijom (s.c.) bakar(Il)-sulfatom u fizioloSkom rastvoru, subletalnom dozom od 21 mg po
tivotinji rasporeDeih u 7 ravnomernih doza (Alexandrova i sar., 2008).

U toku 3 nedelje trajanja eksperimenta tivotinje su dozirano intoksicirane
intraperitonealnom injekcijom (i.p.) olovo(Il)-acetatom u fizioloSkom rastvoru, subletalnom
dozom od 21 mg po tivotinji rasporeDarih u 7 ravnomernih doza (Annabi i sar., 2007; Ponce-
Canchihuaman i sar., 2010).

Intoksikacija kadmijumom izvedena je za 5 dana u dve doze s.c. injekcijama od po 0,9
mg kadmijum(II)-hlorida u fizioloSkom rastvoru po tivotinji (Deepti i sar., 2010).

Suplementi liponska kiselina, odnosno glutation su dozirani i.p. injekcijom u ukupnoj
dozi od 2,4 mg, odnosno 4 mg u fizioloSkom rastvoru po tivotinji (7 doza za 21 dan) (Fuke i
sar., 1972; James i sar., Medical associates). Sve hemikalije su bile &istoce p.a., proizvoDaa
Merck. Kontrolna grupa, u kojoj su pacovi intraperitonealno dobijali fizioloski rastvor u

trajanju od 21 dan, a pauza je pravljena na svaka tri dana.
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Slika 3.2. Sematski prikaz intoksikacije teskim metalima (Cd, Pb i Cu) i davanje suplemenata

(LA 1 GSH) pacovima Wistar soja parenteralnim putem

Sve procedure su obavljene nakon anestezije pacova ketalarom (35 mg/kg telesne mase) u
skladu sa principima trtvovanja u laboratorijama. Uzorci krvi dobijeni su iz abdominalne
aorte heparinizovanim $pricem za odreDivanje hematoloskih parametra. Nakon trtvovanja
tivotinjama su, posle medijalne laparatomije, vaDai pojedini organi kao §to su: jetra,
bubrezi, mozak i pankreas, koji su nakon ispiranja u fizioloSkom rastvoru, dekapsulirani,
zamrzavani na —20°C 1 kasnije koriS¢eni za pravljenje homogenata. Homogenizovanje je
vrieno na ledu teflonskim tu¢kom K Ultra Turrax® IKA® T18 basic homogenizera (slika 3.4.)
u fizioloSkom rastvoru kao medijumu. Iz 10% homogenata tkiva jetre, bubrega, mozga i
pankreasa spremljenih u odgovarajuéem medijumu raDea su sledeéa istrativanja: analize
odreDivanja aktivnosti kisele i alkalne DNaze, vrednost ukupnih proteina i koncentracija
malondialdehida (Koci¢ i sar., 2004; Koci¢ i sar., 1998). Biohemijski reagensi su bili

spektroskopske Gistoée proizvoData Sigma—Aldrich.
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3.3. Tehnike i metode primenjene u procesu pracenja

efekata intoksikacije teSkim metalima

Efekti izlotenosti teSkim metalima mogu se pratiti razli¢itim tehnikama i1 metodama
analize razli¢itih bioloskih i biohemijskih uzoraka. Isti se mogu pratiti merenjem sadrtaja
metala u bioloskim te¢nostima (plazma, pljuvacka, urin, likvor, teludacni sok, znoj, suze,
amnionska 1 sinovijalna tecnost) i1 tkivima pojedinih organa (jetra, bubrezi, mozak, pankreas i
slezina). Ova merenja se izvode atomskom apsorpcionom analizom (AAS), emisionom
spektrografijom (ICPOES) i1 potenciometrijskom striping analizom (PSA). Hematoloski
parametri se odreDujuna automatskom analizatoru. Za merenje enzimske aktivnosti i sli¢na
biohemijska ispitivanja primenjuje se spektrofotometrija, HPLC, masena spektrometrija

(Nikoli¢ 1 sar., 2004; Pole¢-Pawlak i sar., 2007; Kalic¢anin i sar., 2011).

3.3.1. OdreDivanje hematolo$kih parametara

HematoloSki parametri eritrociti (ER), hemoglobin (Hb), hematokrit (Hct), pojedine vrste
leukocita (LE) i trombociti (TR), kao 1 njihovi parametri su mereni na automatskom
analizatoru na Klinici za nefrologiju, Klini¢kog centra u NiSu po proceduri koja se oficijalno

primenjuje u biohemijskim laboratorijama.

3.3.2. Pracenje enzimske aktivnosti i odreDivanje vrednosti proteina

Za odreDivanje aktivnosti kisele i alkalne DNaze u tkivima jetre, bubrega, pankreasa i
mozga koriS¢en je 10% homogenat spremljen u odgovaraju¢em puferu, zakiseljenom etanolu
(76% etanol u 1 molarnom rastvoru concentrovane HCl) i1 0,1% rastvoru DNK i centrifugiran
10 minuta na 5000 o/min na +40°C (Koci¢ i sar., 2004).

Aktivnost kisele 1 alkalne DNaze pracena je preko stvorenih kiselo-solubilnih nukleotida
spektrofotometrijski (Beckman DU 530 spektrofotometar) po metodi Bartholeyns i sar.,
1975. god. (Bartholeyns i sar., 1975). Merenja su vrSena na spektrofotometru Beckman DU
530 spektrofotometar (A=260 nm).

Spektrofotometrija je apsorpciona metoda koja se zasniva na proucavanju zavisnosti
apsorbance ili apsorptiviteta od talasne dutine zracenja koje je proSlo kroz analiziranu

supstancu. Apsorpcija se mote pratiti kako u UV 1 Vis oblasti tako i u IC, mikrotalasnoj i
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radiofrekventnoj oblasti. Spektrofotometrija je kvalitativna 1 kvantitativna metoda.
Kvalitativna analiza se zasniva na ¢injenici da apsorpcioni spektar supstance zavisi od njenog
sastava 1 strukture. Kvantitativna analiza se zasniva na Beerovom zakonu: A=axbxc. Kako je
kod spektrofotometra b jednako debljini kivete i konstantno to absorbanca zavisi samo od
koncentracije 1 apsorptiviteta. Veoma bitno je da se merenja vrSe sa najve¢om moguéom
taéno$¢u i osetljivoséu (Todorovié i sar., 1997). Bitan je takol i izbor talasne dutine na
kojoj se merenje vrsi. U zavisnosti od uslova merenje apsorbance se vrsi:

a) na talasnoj dut ini gde je maksimalna apsorpcija, Amax,

b) na talasnoj dut ini optimalne apsorbance, Aqp 1

¢) na talasnoj dut ini izobesticke tacke, Aizob.

U ovoj studiji snimanje je vrseno na spektrofotometru Beckman D® 530, DNA/Protein
Analyzer prikazanom na slici 3.5.

Aktivnost enzima je izratavana u internacionalnim jedinicama na gram proteina (U/g
proteina). Definisana jedinica za prec¢iS¢enu DNazu I i DNazu II (poveéanje absorbance za
0.001/min u uzorku koji sadrti 0.132 mg DNK (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA), pH
7.4 ili pH 5 1 3 ml reakcione miksture). Za merenje koliine proteina u homogenatima tkiva

(jetre, bubrega, pankreasa i mozga) koriS¢ena je metoda po Lowrey (1951) (Lowrey i sar.,

1951; Setaro i sar., 1977).

Slika 3.4. Homogenizator K Ultra Turrax® IKA® T18 basic
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Slika 3.5.Spektrofotometar Beckman D® 530, DNA/Protein Analyzer
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Slika 3.6. Sematski prikaz postupka za odreDivanje alkalne i kisele DNaze
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Slika 3.7. Sematski prikaz odrelivanja proteina
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3.3.3. OdreDivanje koncentracije produkata lipidne peroksidacije (TBARS) u

homogenatima tkiva

Intenzitet lipidne peroksidacije u tkivima predstavljen kao koncentracija TBA regujucih
supstanci u homogenatu, odreDivam je spektrofotometrijskom metodom po Andreevoj i sar.
(1988), koja je bazirana na reakciji MDA sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA), na visokoj
temperaturi 1 kiseloj sredini, pri ¢emu nastaje hromogen (MDA-TBA2), a intenzitet boje se

¢itana 532 nm (Andreeva i sar., 1988), slika 3.8.

Slika 3.8. Reakcija gralenja obojenog produkta TBA-MDA (Atasayar i sar., 2004)

Koncentracija TBARS izracunata je kori§¢enjem molarnog ekstinkcionog koeficijenta

koji iznosi 1,54x 10°M "' ecm™ i izrat ena u pmol/g proteina (Jain i sar., 1990).

3.3.4. OdreDivanje koncentracija metala u homogenatima tkiva bubrega, mozga, jetre i

pankreasa

Sadrtaj toksiénih metala u tkivnim homogenatima odreDivan je metodom
potenciometrijske striping analize (PSA). Mineralizacija homogenata tkiva vrSena je
nitratnom kiselinom (c=6 mldm®), potom tretiranjem hlorovodoni¢nom kiselinom i na kraju
rastvaranjem u dvostruko dejonizovanoj vodi. Sadrtaj teSkih metala meren je na
potenciometrijskom striping analizatoru (Univerzal Leskovac—TMF Novi Sad) (Nikoli¢ i sar.,

2004; Kali¢anin 1 sar., 2011).

3.4. Statisticka analiza

Svi rezultati merenja prikazani su kao srednja vrednost + SD. Za statisittku obradu
rezultata primenjen je Student-ov t-test za nezavisne uzorke (Microsoft Office Excel) i
ORIGIN 8. Statisticki znacajni rezultati prikazani su kao p<0,01; p<0,05 1 p<0,1. Rezultati

ovih analiza su prikazani tabelarno 1 graficki (histogram).
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Slika 3.5. Sematski prikaz postupka za odreDivanje MDA



e) f)
Slika 3.10. Pacovi Wistar soja: a,b,c) Gajenje,Cuvanje i ishrana;
d) uzimanje krvi za hematoloske analize i
e,f) uzimanje pojedinih organa za pravljenje homogenata
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4. REZULTATI I DISKUSIJA






4.1. Rezultati aktivnosti alkalne i kisele DNaze u in vitro
uslovima

In vitro ispitivanja spadaju u grupu pretklinickih ispitivanja zajedno sa in vivo
ispitivanjima na tivotinjama, koja prethode in vivo istrativanjima na ¢oveku tj. klini¢kim
ispitivanjima. /n vitro ispitivanja predstavljaju zamenu tivotinjskih modela i jasne su
smernice za pretklinicke studije na tivotinjama.

Jedan od ciljeva ove studije je proucavanje in vitro efekta kadmijuma, olova i bakra, kao 1
dejstvo tiol supstanci, —S donor liganada (LA i GSH) samostalno ili kao suplemenata, na
aktivnost komercijalnih enzima DNaza. In vitro ispitivanja u ovoj studiji slute za ispitivanje
toksi¢nosti teskih metala (Cd, Pb 1 Cu) i njihovih mehanizama delovanja na molekularnom
nivou na strukturu enzima (endonukleaza) pod kontrolisanim laboratorijskim uslovima. U in
vitro ispitivanjima u ovoj studiji sa precis¢enim enzimima DNaze I i II tj. alkalna i kisela
DNaza ispitivan je genotoksic¢ni i citotoksicni uticaj teSkih metala u sluCajevima kada
toksicna supstanca remeti homeostazu biohemijskih procesa u ¢eliji i nije preporucljivo i
opravdano primenjivati je in vivo. Ova ispitivanja mogu se ponavljati i opravdano Koristiti
kao preliminarna istrativanja tj. osnova za dalja pretklinicka 1 klinicka istrativanja. Zbog
nemogucnosti postizanja slotenog sistema nemoguca je procena uticaja svih faktora na
aktivnost enzima 1 odgovor na pitanje da li ¢e se teljeni efekat javiti 1 u tivom organizmu. U
ovoj studiji ova vrsta istrativanja osnova su za dalja in vivo istrativanja u kojima ¢e biti
omogucen celovit uvid na animalnim modelima. Na taj nacin se u in vitro ispitivanjima
proucava proteomik (dejstvo metala na strukturu enzima), a ne genomik §to je slucaj kod in
vivo ispitivanja.

Rezultati merenja aktivnosti alkalne i kisele DNaze usled dejstva kadmijuma, olova i
bakra kao 1 protektora (a-liponske kiseline i glutationa) dati su u tabeli 4.1. i na histogramima
4.1.14.2.

U in vitro ispitivanjima kadmijum indirektno ispoljava genotoksican uticaj jer uzrokuju
apoptozu cCelije. Literaturni podaci ukazuju da kadmijum u in vitro ispitivanjima vrsi
supresiju enzima u plu¢ima zeceva (Fukuhara i sar., 1982). Pokazano je da kadmijum i olovo
ispoljavaju inhibitorni efekat na aktivnost mnogih enzima (kao npr. P5Npirimidin-5'-
nukleotidaza (P5SN, E. C. 3.1.3.5)), meDutim kada se metalima doda neka supstanca u

preinkubaciji npr. metalotionein inhibitorno dejstvo metala na aktivnost enzima (P5N) se
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viSestruko smanjuje (Mohammed-Brahim 1 sar., 1984). U ovoj studiji kadmijum povecava
aktivnost alkalne 1 kisele DNaze u in vitro uslovima. Razlika u odnosu na in vivo ispitivanja
je da na animalnim modelima usled intosikacije kadmijumom dolazi do moguénosti
aktiviranja signalnih puteva i ekspresije gena jer se na taj nacin Celije Stite od oksidativnog
stresa izazvanog ovim teskim metalom.

U in vitro uslovima, soli bakra i olova dovode do povecanja aktivnosti alkalne i kisele
DNaze tako Sto dovode do stvaranja slobodnih radikala i oksidativnog stresa. Rezultati ovih
ispitivanja pokazuju da se ovo mote spreciti dodavanjem protektora (a-liponske kiseline ili
glutationa).

Antioksidans (a-liponska kiselina) mot e umanyjiti negativne efekte teskih metala (Cd, Pb
i Cu) jer verovatno formira sa njima stabilne asocijate tipa kompleksa i time dovodi do
smanjenja aktivnosti alkalne i1 kisele DNaze. Glutation, kao komponenta antioksidativnog
sistema 1 kao metal-helatiraju¢i agens ispoljava protektivnu ulogu i prema rezultatima ovih
ispitivanja (tabela 4.1). Glutation smanjuje citotoksi¢nost u in vitro sistemu koja je izazvana
dejstvom teskih metala (Cd, Pb i Cu). Prema rezultatima ovih ispitivanja registrovan je
pozitivan efekat tiol supstanci, —S donor liganada (LA i GSH) na aktivnost DNaza (I 1 II) pri

intoksikaciji toksi¢nim metalima.
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Tabela 4.1. Aktivnost alkalne i kisele DNaze u in vitro uslovima

In vitro ( 1J/1)

Eksperimentalne
grupe (n=6)
Alkalna DNaza  Kisela DNaza

Kontrola 15,80 + 2,30 10,01 £ 4,83
Cd 39,42 + 3,25 32,50 + 8,66
Cd+LA 30,72 +£ 10,75 26,06 + 5,28
Cd + GSH 20,90 + 6,07 16,89 + 3,34
Pb 31,89 + 6,04 25,49 £ 6,31
Pb+ LA 20,90 + 6,67 21,41 £ 4,68
Pb + GSH 17,10 + 4,64 18,12 + 7,05
Cu 22,07 £ 4,28 20,42 + 4,06
Cu+LA 13,83 £4,41 15,55+ 8,38
Cu+ GSH 16,43 £ 1,92 15,10 +2,97
LA 10,20 + 2,40 8,61 +3,34
GSH 13,24 + 8,73 8,99 + 5,31
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4.2. Rezultati merenja uticaja teSkih metala i suplemenata
na hematoloske parametre

Hemoglobin je najvatniji hemoprotein u humanom organizmu koji je u eritrocitima.
Hemoglobin je globinski tetramer koji se sastoji iz dva para identi¢nih polipeptidnih lanaca, a
svaki polipeptidni lanac u svom Dtepu sadrti prostetiénu grupu hem. Hem je kompleks
porfirina i fero oblika gvot DaFe(II). Porfirin koji se nalazi u hemoglobinu je protoporfirin
IX. Uloga hemoglobina je da prenosi kiseonik iz pluéa do njenih kapilara, iz kojih
hemoglobin prelazi u celije u kojima se koristi u procesima disanja. Erirociti nemaju
sposobnost sinteze proteina, tako da oni ne poseduju sposobnost da zamene bilo koji protein
ili komponentu eritrocitne membrane koja se osteti 1 postane nefunkcionalna. Od izuzetne je
vatnosti za eritrocit da ima sposobnost da spreci ili izvrSi ispravku oStecenih esencijalnih
molekula kao $to su hemoglobin ili membranski lipidi 1 proteini. Dve su ozbiljne posledice
oksidacije hemoglobina: stvoreni methemoglobin nije sposoban da vezuje kiseonik i
superoksid-anjon radikal, koji se u tom procesu stvorio, je vrlo reaktivan 1 on mote da
oksidiSe mnoge bioloske molekule, posebno membranske lipide.

MCV je srednja vrednost zapremine eritrocita (referentne vrednosti su 8§0-97 fL.), MCH
oznacava srednju vrednost koli¢ine hemoglobina u jednom eritrocitu (26-32 pg) 1 MCHC je
srednja vrednost koncentracije hemoglobina u svim eritrocitima (310-360 g/L). Hematokrit
predstavlja zapreminu eritrocita u 100 mL pune krvi, izratenu u procentima. Normalne
vrednosti su za tene 0.356—0.470 1/1 1 kod muskaraca 0.41-0.53 1/1. Normalne vrednosti nivoa
hemoglobina za tene su 12,1-15,1 g/dl, a za muskarce 13,8-17,2 g/dl. Ako ukupan
hemoglobin padne ispod ta¢éno odrelene vrednosti nastupa anemija.

Anemija je jedan od glavnih simptoma visoke hroni¢ne intoksikacije teSkim metalima
(Cd 1 Pb) jer oni inhibiraju brojne enzime koji ucestvuju u sintezi hema, a kao rezultat
poremecene sinteze hema dolazi do gubitka fragilnost eritrocita i smanjenja njihovog broja u
krvi (Piomelli 1 sar., 1981). Nedavne studije Vargasa i sar., 2003, pokazuju da intoksikacija
teSkim metalima uzrokuje pretvaranje hemoglobina u met-hemoglobin. Za vreme oksidacije
hemoglobina uzrokovane teskim metalima, stvoreni vodonik peroksid indukuje lipidnu

peroksidaciju na membrani eritrocita (Vargas i sar., 2003).
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Rezultati merenja vrednosti standardnih hematoloskih parametara kao i promena istih u
uslovima hronicne intoksikacije kadmijumom i efekti uticaja suplemenata a-liponske kiseline
i glutationa prikazani su u tabeli 4.2.

Vrlo brzo nakon unoSenja kadmijuma u organizam eksperimentalne tivotinje dolazi do
znaajnih promena koje se manifestuju, izmeDu ostalog, promenom vrednosti svih
hematoloskih parametara. U krvi pacova intoksiciranih kadmijumom primecujemo statisticki
znacajan pad broja eritrocita 1 njegovih parametra (smanjene vrednosti hematokrita i
koncentracije hemoglobina) i neznatan porast hematoloskih parametara (MCV, MCH i
MCHC) u odnosu na kontrolnu grupu, sto se mote videti iz tabele 4.2. Izlot enost kadmijumu
dovodi do opadanja broja eritrocita u krvi u odnosu na eksperimentalnu grupu tivotinja koja
je bila na normalnom retimu tivota i ishrane (od 7,38i0,34><1012/L do 5,18i0,38><1012/L).
Nivo Hb u krvi pacova hroni¢no intoksiciranih kadmijumom znacajno opada u odnosu na
grupu koja je bila na normalnom retimu tivota i ishrane (od 140,17+4,45 g/L. do 108,83+5,74
gL). Procenat hematokrita znacajno opada kod grupe eksperimentalnih tivotinja koja je
hroni¢no intoksicirana kadmijumom u odnosu na eksperimentalnu grupu koja je bila na
normalnom ret imu tivota i ishrane (od 40,55+1,52% na 29,65+1,79%). Ovi rezultati su sli¢ni
onima koje su dobili Tung 1 saradnici prateci efekte izlot enosti pili¢a uticaju kadmijum(II)-
hlorida (Tung i sar., 1975). Veza dospelog kadmijuma u krv pacova sa eritrocitom dovodi do
destrukcije crvenih krvnih zrnaca i povecanja hemolize $to se ogleda u smanjenju
koncentracije hemoglobina i procenta hematokrita, smanjenoj intestinalnoj apsorpciji gvot Da
1 pojavi anemije. Ovi pomenuti parametri predstavljaju osetljive indikatore kadmijumove
toksicnosti.

Kadmijum uzrokuje oksidativna oSte¢enja u eritrocitima i u razli¢itim tkivima dovodeci
do gubitka funkcije membrane ovih celija, pojavu anemije usled smanjenja eritrocita,
koncentracije hemoglobina i vrednosti hematokrita, kao i smanjenje gvot Dau krvi (Kosti¢ i
sar., 1993).

U ovoj studiji dodavanje suplemenata glutationa, odnosno liponske kiseline dan nakon
unoSenja kadmijuma, nivo Hb 1 eritrocita u krvi se skoro priblitava vrednostima kontrolne
grupe tivotinja (eritrociti od 5,18+0,38x10'%/L na 6,07+0,20x10'%/L za GSH, odnosno na
5,49+0,12x10'%/L za LA i hemoglobin od 108,83+5,74 gL na 121,17+2,79¢/L za GSH,
odnosno na 115,33+33g/L. za LA). Iz dobijenih rezultata u tabeli 4.2. zapat eno je i povecanje
procenta hematokrita (od 29,65+1,79% kod pacova koji su dobijali kadmijum na

33,65+1,33% kod pacova koji su pored kadmijuma dobijali 1 suplement glutation odnosno na
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32,03+0,94% kod pacova koji su pored kadmijuma dobijali o-—liponsku kiselinu kao
suplement). Kadmijum unet parenteralno vete se za aktivno mesto liponske kiseline 1
glutationa (-SH) 1 tako —blokira” i onemogucuje njegovo toksicno dejstvo. To mote biti
osnova pretpostavke da se unoSenjem hrane bogate proteinima mote smanjiti resorpcija
kadmijuma. Prema podacima iz tabele 4.2. 1 sa slike 4.3. vidi se da je liponska kiselina —-dobar
protivotrov” kod trovanja kadmijumom.

U ovom studiji vrednosti korpuskularne zapremine eritrocita (MCV) 1 korpuskularne
zapremine hemoglobina (MCH) su neznatno povecane kod tivotinja koji su pored kadmijuma
dobijale i neki suplement kao npr. glutation ili a—liponsku kiselinu u odnosu na grupu
tivotinja intoksiciranih kadmijumom (MCV od 56,78+1,80fL. na 58,47+1,24fL. za GSH
odnosno 58,25+0,71fLza LA i MCH od 20,63+0,77Pg na 22,02+0,59Pg za GSH odnosno
21,18+0,37Pg za LA).

Prema rezultatima prikazanim u tabeli 4.2. u ovoj studiji smanjen je broj granulocita usled
akutne intoksikacije kadmijumom u odnosu na kontrolnu grupu tivotinja (od 13,03+1,56% na
12,85+0,67%), Sto je verovatno indukovano migracijom neutrofila u tkiva koja ¢e inhibirati
inflamatorni odgovor izazvan kadmijumom. Broj limfocita, kao ¢elija humoralnog i ¢elijskog
imunskog odgovora, je povecan usled akutne intoksikacije kadmijumom u odnosu na
eksperimentalnu grupu tivotinja na normalnom retimu tivota i ishrane (od 65,93+2,91% na
69,32+2,06%). Broj trombocita kod tivotinja intoksiciranih Cd je smanjen u odnosu na
kontrolnu grupu (1095,17+30,91x10uL na 872,83+43,98x10%uL) zbog oksidativnog stresa
izazvanog kadmijumom (Ruparelia i sar., 1990).

Aplikovanje nekog od suplemenata (LA ili GSH) u kombinaciji sa kadijumom dovodi do
delimi¢nog smanjenja ili ublat avanja Stetnog efekta ovog toksi¢nog metala. LA 1 GSH igraju
znacajnu ulogu kao antioksidansi kod pacova jer poboljSavaju imunitet odrt avanjem structure
1 funkcije vatnih imunskih ¢elija. Tako da se govori o efikasnosti suplemenata u borbi protiv
toksi¢nosti kadmijuma na hematoloske parametre, aktivnost enzima 1 lipidnu peroksidaciju
kod pacova. Aplikovanje kadmijuma kod eksperimentalne grupe tivotinja uzrokuje sistemsku
inflamatornu reakciju koja se karakteriSe leukocitozom, promenama u odnosu pojedinih ¢elija

krvi 1 pove¢anom aktivnos¢u citokina (Shaikh i sar., 1999).
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Tabela 4.2. Vrednosti hematoloskih parametara eksperimentalne grupe tivotinja
intoksicirane kadmijumom i uticaj suplemenata (LA i1 GSH) dan nakon izlaganja kadmijumu

Hematoloski 010 cd Cd+LA  Cd+GSH
parametri
ER [Xlolz/L] 7,38 +0,34 5,18 £0,38 5,49 +0,12 6,07 £0,20
Hb [g/L] 140,17 £ 4,45 108,83 +5,74 115,33 + 1,97 121,17 +£2,79
Het [%] 40,55+ 1,52 29,65+ 1,79 32,03 +0,94 33,65+1,33
MCV [fL] 54,45 +0,77 56,78 = 1,80 58,25+0,71 58,47 +1,24
MCH [Pg] 19,00+ 0,31 20,63 +0,77 21,18+ 0,37 22,02 +0,59
MCHC [gL] 345172371 366,33 + 3,14 364,17 + 4,66 364,83 + 2,40
LE [X IOQ/L] 2,53+0,37 5,40+0,32 5,58 +£0,47 6,42 +0,22
LY [%] 65,93 £2,91 69,32 £2,06 66,40 + 2,45 66,33 £2,12
MO [%] 21,73+ 1,42 18,13 +£0,53 30,02+ 1,75 24,79 +1,22
GR [%] 13,03 £ 1,56 12,85 £ 0,67 17,22+ 1,19 19,35 +1,11
TR [X 103/HL] 1095,17 +£30,91 872,83 +43,98 1009,00 + 17,90 938,67 £ 11,31
RDW [%CV] 15,03 £ 0,56 15,13 +1,38 16,53 £ 0,77 18,35+0,77
PDW [%] 15,50 = 0,69 15,60 £ 0,62 15,48 £ 0,61 15,78 £0,21
MPV [fL] 2,80+0,31 2,35+0,27 2,23+0,17 1,90+0,14

Rezultati merenja vrednosti standardnih hematoloSkih parametara kao i promena istih u

uslovima hronicne intoksikacije olovom i efekti uticaja suplemenata o-liponske kiseline i

glutationa prikazani su u tabeli 4.3.

Nivo olova u krvi je pogodan 1 direktan pokazatelj njegove toksi¢nosti. Trovanje olovom

dovodi do signifikantnog poremecaja na nivou hematoloskih parametara, jer olovo inhibira

pojedine faze u sintezi hema, tako da se hematoloski efekti uticaja ovog metala mogu uociti u

smanjenom broju eritrocita, koli¢ini hemoglobina, procentu hematokrita i vrednosti MCV 1
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MCH. Literaturni podaci ukazuju da je kod izlote nosti ze€eva olovu zna€ajno smanjen broj
crvenih krvnih zrnaca, koncentracija hemoglobina i vrednosti hematokrita (Bersenyi 1 sar.,
2003). Oko 99 % olova u krvi se vezuje za eritorcite jer ove krvne ¢elije imaju veliki afinitet
oStecenja 1 lipidnu peroksidaciju koja se deSava na membrani eritrocita, za razliku od drugih
¢elija 1 tkiva. Eritrociti mogu da se Sire putem krvi do razli¢itih organa u telu (Sivaprasad i
sar., 2003).

Vrednosti hematoloskih parametara pokazuju da se efekti sistematskog trovanja olovom
mogu pratiti merenjem nivoa hemoglobina, eritrocita i hematokrita (tabela 4.3.). Izlot enost
olovu dovodi do opadanja broja eritrocita u krvi, od 7.38+0,34x10'%/L za kontrolnu grupu
tivotinja do 4.68+0,26x10'*/L za grupu tivotinja koja je intoksicirana olovom. Nivo Hb u
krvi znacajno opada, za oko 35% u odnosu na grupu koja je bila na normalnom retimu tivota
1 ishrane (od 140,17+4,45 g1 do 95,67+3,33 gl.). Procenat hematokrita znac¢ajno opada kod
grupe eksperimentalnih tivotinja koja je hroni¢no intoksicirana olovom u odnosu na
eksperimentalnu grupu koja je bila na normalnom retimu ishrane i tivota (od 40,55+1,52%
na 26,65+0,73 %).

Eritrociti imaju visok afinitet za olovo i oni sadrt e velike koli¢ine cirkuliSuceg olova koji
je dospeo intoksikacijom u organizam laboratorijskih tivotinja (Leggett i sar., 1993). Postoji
veliki broj faktora koji doprinose povecanoj osetljivosti eritrocita na olovo: hemoglobin mote
lako da se auto-oksiduje, pretvaranje oksihemoglobina u methemoglobin i membranske
komponente crvenih krvnih zrnaca koje su veoma osetljive na lipidnu peroksidaciju. Olovo
indukuje oksidativni stres u krvi 1 drugim mekim tkivima Sto objaSnjava jedan od mogucih
mehanizama olovne toksi¢nosti (Pande 1 sar., 2001).

Dodatak suplemenata liponske kiseline i1 glutationa eksperimentalnim tivotinjama dan
nakon trovanja olovom znacajno umanjuje negativne efekte olova na hematoloSke parametre
krvi (RBC, Hb i Hct). To je verovatno zbog moguénosti blokiranja Pb*-jona i graDaja
helatnog kompleksa preko dva aktivna —SH centra po molekulu LA 1 GSH.

Prema rezultatima iz tabele 4.3. glutation kao suplement znacajno povecava broj eritrocita
u krvi pacova (od 4,68+0,26x10'*/L za eksperimentalnu grupu t ivotinja koja je dobijala samo
olovo na 5,34+0,41x10'%/L za eksperimentalnu grupu tivotinja koja je pored intoksikacije
olovom dobijala 1 suplement glutation), povecava nivo hemoglobina (od 95,67+3,33 g/l kod
Wistar pacova koji su dobijali olovo na 107,17+5,84 g1 kod Wistar pacova koji su pored

olova dobijali i suplement glutation) i povecava vrednost hematokrita (od 26,65+0,73%
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pacovi koji su dobijali olovo na 29,18+2,30% kod pacova koji su pored olova dobijali 1

suplement glutation).

Tabela 4.3. Vrednosti hematoloskih parametara eksperimentalne grupe tivotinja
intoksicirane olovom i uticaj suplemenata (LA i GSH) dan nakon izlaganja olovu

Hematolos!d Kontrola Pb Pb+LA Pb + GSH
parametri
ER [*x10"/L] 738+ 0,34 4,68 + 0,26 6,01 £0,32 5,34 +0,41
Hb [g/L] 140,17 + 4,45 95,67 + 3,33 131,33 £4,27 107,17 + 5,84
Het [%0] 40,55+ 1,52 26,65+ 0,73 37,60 + 0,47 29,18 +2,30
MCV [fL] 5445 40,77 53,22+ 0,49 57404099  56,72+0,78 fL
MCH [Pg] 19,00 + 0,31 18,47 + 1,13 21,2240,58 20,85 + 0,56
MCHC L] 345175371 373504305 36333 4,08 358,67 = 6,22
LE [x10°/L] 2.53+037 4,50 £0,48 5,53+0,51 5,98 +0,22
LY [%] 65,93 +2,91 5438+ 1,81 53,62 + 1,130 50,45 + 0,47
MO [%] 21,73+ 1,42 26,50 + 1,01 38,28 = 0,49 31,78 0,81
GR [%] 13.03£1,56 2028 0,60 2240+ 1,03 25,08 % 0,33

TR [x10°/uL]

1095,17 + 30,91

357,00 + 10,77

881,67 +31,37

781,33 + 28,05

0
RDW [%CV] 15,03 £ 0,56 16,48 + 0,38 15,07 £0,58 1537 +0,38
1)
PDW [%] 15,50 + 0,69 17,68 + 0,34 16,37+ 0,39 16,78 + 0,29
MPV [fL] 2,80+ 031 3.77+021 3234030 4,18 40,36

LA, dodata dan nakon intoksikacije olovom, povecava broj eritrocita u odnosu na grupu

tivotinja koja je intoksicirana olovom (od 4,68+0,26x10"%/L na 6,01+0,32x10'%/L), povecava
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nivo hemoglobina (od 95,67+3,33 g/l na 131,33+4,27 g/l.) 1 povecava procenat hematokrita
dovode¢i je priblitno na vrednost kontrolne grupe tivotinja (od 26,65+0,73% na
37,60+0,47%). Vremenska razlika izmeDu unosenja olova i liponske kiseline (jedan dan),
odnosno glutationa ukazuje na moguénost da liponska kiselina, tj. glutation mote biti dobar
suplement u cilju smanjenja toksi¢nog dejstva olova (Karlson, 1992). Nepoteljni efekti se
mogu uspesno smanjiti, skoro eliminisati pomocu liponske kiseline i glutationa koji se dodaju
uz redovnu ishranu.

Prema literaturnim podacima prisustvo olova u hrani kod zeceva t enskog pola dovodi do
blage anemije 1 smanjenja MCH, MCV 1 MCHC (Falke i sar., 1990). U ovom radu vrednosti
korpuskularne zapremine eritrocita (MCV) 1 korpuskularne zapremine hemoglobina (MCH)
su kod tivotinja intoksiciranih olovom neznatno smanjene (od 54,45+0,77fL na 53,22+0,49fL
za MCV 1 od 19,00+£0,31Pg na 18,47+1,13Pg za MCH) u odnosu na kontrolnu grupu
tivotinja, Sto ukazuje na mikrocitnu hipohromnu anemiju. Kod pacova koji su dobijali neki
supplement a-liponsku kiselinu ili glutation primeéen je porast ovih parametra krvi u odnosu
na grupu tivotinja hroni¢no intoksiciranih olovom (MCV od 53,22+0,49fL. na 57,40+0,99fL
za LA ili na 56,72+0,78fL za GSH i MCH od 18,47+1,13Pg na 21,22+0,58Pg za LA odnosno
20,85+0,56Pg za GSH).

U ovom radu studija razlicitih vrsta leukocita otkrila je povecanje limfocita kod pacova
koji su dobijali olovo u odnosu na grupe sa dodatkom suplementa, LA odnosno GSH, (od
54,384+1,81% na 53,62+1,13% odnosno na 50,45+0,47%) 1 povecanje monocita 1 granulocita
u odnosu na kontrolnu grupu (od 21,73+1,42% na 26,50+1,01% za monocite 1 od
13,03+1,56% na 20,28+0,60% za granulocite). Razne studije pokazuju da intoksikacija
olovom dovodi do monocitoze i neutrofilije verovtno zbog mogucée upale prouzrokovane
ovim teSkim metalom (Hogan 1 sar., 1979), dok druge studije govore o kontraverznim
rezultatima tj. izratenoj monocitopeniji 1 eozinopeniji, S§to se objasnjava olovom
indukovanom upalom (Xintaras, 1992).

Prema rezultatima ovog rada zapateno je znacajno smanjenje krvnih plocica tj.
trombocita kod tivotinja nakon duge intokacije olovom u odnosu na kontrolnu grupu
tivotinja (od 1095,17+30,91 x10°/uL na 357,00+10,77x10°/uL), §to se poklapa sa rezultatima

u drugim radovima (Xintaras, 1992).
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Rezultati merenja vrednosti standardnih hematoloskih parametara kao i promena istih u
uslovima hronicne intoksikacije bakrom i efekti uticaja suplemenata o-liponske kiseline i
glutationa prikazani su u tabeli 4.4.

Bakar je sastavni deo brojnih enzima kao Sto su superoksid dizmutaza, lizil oksidaza,
citohrom oksidaza, monoamino oksidaza, feroksidaza I i tirozinaza (Sharma i sar., 2007).
Bakar ima zna¢ajnu ulogu i u apsorpciji i transportu gvot Dai sintezi hemoglobin (Sharma,
1999). Jo§ uvek ne postoje &vrsti dokazi o interakciji bakra sa gvotDan (Seelig, 1972),
uticaju bakra na metabolizam gvot Da morfologiju eritrocita i druge hematologke parametre
(Gipp 1 sar., 1973). Bakar je aktivni centar preko 12 metaloenzima koji su ukljuceni u
stvaranju hemoglobina, biosintezi kateholamina, u sintezi melanina, oksidaciji difenola,
transportu elektrona (Uauy, 1998). Bakar kao esencijalni biometal katalizuje biosintezu
hemoglobina pomatuéi ugradnju gvotDa u hem, a sa kalcijumom bakar udestvuje u
metabolizmu fosfora (Tomin, 1999). Bakar je esencijalan element za normalnu eritropoezu
Sto je demonstrirano od strane Harta 1 sar. 1928.god., koji su dokazali da ishrana
punomasnim mlekom, dopunjena gvot Dan kod pacova uzrokuje anemiju koja je izleena
dodavanjem bakra u hrani (Hart i sar., 1928). Fernandes 1 saradnici, 1988.god. smatraju da
hroni¢na intoksikacija velikom koli¢inom bakra dovodi do mikrocitne anemije 1 hemolize
eritrocita (Fernandes i sar., 1988).

Eksperimentalne studije na svinjama su dokazale da nedostatak bakra u ishrani uzrokuje
smanjenje hemoglobina, hematokrita, eritrocita, vrednostt MCV, MCH, MCHC 1
ceruloplazmina u plazmi (National Ressarch Council, 1968).

Izlotenost bakru dovodi do neznatnog opadanja broja eritrocita u krvi, od
7.38+0,34x10"%/L za kontrolnu grupu tivotinja do 7.25£0,26x10'%/L za grupu tivotinja koja
je dobijala bakar. Nivo Hb u krvi znafajno raste u odnosu na grupu koja je bila na
normalnom ret imu tivota i ishrane (od 140,17+4,45g/1. do 149,33+10,48gL) verovatno jer je
bakar neophodan za sintezu hemoglobina tako $to pomate ugradnju Fe u hem 1 katalizuje
biosintezu porfirina i sazrevanje retikulocita. Jednom rec¢ju ovaj teski metal je neophodan za
hematopoezu. U nasoj studiji potvrDewo je da bakar katalizuje biosintezu Hb tako da
povecava sadrt aj Hb za oko 8% 1 taj efekat je u prisustvu GSH, odnosno LA jos izrat eniji.

Dok procenat hematokrita opada kod grupe eksperimentalnih tivotinja koja je hroni¢no
intoksicirana bakrom u odnosu na eksperimentalnu grupu koja je bila na normalnom retimu

ishrane i tivota (od 40,55+1,52% na 34,6+0,58%).
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U ovoj studiji vrednost korpuskularne zapremine eritrocita (MCV) su kod Wistar pacova
hroni¢no intoksiciranih bakrom smanjene u odnosu na kontrolnu grupu tivotinja (od
54,45+0,77fL na 45,57+2,46fL), dok su vrednosti korpuskularne zapremine hemoglobina
(MCH) neznatno povecane u odnosu na kontrolnu grupu tivotinja (od 19,00+0,31Pg na
20,57+1,42Pg). Kod eksperimentalnih grupa koje su dan nakon intoksikacije bakrom dobijale
neki suplement glutation ili o—liponsku kiselinu zapateno je povecanje vrednosti MCV i
MCH u odnosu na eksperimentalnu grupu tivotinja intoksiciranth bakrom (MCV od
45,57+2,46 na 47,08fL za LA ili na 46,85£2,31fL za GSH i MCH od 20,57+1,42Pg na
21,42+1,57Pg za LA odnosno 22,00+1,46Pg za GSH).

Sistemsko izlaganje tivotinja uticaju bakra ima za posledicu povecanje pojedinih vrsta
leukocita, narocito je izraten efekat na limfocite Sto se mote videti iz tabele 4.4. Procenat
limfocita se poveéava kod eksperimentalne grupe koja je dobijala bakar u odnosu na
kontrolnu grupu (od 65,93+2,91% na 66,92+3,49%)), tako da se mot e govoriti o nepovoljnom
uticaju bakra na imunski sistem.

Vrlo brzo nakon unoSenja bakra u organizmu eksperimentalnih tivotinja dolazi do
znadajnih promena koje se manifestuju, izmeDu ostalog, smanjenjem broja trombocita u
odnosu na eksperimentalnu grupu Wistar pacova koji su bili na normalnom retimu tivota i
ishrane (od 1095,17+£30,91x10°/uL na 937,17+13,56x10°/uL). o-liponska kiselina ili
glutation, koji se dodaju uz redovnu ishranu, mogu skoro eliminisati nepoteljni efekat
hroni¢ne intoksikacije bakrom. Njegov efekat na pojedine vrste leukocita ogleda se u
smanjenju limfocita u odnosu na eksperimentalnu grupu tivotinja koja je intoksicirana
bakrom 1 to (od 66,92+£3,49% na 63,70£1,58% za LA ili na 64,52+2,11% za GSH).
Aplikacija o-liponske kiseline ili glutationa ima za posledicu ublatavanje inflamatornog
odgovora u organizmu izazvanog dejstvom teskog metala. Broj trombocita nakon aplikacije
protektora (LA 1li GSH) poveéava u odnosu na eksperimentalnu grupu tivotinja
intoksiciranih bakrom 1 priblitava vrednostima kontrolne grupe tivotinja (od
937,17+13,56x10°/uL na 1004,33+5,64x10°/uL za LA ili na 976,50+12,14x10°/uL za GSH).

a-liponska kiselina, kao prirodno sulfhidrilno tiol jedinjenje, pronaleno je u prirodi u
mnogim biljnim 1 tivotinjskim vrstama 1 koristi se u terapiji mnogih bolesti (Teichert 1 sar.,
2005). Glutation kao tripeptid je najzastupljenije tiol jedinjenje u Celijama sisara sa
koncentracijom od 12 Mm (Cooper 1 sar., 1997). Pokazano je u ovom istrativanju da o—
liponska kiselina odnosno glutation dozirani samostalno ili kao suplementi pri intoksikaciji

teSkim metalima povoljno uti¢u na sadrtaj hemoglobina u krvi, broj eritrocita i procenat
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hematokrita u odnosu na kontrolnu grupu. Usled doziranja LA odnosno GSH broj eritrocita u
krvi pacova pokazuje porast u odnosu na eksperimentalnu grupu tivotinja na normalnom

retimu tivota i ishrane (od 7,38+0,34x10"%/L

Tabela 4.4. Vrednosti hematoloskih parametara eksperimentalne grupe tivotinja
intoksicirane bakrom i uticaj suplemenata (LA 1 GSH) dan nakon izlaganja bakru

Hematolos!d Kontrola Cu Cu+LA Cu + GSH
parametri
ER[X10%L] ;35,034 7.25 40,30 7754023 7,34£0,19
Hb [g/L] 140,17 445 149331048 167,67+ 5,54 162,00 = 2,97
Het [%] 40,55+ 1,52 34,6+0,58 39,67+ 0,83 36,98 + 1,10
MCV [fL] 54.45+0,77 45,57 2,46 47,08 +2,81 46,85 +2,31
MCH [Pg] 19,00 % 0,31 20,57+ 1,42 20424157 22,00 + 1,46
MCHC[g/L] 345174371 3528341301 349,00 £ 4,19 345,17 £ 4,66
LE [x107/L] 2534037 384031 4764028 4514038
LY [%] 65,93 +2,91 66,92 + 3,49 63,70+ 1,58 64,52+2,11
MO [%] 21,73+ 1,42 22184239 2320+1,69 23,77 +2,55
GR [%] 13,03 £ 1,56 11,63 +0,95 1227 221 12,50 + 2,11
TR [107ML] 10951723001 9371741356 1004334564 97650 12,14
RDW [%CV] 150310556 16,07 1,08 15,65+ 0,57 15,75+0,29
PDW [%)] 15,50 + 0,69 15,96 + 0,99 15,72 0,39 15,73 + 0,67
MPV [fL] 2,80+ 031 3,18 £ 0,66 3,03+0,29 3,10+ 0,50
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Tabela 4.5. Vrednosti hematoloskih parametara kontrolne grupe tivotinja
1 eksperimentalnih grupa koja su dobijale protektore (LA ili GSH)

Hematoloski

parametri Kontrola LA GSH
ER [x10"/L] 7,38 +0,34 7,73 £0,28 7,51 +0,032
Hb [¢/L] 140,17 +4,45 159,60+ 1,14 150,80 + 1,48
Het [%] 40,55 1,52 4526 +0,99 43,30 £0,24
MCV [fL] 54.45+0,77 53,28 + 0,69 53,824+ 0,29
MCH [Pg] 19,00 + 0,31 18,00 + 0,29 18,54 + 0,27
MCHC[gL] 345174371 34160215 343,20 + 1,64
LE [x10°/L] 2.53+037 1,50 + 0,22 1,78 +0,29
LY [%] 65,93 £2,91 70,00 + 0,72 63.56 +0.57
MO [%] 21,73 1,42 16,36 + 0,42 18,38 + 0,39
GR [%] 13.03 1,56 10,88 = 0,53 12,08 + 0,25
TRDAOVML] 09517243001 1110202130 107,60 1,52
RDW [%CV]  150340.56 17,04 0,72 16,62 + 0,24
PDW [%] 15,50 = 0,69 13,10 £ 035 14,10 0,22
MPV [fL] 2,80+ 0,31 2,2+0.28 2,40 £ 0,25

Pokazano je u ovom istrativanju da o-liponska kiselina odnosno glutation dozirani
samostalno ili kao suplementi pri intoksikaciji teSkim metalima povoljno utiu na sadrt aj
hemoglobina u krvi, broj eritrocita i procenat hematokrita u odnosu na kontrolnu grupu.
Usled doziranja LA odnosno GSH broj eritrocita u krvi pacova pokazuje porast u odnosu na
eksperimentalnu grupu tivotinja na normalnom retimu tivota i ishrane (od 7,38+0,34x 10'%/L

do 7,73+0,28x10'%/Lza LA odnosno 7,51+0,03x10'%/L za GSH). U ovom eksperimentu
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zapatene su 1 vece vrednosti koli¢ine hemoglobina eksperimentalne grupe tivotinja koja je
dobijala LA odnosno GSH u odnosnu na kontrolnu grupu tivotinja (od 140,17+4,45gL. do
159,60+1,14 gL za LA odnosno 150,80+1,48¢21), kao i veéi procenat hematokrita (od
40,55+1,52% do 45,264+0,99% za LA odnosno 43,30+0,24% za GSH) u odnosu na kontrolnu
grupu tivotinja. Preko svojih aktivnih mesta —SH grupe LA i GSH dodati kao suplementi
posle intoksikacije teskim metalima (kadmijumom, olovom i bakrom) omogucavaju
vezivanje metala i gralenje kompleksa sa njima (Sigel i sar., 1978). LA i GSH su mo¢na tiol
helatna sredstva protiv trovanja teskim metalima (narocito olovom, bakrom i kadmijumom)
sa kojima formiraju stabilan kompleks, ublatavaju Stetan efekat metala na eritrocite 1 na taj
nacin ispoljavaju svoj antioksidativni efekat (Ou 1 sar., 1995; Gurer 1 sar., 1999). Eritrociti
predstavljaju dobar model sistem za antioksidativno dejstvo o—liponske kiseline 1 gluatationa
protiv oksidativnog stresa svih bioloskih membrana ¢elija.

U ovoj studiji iz tabele 4.5. uofava se da LA odnosno GSH dozirani samostalno
ispoljavaju dobar efekat na pojedine vrste leukocita, narocito na limfocite tj. zapat en je bolji
imuni odgovor kod eksperimentalne grupe tivotinja koja je dobijala LA u odnosu na
eksperimentalnu grupu tivotinja koja je bila na normalnom retimu tivota i ishrane (od
65,93+2.91% na 70,00+£0,72). ZnaCajne promene se manifestuju 1 promenom broja
trombocita tj. pove¢anjem krvnih plocica koje u€estvuju u procesu zgrusavanja krvi kod
eksperimentalne grupe tivotinja dozirane LA u odnosu na kontrolnu grupu (od
1095,17i30,91X103/uL na 1110,2041,30). Zato se 1 govori o pozitivhom antioksidativnom
dejstvu ovih tiol jedinjenja 1 predlate se da se ove supstance na osnovu mehanizma njthovog
delovanja naroc€ito LA koristi u prevenciji 1 terapiji mnogih bolesti i komplikacija (Jovanovi¢

isar., 2011).
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Slika 4.3.Trend promene tipi¢nih hematoloskih parametara (ER, Hb i Het) posle akutne
intoksikacije kadmijumom sa ili bez protektora (LA 1 GSH)

Slika 4.4. Trend promene tipi¢nih hematoloskih parametara (ER, Hb i Hct)
posle hroni¢ne intoksikacije olovom sa ili bez protektora (LA 1 GSH)
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Slika 4.5. Trend promene tipi¢nih hematoloskih parametara (ER, Hb i Hct)
posle hroni¢ne intoksikacije bakrom sa ili bez protektora (LA i GSH)

Slika 4.6. Trend promene tipi¢nih hematoloSkih parametara (ER, Hb 1 Hct)
posle davanja protektora LA i GSH
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U ovoj studiji rezultati tipi¢nih hematoloskih parametara (ER, Hb i Hct) posle akutne i
hroni¢ne intoksikacije (Cd, Pb 1 Cu) sa ili bez suplemenata (LA 1 GSH) prikazani su na
slikama 4.3, 4.4 1 4.5. Ove analize krvi pokazuju sistemski efekat izlaganja teSkim metalima
koji mot e biti pra¢en merenjem nivoa hemoglobina, procenta hematokrita i broja eritrocita.

Nivo hemoglobina u krvi Wistar soja pacova signifikantno opada kod grupa
intoksiciranih kadmijumom i olovom, jer ovi toksi¢ni metali verovatno inhibiraju brojne
enzime koji uCestvuju u sintezi hema a samim tim i stvaranju eritrocita. Od davnina je
poznato toksi¢no dejstvo olova na eritropoezu $to je povezano sa razvojem anemije. Postoji
mali broj informacija o efektu olova na biosintezu hema 1 razvoj anemije nakon izlaganja
olovu (Sassa, 1978). Za razliku od prethodnih grupa, grupa tivotinja koja je intoksicirana
bakrom pokazuje porast koncentracije hemoglobina u odnosu na kontrolnu grupu tivotinja.
Jos uvek ne postoje ¢vrsti dokazi o interakciji bakra sa gvot Dan (Seelig 1972), uticaju bakra
na metabolizam gvot Da morfologiju eritrocita i druge hematoloske parametre (Gipp i sar.,
1973). Fernandes i saradnici 1988. god., smatraju da hroni¢na intoksikacija velikom
koli¢inom bakra dovodi do mikrocitne anemije i hemolize eritrocita (Fernandes i sar., 1988).
U ovoj studiji rezultati hematoloSke analize krvi (ER, Hb i Hct) u uslovima hroni¢ne
intoksikacije Wistar pacova i.p inj. CuSO4x5H,0 kao 1 uticaj suplemenata S—donor liganada
prikazani su na slici 4.5. Prisustvo bakra je neophodno za sintezu hemoglobina jer se smatra
da ovaj metal verovatno pomat e ugradnju gvot Dau hemoglobin i vr§i sazrevanje eritrocita.

Kao rezultat poremecene sinteze hema je smanjen broj eritrocita 1 procenat hematokrita
(za oko 40%) kod eksperimentalnih grupa tivotinja akutno i hroni¢no intoksicirani teSkim
metalima (Cd i Pb), dok intoksikacija bakrom dovodi do neznatnog smanjenja broja eritrocita
1 procenta hematokrita u odnosu na kontrolnu grupu tivotinja, slika 4.3, 4.4, 4.5. Dodatkom
suplemenata (a-liponske kiseline ili glutationa), dan nakon intoksikacije kadmijumom,
olovom ili bakrom nivo hemoglobina i crvenih krvnih zrnaca pokazuje tendenciju rasta tj.
porast vrednosti ovih hematoloskih parametara koje se priblitavaju vrednostima
eksperimentalne grupe tivotinja na normalnom retimu tivota i ishrane, slika 4.3, 4.4. 1 4.5.
To je verovatno zato Sto se se teski metal (Cd, Pb ili Cu) vete za aktivnho mesto —SH grupe
protektora 1 na taj nacin se blokira i smanjuje toksi¢no dejstvo teSkih metala. Dodatak
suplemenata, dan nakon intoksikacije teskim metalima, eliminiSu se negativni efekti teSkih

metala (Cd, Pb i Cu) koji se manifestuju na hematoloske parametre (ER, Hb i Hct).
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4.3. Rezultati merenja aktivnosti alkalne i kisele DNaze

Slobodni radikali i neradikalske reaktivne vrste kiseonika mogu izazvati smrt ¢elije putem
2 mehanizma celijske smrti: nekroze i apoptoze. Apoptoza je odlotena forma Celijske smrti
koja odrtava homeostazu organizma, ali se mot e aktivisati i u patoloskim stanjima. Apoptoza
je uroDani genetski kontrolisan proces koji se aktivise kada ¢elija nije potrebna ili je tesko
osteCena. Svaka celija koja dotivi apoptozu mora da aktiviSe program celijske smrti
(programmed cell death, PCD) koji obuhvata sledece ¢inioce: induktore, ¢elijske receptore,
transkripcione faktore, aktivaciju genoma, sintezu proteina, aktivaciju enzima razgradnje, $to
dovodi do smrti ¢elije. Programiranu ¢elijsku smrt mogu indukovati:

1. fizioloski aktivatori, ukljucujudi i signale smrti,

2. aktivatori nastali usled oSteéenja, kao $to su slobodni radikali,

3.y1 UV zracenje i

4. toksini.

Apoptozu mogu izazvati primena malih doza vodonik peroksida ili lipidnih peroksida,
pad intracelijskog redukovanog glutationa (GSH) ili primena hemikalija koje inhibiSu sintezu
GSH 1 primena hemikalija koje doprinose sintezi reaktivnih vrsti kao npr. teski metali (Cd, Pb
i Cu), dok sprecavanje apoptoze mote se izvrSiti endogenim i1 egzogenim antioksidansima
(npr. a-liponska kiselina 1 glutation).

Rezultati merenja aktivnosti DNaza jetre, bubrega, mozga i pankreasa u uslovima
hronicne intoksikacije albino pacova Wistar soja jonima Cd’" kao i uticaj suplemenata S—
donor liganada prikazani su u tabeli 4.6. 1z dobijenih rezultata se vidi da kadmijum znacajno
povecava nivo alkalne DNaze jetre (od 7,16+1,73 na 22,24+2,28), bubrega (od 5,91£1,23 na
13,96+0,83), mozga (od 0,55+0,09 na 1,36+0,27) i pankreasa (od 5,76+1,70 na 18,15+2,97).
Vrednosti kisele DNaze nakon hroni¢ne intoksikacije kadmijumom su povecane u jetri (od
4,10£1,44 na 20,734£3,79), u bubregu (od 5,54+0,40 na 13,64+0,73), mozgu (od 0,57+0,12 na
1,28+0,39) i pankreasu (od 5,54+0,81 na 19,64+3,15) u odnosu na kontrolnu grupu t ivotinja
koja je bila na normalnom retimu ishrane i tivota bez intoksikacije teSkim metalima i bez
dodavanje suplemenata.

Iz dobijenih rezultata se mote zakljuciti da intoksikacija kadmijumom znacajno menja
nivo endonukleaza. Pretpostavka je da je kadmijum verovatni uzro€nik nastanka oksidativnih
ostecenja DNK, proteina i lipida S$to se manifestuje povecanom aktivnoscu alkalne i kisele

DNaze (tabela 4.6). Kadmijum mote da dovede do povecanog stvaranja slobodnih
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kiseoni¢nih radikala, tako da se mote govoriti o genotoksi¢nom uticaju ovog metala na
enzimske 1 neenzimske komponente antioksidativnog sistema odbrane organizma. Postoje
literaturni podaci o stvaranju slobodnih radikala kod tivotinja nakon akutne intoksikacije
kadmijumom i kancerogeneze nakon hroni¢ne intoksikacije ovim metalom (Hanahan i sar.,
2000). Mogué¢i mehanizam $tetnog delovanja kadmijuma mote biti neravnoteta izmeDu
proizvodnje i uklanjanja slobodnih radikala u tkivima i pojedinim ¢elijskim komponentama
Sto vodi ka oksidativnom stresu i pove¢anom ostecenju molekula DNK, kao i povecanju
aktivnosti alkalne i1 kisele DNaze koje ucestvuju u reparaciji ili stvaranju nove DNK. Taj
efekat je jako izrat en u tkivu jetre, bubregu i pankreasu (tabela 4.6).

Neposredna posledica izlot enosti kadmijumu je iscrpljivanje fizioloSkih antioksidanasa,
pre svega onih sa reaktivnim —SH grupama kao §to su proteini i glutation i to je jedan od
verovatnih mehanizama toksi¢nosti ovog metala. Izlaganje ¢elija kadmijumu ukljucuje ne
samo odgovore reakcije signalizacije na Celijsku smrt ve¢ 1 zaStitne reakcije ¢elije protiv
toksicnosti ovim metalom.

Prema rezultatima iz tabele 4.6. glutation kao suplement znacajno smanjuje aktivnost
DNaza (alkalne 1 kisele) jetre (od 22,24+2.28 na 10,04+1,42 za alkalnu DNazu i od
20,734£3,79 na 10,18+3,10 za kiselu DNazu), bubrega (od 13,96+0,83 na 6,61+0,44 za
alkalnu DNazu i1 od 13,64+0,73 na 9,224+0,25 za kiselu DNazu), mozga (od 1,36+0,27na
0,75+0,31 za alkalnu DNazu 1 od 1,2840,39 na 0,72+0,16 za kiselu DNazu) 1 pankreasa (od
18,15+2,97 na 10,90+1,27 za alkalnu DNazu 1 od 19,64+3,15 na 10,83+1,40 za kiselu
DNazu) u odnosu na eksperimentalnu grupu tivotinja koja je intoksicirana kadmijumom.

Dodavanjem GSH, dan nakon izlaganja ovom metalu tokom trajanja eksperimenta, oko
50% delimicno redukuje efekat toksicnog uticaja metala na aktivnost kiselth DNaza. GSH
gradi preko —SH grupe slabo rastvorne merkaptide sa jonima teskih metala. MeDuim GSH
mot e i da kompleksira jone teskih metala. Verovatna struktura pomenutog kompleksa izmeDu
GSH 1 jona teskih metala je [M(GSH),]. Stabilnost kompleksa koje GSH mot e da nagradi sa
jonom teskog metala (Cd*") zavisi od veli¢ine jona, acidobaznih osobina jona kao i afiniteta
—SH grupe. GSH igra prvu liniju odbrane i znacajnu ulogu u odbrani od kadmijumove

citotoksi¢nosti (Singhal 1 sar., 1987).
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Tabela 4.6. Aktivnost a) alkalne DNaze i b) kisele DNaze kod eksperimentalnih grupa

u uslovima akutne intoksikacije kadmijumom 1 uz dodatak odgovarajucih suplemenata

Eksperimentalne Alkalna DNaza [1J/ing]
g;i%e Jetra Bubreg Mozak Pankreas
Kontrola 7,16 £ 1,73 591+1,23 0,55+ 0,09 5,76 £ 1,70
Kadmijum (Cd) 22,24 +£2.28 13,96 + 0,83 1,36 £ 0,27 18,15+2,97
Cd+ LA 12,93 £ 1,15 5,96 + 0,46 0,69 £ 0,29 10,87 + 3,04
Cd + GSH 10,04 + 1,42 6,61 £ 0,44 0,75+ 0,31 10,9 £ 1,27
LA 14,01 £0,91 8,24 +1,19 0,28 £0,10 4,66 + 1,05
GSH 8,18 £ 0,68 7,95+ 1,29 0,43 £0,08 5,20 £ 0,81
Eksperimentalne Kisela DNaza [1Ving]
Grf:ge Jetra Bubreg Mozak Pankreas
Kontrola 4,10+ 1,44 5,45+ 0,40 0,57 £ 012 5,54 £ 0,81
Kadmijum (Cd) 20,73 £3,79 13,64 + 0,73 1,28 £0,39 19,64 + 3,15
Cd+ LA 13,70 £ 2,36 9,27 + 0,34 0,57+0,13 11,22+ 1,54
Cd+ GSH 10,18 £3,10 9,22 +0,25 0,72 +£0,16 10,83 + 1,40
LA 14,78 £ 2,37 9,92 +£ 0,90 0,27 £0,08 4,28 +£0,70
GSH 7,42 + 1,35 9,26 + 0,65 0,46 + 0,04 4,37 +0,95
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Prema rezultatima merenja aktivnosti alkalne DNaze jetre, pankreasa, bubrega 1 mozga
o—liponska kiselina je dobar suplement u uslovima akutnog trovanja kadmijumom
subletalnom dozom intraperitonealnom injekcijom, na osnovu vrednosti merenja aktivnosti
alkalne DNaze jetre, pankreasa, bubrega i mozga. Prema aktivnosti DNaza pankreasa LA
smanjuje nivo istih (od 18,15+£2,97 na 10,87+3,04) ali je to joS uvek visoko u odnosu na nivo
aktivnosti kontrolne grupe (5,76+1,70). Prema vrednostima aktivnosti kisele DNaze LA
smanjuje nivo istih izmeren u uslovima intoksikacije kadmijumom i normalizuje njihovu
vrednost u jetri, bubrezima i pankreasu.

Sumarno na osnovu rezultata iz tabele 4.6. LA ispoljava bolje protektivno dejstvo u
pojedinim organima kao Sto su bubreg i mozak $to se mot e zakljuciti merenjem nivoa alkalne
DNaze u bubregu (13,96+0,83 na 5,96+0,46) i mozgu (1,36+0,27 na 0,69+0,29). U pankreasu
su vrednosti alkalne DNaze priblit no jednake i pri dodavanju LA (18,15+2,97 na 10,87+3,04)
ili GSH (18,15+2,97 na 10,9+1,27) kao suplementa. Merenjem nivoa kisele DNaze u mozgu
LA (1,28+0,39 na 0,57+0,13) vati za boljeg protektora u odnosu na GSH.

Zapateno je da GSH kao suplement ispoljava bolje protektivno dejstvo na osnovu
merenja kisele DNaze u jetri (20,73+£3,79na 10,18+£3,10) i pankreasu (19,64+3,15 na
10,83+1,40), dok su vrednosti kisele DNaze pri dodavanju LA (13,64+0,73na 9,27+0,34) ili
GSH (13,64+0,73 na 9,22+0,25) kao suplementa priblitno jednake u bubrezima. Merenjem
nivoa alkalne DNaze GSH (22,24+2,28 na 10,04+1,42) je bolji protektor u jetri u odnosu na
LA. Antoksidansi GSH 1 LA kao moc¢ni helatori neophodni su u detoksikaciji reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta kod pacova koji su izloteni trovanju kadmijumom. Ova tiol jedinjenja
vezuje za sebe kadmijum gradeci sa njim komplekse 1 deluju¢i kao mocéna antioksidativna
sredstva. U svojim reakcijama sa slobodnim radikalima dovode do ekspresije gena,
proliferacije, eritropoeze, imunoloSkog odgovora i smanjuju oksidativni stres i lipidnu
peroksidaciju.

Tako da je zastupljenost ovih suplemenata, liponske kiseline i glutataiona u ishrani od
izuzetnog znacaja za normalno odvijanje tivotnih procesa u ¢eliji. Glavni izvori glutationa u
namirnicama su: brokoli, spana¢, avokado, karfiol, kupus i kelj.

Rezultati merenja aktivnosti DNaza jetre, bubrega, mozga i pankreasa u uslovima
hronicne intksikacije Wistar pacova jonima Pb** kao i uticaj suplemenata S—donor liganada
prikazani su u tabeli 4.7. 1z dobijenih rezultata se vidi da olovo znacajno povecava nivo
alkalne DNaze jetre (7,16£1,73 na 18,45+1,49), bubrega (5,91£1,23 na 10,43+0,69), mozga
(0,55+0,09 na 1,35+0,35) i pankreasa (5,76+1,70 na 16,18+1,60). Vrednosti kisele DNaze
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nakon hroni¢ne intoksikacije olovom su povecane u jetri (4,10+1,44 na 16,34+2,84), u
bubregu (5,54+0,40 na 12,57+0,45), mozgu (0,57+£0,12 na 0,78+0,23) i u pankreasu
(5,54+0,81 na 15,73+1,10) u odnosu na kontrolnu grupu tivotinja koja je bila na normalnom
ret imu ishrane i tivota bez intoksikacije teSkim metalima i bez dodavanje suplemenata.

Iz dobijenih rezultata prikazanih u tabeli 4.7. se mote zakljuciti da dejstvo olova vodi
pojacanom izazivanju oksidativnog stresa, narocCito u tkivima jetre, pankreasa i bubrega, Sto
se manifestuje znacajnim povecanjem produkcije DNaza. Istovremeno se naruSavaju
antioksidativni mehanizami odbrane kod ovih tivotinja a koji su inace prisutni u grupi
tivotinja na normalnom ret imu ishrane i bez intoksikacije teSkim metalima.

Kada su ¢elije izlot ene uticaju olova dolazi do oSte¢enja DNK i povecanja genotoksi¢nog
efekta u ¢eliji Sto dovodi do aktiviranja DNaza koje ¢e ucestvovati u reparaciji DNK
Dodatkom suplemenata, dan nakon izlot enosti uticaju metala, u toku trajanja eksperimenta,
delom se umanjuje efekat trovanja pa time 1 aktivnost enzima. LA kao efikasan antioksidans,
lipo- 1 hidrosolubilno jedinjenje lako prolazi kroz membrane u citoplazmu i ucestvuje u zastiti
od slobodnih reaktivni radikala. Brojna istrativanja su pokazala da je liponska kiselina
prirodni antioksidans koji sluti kao skavendter slobodnih radikala (Packer i sar., 1995). Ovi
rezultati pokazuju da LA vezuje teske metale i time umanjuje njihovo toksi¢no dejstvo §to se
vidi iz smanjenog nivoa produkcije DNaza. Na ¢elijskom nivou LA je dobar antioksidans,
lako se oksiduje u dihidroliponsku kiselinu 1 tako regeneriSe oksidovani glutation, vitamin C i
vitamin E 1 utiCe na odrtavanje red-ox Celijskog statusa. Literaturni podaci se uglavnom
odnose na efekte LA u sanaciji nitrozativnog stresa u dijabetesu, nefropatiji i koronarnoj
bolesti (Gaurav i sar., 2010). U ovom istrativanju administracija LA znacajno inhibiSe
sadrtaj proteina, aktivnhost DNaza 1 nivo lipidnih peroksida, zbog podstaknutih aktivnosti
enzima antioksidativne zastite kao Sto su superoksid-dizmutaza (SOD), glutation peroksidaza
(GPx) i katalaza (CAT).

Istaknuto je da o-liponska kiselina formira stabilne helatne komplekse sa Cd*", Pb*",
Mn*", Cu**, Zn*" kao i to da uklanja teske metale iz pojedinih ciljanih organa i na taj na¢in
deluje kao dobar suplement i antioksidans u borbi protiv toksi¢nosti teskih metala. LA mote
biti tiol-helator i potencijalni izbor u tretmanu kod trovanja olovom. Ona je poteljan
suplement zbog prisutne —SH grupe koja preko S—donor atoma ima moguénost

kompleksiranja sa teSkim metalima.
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Tabela 4.7. Aktivnost a) alkalne DNaze i b) kisele DNaze kod eksperimentalnih grupa

u uslovima hronic¢ne intoksikacije olovom i uz dodatak odgovarajucih suplemenata

Eksperimentalne Alkalna DNaza [1J/ing]
Ciln:lge Jetra Bubreg Mozak Pankreas
Kontrola 7,16 1,73 591+1,23 0,55+ 0,09 5,76 = 1,70
Olovo (Pb) 18,45+ 1,49 10,43 + 0,69 1,35+ 0,35 16,18 £ 1,60
Pb+ LA 8,39 + 1,06 8,38 +0,43 0,67+0,13 11,23 +1,29
Pb + GSH 10,12 +2,59 7,63 +£0,59 1,00 + 0,21 12,92 + 0,98
LA 14,01 £ 0,91 8,24 + 1,19 0,28 +0,10 4,66 + 1,05
GSH 8,18 £0,68 7,95+ 1,29 0,43 £0,08 5,20+ 0,81
Eksperimentalne Kisela DNaza[l)/mg]
Gnr1:116)e Jetra Bubreg Mozak Pankreas
Kontrola 4,10 + 1,44 5,45+ 0,40 0,57 +012 5,54+ 0,81
Olovo (Pb) 16,34 +£2,84 12,57 + 0,45 0,78 £ 0,23 15,73 £ 1,10
Pb+ LA 11,78 £2,54 8,71 £ 0,60 0,59 0,25 10,42 + 2,46
Pb + GSH 12,41 + 1,44 7,36 + 0,85 0,68 + 0,29 11,76 £ 1,93
LA 14,78 £ 2,37 9,92+ 0,90 0,27 £ 0,08 4,28 +0,70
GSH 7,42 + 1,35 9,26 + 0,65 0,46 + 0,04 4,37 £ 0,95

LA mote biti tiol-helator 1 potencijalni izbor u tretmanu kod trovanja olovom. Ona je
poteljan suplement zbog prisutne —SH grupe koja preko S—donor atoma ima mogucnost

kompleksiranja sa teSkim metalima. LA posredno doprinosi smanjenju produkcije slobodnih
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radikala Sto pojaCava antioksidativni sistem. Dobijeni rezultati u ovoj studiji ukazuju na
mogucu aplikaciju LA kod hroni¢ne intoksikacije ovim teskim metalom. Primenom ovog
suplementa zadrtava se metabolicki efekat enzima i u znacajnoj meri normalizuje aktivnost
endonukleaza jetre, pankreasa i bubrega. Zapateno je smanjenje oksidativne modifikacije
DNK pri suplementaciji a-liponskom kiselinom. Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 4.7.
LA, dodata dan nakon intoksikacije olovom, smanjuje nivo alkalne DNaze najvise u jetri
(18,45+1,49 na 8,39+1,06), zatim u pankreasu (16,18+1,60 na 11,23+1,29), u bubregu
(10,43+0,69 na 8,38+0,43) i u mozgu (1,35+0,35 na 0,67+0,13) u odnosu na eksperimentalnu
grupu koja je intoksicirana olovom. Smanjena je i vrednost kisele DNaze pri suplementaciji
LA dan nakon intoksikacije olovom u jetri (16,34+2,84 na 11,7842,54), u bubrezima
(12,57+0,45 na 8,71%0,60), pankreasu (15,73+1,10 na 10,42+2,46) i mozgu (0,78+0,23 na
0,59+0,25).

Prema rezultatima iz ove tabele glutation kao suplement znacajno smanjuje aktivnost
DNaza (alkalne i kisele) jetre (od 18,45+1,49 na 10,12+2,59 za alkalnu DNazu 1 od
16,34+2,84 na 12,41+£1,44 za kiselu DNazu), bubrega (od 10,43+0,69 na 7,63+0,59 za
alkalnu DNazu i od 12,57+0,45 na 7,36+0,85 za kiselu DNazu), mozga (od 1,35+0,35 na
1,00+£0,21 za alkalnu DNazu i od 0,78+0,23 na 0,68+0,29 za kiselu DNazu) i pankreasa (od
16,18+1,60 na 12,92+0,98 za alkalnu DNazu i od 15,73+1,10 na 11,76+1,93 za kiselu
DNazu) u odnosu na eksperimentalnu grupu intoksiciranu olovom. Osnovna uloga glutationa
kao znaCajnog antioksidansa ostvaruje se direktnim ukljanjanjem slobodnih radikala kroz
neenzimsku reakciju, u odrtanju integriteta Celijske membrane 1 normalnom odvijanju
transportnih procesa, stabilizaciji receptora, transportu aminokiselina 1 aktivnosti citoskeleta.
Verovatno davanje glutationa dovodi do reakcije tiol grupe GSH sa olovom i na taj nacin
smanjuje u odreDeoj meri toksi¢no dejstvo ovog metala. Pretpostavka je da GSH preko S—
tiolne grupe u strukturi reaguje sa olovom i verovatno umanjuje toksi¢no dejstvo povecanom
ekskrecijom olova iz organizma.

Olovo inace “kao meka Lewis-ova kiselina—ma izrat en afinitet za interakciju sa ”mekim
bazama—kao $to su S—atomi tiol grupa u antioksidansima, prirodnim biomolekulima i
suplementima u ovom slucaju u glutationu. Mote se re¢i da je GSH poteljan suplement i
antioksidans u detoksikaciji reaktivnih kiseoni¢nih vrsta kod pacova koji su izlot eni trovanju
olovom. Gubitak glutationa i oksidativno oSte¢enje predstavljaju jedan od ranih signala u
programiranoj celijskoj smrti tj. apoptozi celije (Kane i sar., 1993). Dosadasnje studije

ukazuju da glutation igra ulogu u regulisanju apoptoze (Hall 1 sar., 1999).
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U ovom eksperimentu je pokazana korisna uloga suplemenata GSH i1 LA sa
antioksidativnim karakterom u prevenciji 1 smanjenju nepoteljnih efekata hroni¢ne
intoksikacije olovom. Antioksidansi posredno $tite Celije od oksidativnog stresa tako Sto
predstavljaju potencijalne skavendtere slobodnih radikala i zaustavljaju lancanu reakciju
lipidne peroksidacije koje mogu dovesti do oStecenja 1 degradacije DNK S§to se mote videti
na slikama 2.1. 1 2.3. LA povecava efekat glutationa vatnog antioksidansa koji se nalazi u
¢elijama (Han i sar., 1997). Ovi suplementi verovatno ucestvuju u zastiti ¢elije od toksi¢nog
dejstva teskih metala i regulisanju antioksidativnog sistema odbrane celije. Mehanizam
njihovog delovanja upucuje na to da se mogu koristiti kao terapeutski korisna sredstva kod
mnogih poremeéaja i bolesti. Prema rezultatima pra¢enja efekata hroniéne intoksikacije Pb*"
jonima na ovom model sistemu LA i GSH se potencijalno mogu koristiti u uslovima
prevencije i zastite kod populacije ljudi izlot ene hroni¢noj intoksikaciji olovom u tivotnoj i
radnoj sredini.

Sumarno uporeDujuéi rezultate iz tabele 4.7. LA ispoljava bolje protektivno dejstvo na
osnovu merenja alkalne DNaze u jetri (18,45+1,49 na 8,39+1,06), mozgu (1,35+0,35 na
0,67+0,13) 1 pankreasu (16,18+1,60 na 11,23+1,29), a merenjem kisele DNaze u istim
organima i to u jetri (16,34+2,84 na 11,78+2,54), mozgu (0,78+0,23 na 0,59+0,25) i
pankreasu (15,73+1,10 na 10,42+2,46). Dok GSH je bolji protektor u odnosu na LA samo u
bubrezima na osnovu vrednosti i1 alkalne (10,43+0,69 na 7,63+0,59) 1 kisele DNaze
(12,57£0,45 na 7,36+0,85). Na osnovu ovih rezultata iz tabele 4.7. zapateno je
antigenotoksi¢no 1 antimutageno dejstvo LA 1 GSH 1 efikasnost ovih suplemenata u zastiti od

citotoksi¢nog dejstva olova kao tesSkog metala.

Rezultati hronicne intoksikacije albino pacova Wistar soja solima bakra subletalnom
dozom subkutanom injekcijom u toku tri nedelje trajanja eksperimenta prikazani su u tabeli
4.8.

Iz ovih rezultata se vidi da bakar znacajno povecava nivo alkalne DNaze jetre (7,16£1,73
na 12,63+1,02), bubrega (5,91+1,23 na 9,73+1,23), mozga (0,55+0,09 na 0,97+0,16) 1
pankreasa (5,76+1,70 na 11,48+0,75). Vrednosti kisele DNaze nakon hroni¢ne intoksikacije
bakrom su povecane u jetri (4,10+1,44 na 15,53+3,28), u bubregu (5,54+0,40 na 9,48+1,50),
mozgu (0,57+0,12 na 0,79+0,12) 1 pankreasu (5,54+0,81 na 9,94+0,92) u odnosu na
kontrolnu grupu tivotinja koja je bila na normalnom ret imu ishrane i tivota bez intoksikacije

teskim metalima i bez dodavanje suplemenata.
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Bakar se deponuje u jetri, tako da dolazi do stvaranja slobodnih kiseoni¢nih radikala u
jetri kod eksperimentalnih tivotinja tj. pacova koje su dobijali bakar §to je pokazano u radu
Kadiiska i sar., 1993 god. (Kadiiska i sar., 1993). U prisustvu superoksid anjona smanjuje se
koncentracija askorbibnske kiseline i glutationa i dolazi do formiranja OH® (hidroskil
radikala iz H,O,). Hidroksil radikal reaguje sa brojnim molekulskim vrstama u organizmu i
izaziva oksidativna oStec¢enja celija. ViSak Cu kod pacova povecava oksidativna oStec¢enja
membrane lipida i DNK u jetri, pankreasu i bubrezima $to povecava enzimsku aktivnost
(Campbell i sar., 1980; Bremner 1998). Prema literaturnim podacima, u veéim dozama, od
10° mol/dm®, Cu inhibira neke enzime (kisela fosfataza), onemoguéava vezivanje drugih
esencijalnih mikroelemenata, ili se vezuje za neke kofaktore, glutation npr. Cu ucestvuje u
formiranju slobodnih kiseoni¢nih radikala (Zhao i sar., 1994). Bakar funkcionise kao kofaktor
i1 neophodan je za strukturne i katalitiCke osobine raznih enzima, ukljucujuéi i citohrom c
oxidazu, tirozinazu, p—hidroksifenil piruvat hidrolazu, dopamin [ hidroksilazu, lizil oksidazu
1 bakar-cink superoksid dizmutazu (Cu,Zn—SOD) (Turnlund i sar., 1999).

Bakar ucestvuje i u produkeiji reaktivnih kiseon¢nih vrsta koje dovode do oksidativnog
stresa koji kasnije dovodi do oksidativne modifikacije molekula DNK. Antioksidansi koji su
uneti u organizam, u ovoj studiji, o-liponska kiselina 1 glutation S$tite organizam od
toksi¢nosti bakrom §to je u skladu sa autorima drugih radova koji govore o antioksidansima
koji smanjuju oksidativno oStecenje ¢elija izazvano visSkom bakra u
organizmu eksperimentalnih tivotinja (Bremner, 1998).

Prema rezultatima ovih istrativanja LA je dobar suplement na osnovu vrednosti
aktivnosti alkalne 1 kisele DNaze jetre, pankreasa 1 bubrega. Suplementacija LA dan nakon
intoksikacije bakrom, smanjuje nivo alkalne DNaze u bubregu (9,73+1,23 na 6,93+0,58), u
pankreasu (11,48+0,75 na 8,71+1,00) i mozgu (0,97+0,16 na 0,66+0,10) u odnosu na
eksperimentalnu grupu koja je intoksicirana bakrom. Smanjena je 1 vrednost kisele DNaze pri
suplementaciji LA dan nakon intoksikacije bakrom u jetri (15,53+£3,28 na 13,17£2,58), u
bubregu (9,48+1,50 na 6,98+1,02), pankreasu (9,94+0,92 na 8,56+1,11) i mozgu (0,79+0,12
na 0,71%0,13) u odnosu na grupu tivotinja koja je dobijala bakar.

Preterano izlaganje bakru mote dovesti do negativnih efekata po zdravlje, ukljucujuéi
oStecenje jetre, anemiju 1 drugo. Bakar se mot e vezati za sulthidrilne grupe nekih enzima kao

npr. glukozo-6-fosfataze i1 glutation reduktaze ometajuci zastitu celija od slobodnih radikala.
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Tabela 4.8. Aktivnost a) alkalne DNaze i b) kisele DNaze kod eksperimentalnih grupa

u uslovima hronic¢ne intoksikacije bakrom i uz dodatak odgovarajucih suplemenata

Eksperimentalne Alkalna DNaza [1J/ing]
Grfl:lge Jetra Bubreg Mozak Pankreas
Kontrola 7,16 +1,73 591+1,23 0,55+ 0,09 5,76 £ 1,70
Bakar (Cu) 12,63 + 1,02 9,73 +1,23 0,97 £0,16 11,48 £0,75
Cu+LA 13,16 £ 1,82 6,93 £ 0,58 0,66 £ 0,10 8,71 + 1,00
Cu+ GSH 11,10+ 1,24 6,23 + 1,59 0,74 £0,20 9,56 + 1,42
LA 14,01 £0,91 8,24 +1,19 0,28 £0,10 4,66 + 1,05
GSH 8,18 + 0,68 7,95+ 1,29 0,43 £0,08 5,20 £ 0,81
Eksperimentalne Kisela DNaza [1J/mg]
Gl?zlge Jetra Bubreg Mozak Pankreas
Kontrola 4,10+ 1,44 5,45+ 0,40 0,57 £ 012 5,54 £ 0,81
Bakar (Cu) 15,53 £ 3,28 9,48 + 1,50 0,79 £0,12 9,94 + 0,92
Cu+ LA 13,17 £ 2,58 6,98 + 1,02 0,71+0,13 8,56+ 1,11
Cu+ GSH 11,85+ 3,05 6,91 +1,17 0,72 £ 0,08 9,64 + 1,42
LA 14,78 £ 2,37 9,92 + 0,90 0,27 £ 0,08 4,28 +£0,70
GSH 7,42 + 1,35 9,26 + 0,65 0,46 + 0,04 4,37 +0,95
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GSH koji se prema strukturi sa Cu mote vezivati 1 preko —N 1 preko —S pa 1 —O donor
atoma ispoljava protektivnu ulogu na osnovu podataka o aktivnosti DNaza.

Prema rezultatima iz tabele 4.8. glutation kao suplement znacajno smanjuje aktivnost
DNaza (alkalne 1 kisele) jetre (od 12,63+1,02 na 11,10+£1,24 za alkalnu DNazu i od
15,53+3,28 na 11,85+3,05 za kiselu DNazu), bubrega (od 9,73+1,23 na 6,23+1,59 za alkalnu
DNazu i od 9,48+1,50 na 6,91+1,17 za kiselu DNazu), mozga (od 0,97+0,16 na 0,74+0,20 za
alkalnu DNazu i od 0,79+0,12 na 0,72+0,08 za kiselu DNazu) i pankreasa (od 11,48+0,75 na
9,56+1,42 za alkalnu DNazu i od 9,94+0,92 na 9,64+1,42 za kiselu DNazu).

Sumarno uporeDujuéi rezultate iz tabele 4.8. LA ispoljava bolje protektivno dejstvo na
osnovu merenja alkalne DNaze u mozgu (0,97+0,16 na 0,66+0,10) 1 pankreasu (11,48+0,75
na 8,71+1,00), a merenjem kisele DNaze u istim organima i to u pankreasu (9,94+0,92 na
8,56x1,11) i mozgu (0,79+0,12 na 0,71+0,13). Dok GSH je bolji protektor u odnosu na LA u
jetri (od 12,63+1,02 na 11,10+1,24) 1 bubrezima (od 9,73+1,23 na 6,23+1,59) na osnovu
vrednosti alkalne DNaze i istim organima (15,5343,28 na 11,85+3,05—jetra 1 9,48+1,50 na
6,91+1,17-bubreg) na osnovu merenja kisele DNaze. Davanje o-liponske kiseline 1
glutationa je pokazalo da oni dozirani samostalno ili kao suplementi Stite od oksidativnog
stresa 1zazvanog dejstvom bakra 1 da Cuvaju antioksidativni mehanizam odbrane (Scott 1 sar.,
1994).

Pacovi kao najosetljivije tivotinjske vrste pokazuju povisenu aktivnost endonukleaza
jetre, bubrega, pankreasa 1 mozga §to se mot e smatrati biohemijskim markerom oksidativnog
oSte¢enja pojedinih celija u homogenatima ispitivanih organa usled intoksikacije teSkim
metalima (Cd, Pb i Cu). Do povecane aktivnosti DNaza koje se ukljucuju da bi sanirale i
smanjile oSte¢enje u ispitivanim organima dolazi zbog rezultata inflamatornog odgovora u
¢eliji izazvanog toksi¢nim dejstvom teSkih metala (Cd, Pb i Cu).

U danasnje vreme predmet mnogih ispitivanja je zastupljenost antioksidanasa u hrani i
terapiji mnogih bolesti. U ovoj studiji kao antioksidansi koriS§¢eni su a-liponska kiselina i

glutation, koji pored svog antioksidativnog delovanja pokazuje da je i helator teSkih metala.

4.3.1. PoreDenje rezultata merenja aktivnosti endonukleaza (DNaza I i II) pojedinih

organa u uslovima intoksikacije Cd, Pb i Cu

PoreDaije uticaja toksi¢nih metala (Cd, Pb i Cu) na aktivnost enzima kao i protektivna

uloga suplemenata (LA i GSH) merena preko aktivnosti DNaza u homogenatu tkiva jednog
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organa (jetra, bubreg, mozak ili pankreas) mot e se uociti na slikama 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11,
4.12,4.1314.14.

Na slikama 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.13 1 4.14. prikazani su uporedno rezultati
nivoa aktivnosti alkalne i kisele DNaze u jetri u uslovima intoksikacije Cd, Pb i Cu i
protektivna uloga suplemenata S—donor liganada LA 1 GSH. Sa slika 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11,
4.12, 4.13 1 4.14. se vidi da kadmijum unet u organizam pacova stimuliSe proizvodnju
slobodnih radikala, §to rezultira oksidativnim oSteCenjem DNK i najveéim povecanjem
vrednosti alkalne i kisele DNaze u jetri, zatim u pankreasu, a potom u bubregu u odnosu na
kontrolnu grupu tivotinja koja je bila na normalnom retimu ishrane i koja je u toku 21 dan
dobijala 0,9% NaCl rasporeDaiih u 7 doza i.p. injekcijom. Najmanje vrednosti ovih
endonukleaza iz dobijenih rezultata zapatene su u mozgu $to potvrDuje ¢injenicu da niska
aktivnost DNaza ne dovodi do obnavljanja niti popravke DNK, tako da su promene
ireverzibilne. Zato slobodni radikali, oksidativni stres i antoksidativna zaStita jesu vatan
aspekt istrativanja na model sistemima. Dodavanjem suplementa (LA ili GSH) kao
protektora aktivnost DNaza I i II u bubregu, jetri, mozgu i pankreasu se smanjuje i priblit ava
vrednostima kontrolne grupe tivotinja, ali veéim vrednostima od kontrolne grupe
eksperimentalnih tivotinja, zbog prethodne intoksikacije teskim metalima (Pb, Cd, Cu).
Glutation kao helatni agens sadrti tiolnu grupu preko koje formira merkaptidnu vezu sa
jonima teskih metala (Pb 1 Ag), ali i druge funkcionalne grupe sa —O 1 —N donor atomima
preko kojih mot e da formira asocijate tipa kompleksnih Cestica 1 tako umanji efekat njihovog
toksi¢nog delovanja (Cu, Pb i Cd) i u odreDmoj meri eliminide hepatotoksi¢no i
nefrotoksi¢no dejstvo metala. Stabilnost kompleksa glutationa sa jonima teskih metala zavisi
od njihove veli¢ine, kiselo-baznih osobina i afiniteta jona metala prema tiolnoj grupi, ali i —O
i -N donor atomima i opada u nizu: Cd*>Pb*">Cu’/Cu*" (K. Poleé i sar., 2007).

Na celijskom nivou LA je dobar antioksidans. U ovom istrativanju aplikovanje LA
znaCajno smanjuje aktivnost DNaza u pankreasu i mozgu, mogucée zbog podstaknutih
aktivnosti enzima antioksidativne zastite kao §to su superoksid-dizmutaza (SOD), glutation
peroksidaza (GPx) 1 katalaza (CAT). Literaturni podaci se uglavnom odnose na efekte LA u
sanaciji nitrozativnog stresa u dijabetesu, nefropatiji i koronarnoj bolesti (Gaurav i sar.,

2010).
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Slika 4.8. Aktivnosti kisele DNaze u jetri
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Rezultati ovog istrativanja ukazuju na statisticku znacajanost (p<0,01; p<0,05; p<0,1)
povecanja aktivnosti endonukleaza (DNaza I i II) eksperimentalne grupe tivotinja akutno
intoksiciranih kadmijumom u odnosu na grupu Wistar pacova koja je bila na normalnom
retimu tivota i ishrane. Iz histograma 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.13 i 4.14 koji
predstavljaju aktivnost DNaza I 1 II u tkivima jetre, bubrega, pankreasa i mozga mote se
videti da kadmijum koji je dat eksperimentalnoj grupi tivotinja izaziva i do 3 puta vecu
aktivnost alkalne i kisele DNaze, zatim povecanje aktivnosti endonukleaza je izrat eno i kod
eksperimentalne grupe tivotinja hroni¢no intoksicirane olovom ali u manjoj meri, dok je
hroni¢na intoksikacija Wistar pacova bakrom dala najmanje poveéanje aktivnosti DNaza. To
verovatno ukazuje na stvaranje slobodnih kiseoni¢nih radikala usled intoksikacije teSkim
metalima sa posledicom oksidativnog oste¢enja molekula DNK pri ¢emu ¢e se povecati
aktivnost endonukleaza koje ucestvuju u reparaciji oSteCenog molekula. Dodatkom
suplemenata LA 1 GSH kod eksperimentalnih grupa tivotinja intoksiciranih teSkim metalima
aktivnost DNaza I 1 II u jetri se vidno smanjuje kod eksperimentalnih grupa tivotinja
intoksiciranih kadmijumom i olovom. To je verovatno zbog moguceg kompleksiranja metala
sa dodatim suplementima. Blokiranjem jona metala smanjuje se njihova efektivna
koncentracija u ispitivanim fizioloSkim sistemima §to se manifestuje smanjenim stvaranjem
slobodnih radikala, smanjenim oS$te¢enjem molekula DNK 1 smanjenom aktivnoS¢u
endonukleaza.

LA dozirana samostalno, takoDepoveéava aktivnost DNaza jetre i bubrega u odnosu na
kontrolnu grupu tivotinja. U tkivima mozga i pankreasa zapateno je smanjenje aktivnosti
DNaze I 1 II pri samostalnoj aplikaciji LA i GSH u odnosu na eksperimentalnu grupu
tivotinja na normalnom retimu tivota 1 ishrane. Na osnovu iznetih eksperimentalnih
podataka, mot e se pretpostaviti da su —S donor ligandi (LA 1 GSH) potencijalno interesantni
u prevenciji i le€enju nekih patoloskih stanja i bolesti.

Ova studija na eksperimentalnim tivotinjama, kao model sistemu za ispitivanje
izlot enosti toksicnom dejstvu olova, kadmijuma i bakra pokazala je da sistematsko izlaganje
uticaju ovih metala ima za posledicu viSestruko povecane nivoe endonukleaza tako da isti
mogu biti pokazatelji negativnih efekata izlot enosti uticaju toksi¢nih metala. Ovi nepot eljni
efekti se mogu uspesno smanjiti pomocu liponske kiseline i glutationa koji se mogu dodavati
uz redovnu ishranu kao suplementi u slu¢aju intoksikacije Cd, Pb i Cu. Rezultati prikazani u
ovom radu pokazuju da se Pb, Cd i Cu delom akumuliraju u jetri i bubrezima 1 da se taj efekat
njihovog prisustva i toksicnog delovanja mote pratiti preko aktivnosti endonukleaza jetre,

pankreasa, mozga i bubrega putem kisele i alkalne DNaze.
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4.3.2. Merenje vrednosti proteina u ispitivanim organima

IzraCunavanje sadrtaja proteina u tkivima pojedinih organa (jetra, bubreg, mozak 1
pankreas) je vatan parametar u postupku merenja aktivnosti DNaza (alkalne i kisele) jer je
sadrtaj proteina jedan od pokazatelja aktivnosti DNaza. Nivo proteina mote biti znacajan
biohemijski parametar koji se mot e primeniti za dijagnozu i prognozu mnogih bolesti. Prema
rezultatima dobijenim u ovom radu u uslovima akutne intoksikacije Cd i hroni¢ne
intoksikacije (Pb i Cu) znacajno se menja sadrt aj istih u ispitivanim organima. Nivo istih u
prisustvu suplemenata se donekle normalizuje u odnosu na kontrolnu grupu Sto uslovljava
trend promene vrednosti DNaza. Smanjenje koncentracije proteina u homogenatima
ispitivanih organa (jetri, bubregu, mozgu i pankreasu) usled akutne i hroni¢ne intoksikacije
teskim metalima (Cd, Pb i Cu) ukazuje na negativan azotni bilans, dok povisene vrednosti u
ispitivanim organima pri aplikovanju suplemenata (a-liponske kiseline i glutationa) ukazuju
na pozitivan azotni bilans i na taj nacin govore o metaboli¢koj aktivnosti ¢elije. Rezultati
izraCunavanja sadrtaja proteina u razliitim organima nakon intoksikacije teskim metalima
(Cd, Pb i Cu) i davanje suplemenata (LA 1 GSH) prikazani su histogramima 4.15, 4.16, 4.17,
14.18.
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Slika 4.18. Vrednosti koncentracije proteina u pankreasu
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4.4. Dejstvo metala i suplemenata na Kkoncentraciju

malondialdehida (MDA) u pojedinim organima

Lipidna peroksidacija je pokazatelj oksidativnog stresa u ¢elijama i tkivima. U procesu
lipidne peroksidacije degradiraju se nezasi¢ene masne kiseline ¢elijskih membrana $to dovodi
do oStecenja istih i smanjenja aktivnosti enzima vezanih za ¢elijske membrane (glukozo-6-
fosfataza 1 citohrom P-450) (Yoshikawa 1 sar., 2000). Rezultati merenja vrednosti
malondialdehida (MDA), sekundarnog produkta lipidne peroksidacije koji se koristi kao
indikator za pracenje oSteCenja celijskih membrana kod oksidativnog stresa, u pojedinim
organima (jetri, bubregu, mozgu i pankreasu) dati su u tabelama 4.9. 1 4.10.

Rezultati akutne intoksikacije albino pacova Wistar soja kadmijum(ll)-hloridom s.c.
injekcijom u subletalnoj dozi u toku 5 dana prikazani su u tabeli 4.9.

Iz ovih rezultata se vidi da se u uslovima akutne intoksikacije kadmijumom nivo MDA
povecava u odnosu na kontrolnu grupu tivotinja i to u jetri (od 0,45+0,14 na 2,20+0,22), u
bubregu (od 0,48+0,06 na 1,83+0,19), u mozgu (od 1,01+0,10 na 3,08+0,46) i u pankreasu
(od 0,75+0,18 na 2,92+0,43). Rezultati ovog istrativanja pokazuju da je nakon trovanja
kadmijumom znacajno povecan nivo TBARS, pokazatelj lipidne peroksidacije. Neposredna
posledica izlot enosti kadmijumu in vivo je verovatno iscrpljivanje fizioloskih antioksidanata
kao Sto su redukovani glutation i proteini koji sadrte SH grupe, kao jedan od mehanizama
kadmijumske toksi¢nosti. Model sistem za ispitivanje efekta intoksikacije kadmijumom u
radnoj 1 tivotnoj sredini je izlaganje pacova kadmijumu u dozi od 0,9 mgkg Sto je nite od
ekspozicije ovom metalu u visoko zagaDeim sredinama (World Health Organization, 1992;
Chalkley i sar., 1998).

U grupi eksperimentalnih tivotinja u kojoj je uz kadmijum aplikovan 1 glutation kao
suplement znacajno je smanjena koncentracija TBARS (od 2,2040,22 na 1,06+0,08 u jetri, od
1,83+0,19 na 0,58+0,20 u bubrezima, od 3,08+0,46 na 2,49+0,48 u mozgu i od 2,92+0,43 na
0,96+0,25 u pankreasu) u odnosu na grupu koja je trovana kadmijumom, Sto se mot e videti u
tabeli 4.9.

Obzirom da glutation deluje antioksidativno, bilo direktno ili preko GSH peroksidaze /
GSH sistema, rezultati ovih istrativanja koreliraju sa postoje¢im podacima, gde primena
glutationa uz kadmijum, dovodi do smanjenja nivoa TBARS, verovatno zbog unoSenja

suplemenata sa slobodnim —SH grupama. Za aktivni centar glutationa (—SH) i donor atoma
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(S, =N 1 —O) vezuje se kadmijum 1 tako se umanjuje njegovo prooksidativno dejstvo (Jian-
Ming i sar., 2003). Na osnovu rezultata ovog istrativanja mote se zakljuciti da je nivo
lipidnih peroksida znacajno smanjen u uslovima dodavanja suplemenata GSH dan nakon
intoksikacije pacova kadmijumom.

Iz ovih rezultata iz tabele 4.9. mote da se vidi da u grupi eksperimentalnih tivotinja u
kojoj je uz kadmijum aplikovana a-liponska kiselina kao suplement znacajno je smanjena
koncentracija TBARS (od 2,20+0,22 na 0,99+0,08 u jetri, od 1,83+0,19 na 0,62+0,14 u
bubrezima, od 3,08+0,46 na 2,43+0,22 u mozgu i od 2,92+0,43 na 1,27+0,36 u pankreasu) u

odnosu na grupu koja je trovana kadmijumom.

Tabela 4.9. Nivo malondialdehida (MDA) u razli¢itim organima u uslovima a) akutne

intoksikacije kadmijumom i protektivna uloga suplemenata

Eksperimentalne MDA[pmoling]

Glfl:lge Jetra Bubreg Mozak Pankreas
Kontrola 0,45+0,14 0,48 £ 0,06 1,01 £0,10 0,75+0,18
Kadmijum (Cd) 2,20 +0,22 1,83 +0,19 3,08 £ 0,46 2,92 +0,43
Cd+LA 0,99 + 0,08 0,62 +0,14 2,43+ 0,22 1,27 £0,36
Cd + GSH 1,06 £ 0,08 0,58 0,20 2,49 +0,48 0,96 £ 0,25
LA 0,23 £ 0,07 0,34 +£0,11 0,68 +0,17 0,62 + 0,04
GSH 0,40 £ 0,06 0,36 £0,16 0,77 +0,15 0,41 £ 0,04

Prema literaturnim podacima liponska kiselina se oksiduje u dihidroliponsku kiselinu
posredstvom dihidrolipoamid dehidrogenaze, koja kao koenzim u jetri poseduje NADPH ili
NADH, dok je u srcu, mozgu i1 bubrezima prisutniji NADH koenzim c¢ak 70-90%.
Redukovana forma liponske kiseline ima sposobnost da regeneriSe oksidovani glutation,

vitamin C i vitamin E, §to je od egzistencijalnog znacaja za odrt anje redoks Celijskog statusa
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(Da Ros 1 sar., 2005; Stoyanovsky i sar., 2005). Aplikacija a-liponske kiseline verovatno
smanjuje stvaranje slobodnih radikala i na taj nain sprecava oStecenja tkiva slobodnim
radikalima. Obzirom da se podaci u literaturi odnose na efekte liponske kiseline u sanaciji
nitrozativnog stresa u dijabetesu, nefropatiji ili koronarnoj bolesti, podaci dobijeni u ovoj
studiji ukazuju na mogucu aplikaciju liponske kiseline u stanjima oStecenja jetre, bubrega i
pankreasa izazvanih intoksikacijom tekim metalom (kadmijumom). Cinjenica da dolazi do
smanjenja nivoa TBARS kao direktnog pokazatelja lipidne peroksidacije, ukazuje i na to da
je LA u stanju da smanji nivo nus produkata negativnog delovanja teskih metala.

Sumarno na osnovu rezultata iz tabele 4.9. vidi se da LA ispoljava bolje protektivno
dejstvo u jetri Sto se mote zakljuciti na osnovu nivoa TBARS u jetri (od 2,20+0,22 na
0,99+0,08), dok je koncentracija TBARS u mozgu priblit no jednaka i pri dodavanju LA (od
3,08+0,46 na 2,43+0,22) ili GSH (od 3,08+0,46 na 2,49+0,48). Merenjem koncentracije
TBARS u bubregu i pankreasu mote se reci da glutation ispoljava bolju protektivnu ulogu u
odnosu na LA (od 1,83%+0,19 na 0,58+0,20 u bubregu i od 2,92+0,43 na 0,96+0,25 u
pankreasu).

Rezultati merenja nivoa lipidnih peroksida (MDA) u uslovima hronicne intoksikacije
Wistar pacova olovom(Il)-acetatom i.p. injekcijom subletalnom dozom od 20 mg po Zivotinji
u toku 21 dan prikazani su u tabeli 4.10.

Iz ovih rezultata vidi se da se u uslovima hroni¢ne intoksikacije olovom nivo MDA
povecava u odnosu na kontrolnu grupu tivotinja i to u jetri (od 0,45+0,14 na 2,48+0,23), u
bubregu (od 0,48+0,06 na 1,49+0,38), u mozgu (od 1,01+£0,10 na 2,724+0,35) 1 u pankreasu
(od 0,75+0,18 na 2,34+0,32).

Ercal i saradnici 1996. su pokazali da posle 5 nedelja izlaganja miSeva olovu nivo GSH se
smanjuje 1 dolazi do povecanja vrednosti MDA u mozgu (Ercal i sar., 1996). Ovi rezultati
mogu biti u prilog pretpostavke da olovo dovodi do oksidativnog oSte¢enja nervnog sistema.
Olovo direktno 1 indirektno verovatno povecava broj reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i smanjuje
antioksidativni sistem odbrane éelije ¢ime stvara neravnotetu izmeDu slobodnih radikala i
antioksidanasa. Ova neravnoteta prema Droge i sar., 1994. dovodi do kaskadnih reakcija
aktiviranja c¢elija imunskog sistema (Droge 1 sar., 1994). Olovo ima izraten afinitet za tiol
grupe sa kojima gradi stabilne merkaptide i time u prirodnim uslovima inaktivira sisteme, a

dodati suplementi umanjuju njegove negativne efekte istim mehanizmom.
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Tabela 4.10. Nivo malondialdehida (MDA) u razli€itim organima u uslovima hroni¢ne

intoksikacije olovom 1 protektivna uloga suplemenata

MDA [umoling]

Eksperimentalne
Grupe Jetra Bubreg Mozak Pankreas
n=6

Kontrola 0,45 +0,14 0,48 £ 0,06 1,01 £0,10 0,75 +0,18
Olovo (Pb) 2,48 £0,23 1,49 £ 0,38 2,72 £0,35 2,34+ 0,32
Pb+ LA 1,18 £0,22 0,81 +0,20 1,95 +£0,10 1,38+ 0,21
Pb + GSH 1,24 £ 0,18 0,71 £0,18 2,29+0,18 0,96 + 0,20
LA 0,23 £0,07 0,34+ 0,11 0,68 £0,17 0,62 + 0,04
GSH 0,40 £ 0,06 0,36 £0,16 0,77 £0,15 0,41+ 0,04

Poznato je da olovo ima toksi¢ni uticaj na celijske membrane 1 njene funkcije (npr.
membrane mitohondrija, endoplazmati¢nog retikuluma, lizozoma i plazma membrane). U
sastav Celijske membrane ulaze masne kiseline, prisustvo dvostrukih veza u njima slabi C-H
vezu u sistemu =C-H, §to dovodi do lakog otpusStanja H. Zbog toga, masne kiseline sa 0-2
dvostruke veze otpornije su na oksidativni stres za razliku od nezasi¢enih sa vise od 2
dvostruke veze. Nakon izlaganja esencijalnih masnih kiselina uticaju olova, sa pove¢anjem
broja dvostrukih veza povecava se koncentracija finalnog proizvoda oksidativnog stresa,
MDA. Olovo mot e 1 direktno da se vezuje za ¢elijske membrane ¢ime se povecava osetljivost
membrane na lipidnu peroksidaciju (Quinlan 1 sar., 1988). Olovo mote da izmeni 1 bioloski
antioksidativni odbrambeni sistem jer posredno doprinosi produkciji reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta (poglavlje 2.1.3.).

U grupi eksperimentalnih tivotinja u kojoj je uz olovo aplikovan 1 glutation kao
suplement znacajno je smanjena koncentracija TBARS (od 2,48+0,23 na 1,24+0,18 u jetri, od

1,49+0,38 na 0,71+0,18 u bubrezima, od 2,72+0,35 na 2,29+0,18 u mozgu i od 2,34+0,32 na
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0,96+0,20 u pankreasu) u odnosu na grupu koja je trovana olovom, §to se mot e videti u tabeli
4.10.

Smanjenje toksi¢nog efekta olova u prisustvu glutationa je rezultat interakcije Pb*" jona sa S—
donor atomima GSH, §to pokazuje da vremenska razlika izmeDuuno$enja ovog metala i GSH (dan
nakon intoksikacije metalom), ukazuje na mogucnost da GSH i namernice koje ga sadrte mogu biti

dobar suplement u cilju smanjenja toksi¢nog dejstva teskih metala, naro¢ito olova.

U grupi eksperimentalnih tivotinja u kojoj je uz olovo aplikovana a-liponska kiselina kao
suplement znacajno je smanjena koncentracija TBARS (od 2,48+0,23 na 1,18+0,22 u jetri, od
1,4940,38 na 0,81%0,20 u bubrezima, od 2,72+0,35 na 1,954+0,10 u mozgu i od 2,34+0,32 na
1,3840,21 u pankraesu) u odnosu na grupu koja je trovana olovom, §to se mot e videti u tabeli
4.10.

Oficijalni terapijski pristup trovanju olovom zasniva se na helacionoj terapiji i povecanju
ekskrecije olova pomocu helata odnosno molekula koji su polidentatni ligandi koji sa
metalima ostvaruju efikasnu kordinaciju M—L i grade stabilne helatne komplekse preko kojih
se metal ekskretuje iz organizma. Suplementacija a-liponskom kiselinom dan posle
intoksikacije olovom (u molskom odnosu M:LA=1:2), u ovoj studiji signifikantno redukuje
nivo lipidnih peroksida tj. vrednost MDA, §to ukazuje na supresiju nastanka slobodnih
radikala 1 smanjenju nastanka oksidativnog oSteCenja tkiva (jetre, pankreasa, mozga i
bubrega). LA se mote svrstati u antioksidativna jedinjenja jer povecava antioksidativni
odgovor u ¢elijama i tkivima nakon trovanja toksi¢nim metalima.

Sumarno na osnovu rezultata iz tabele 4.10. LA kao suplement ispoljava bolje protektivno
dejstvo u mozgu Sto se mote zakljuciti merenjem koncentracije TBARS u mozgu (od
2,72+0,35 na 1,95+0,10), dok su vrednosti nivoa MDA u jetri priblitno jednake i pri
dodavanju LA (od 2,48+0,23 na 1,18+0,22) ili GSH (od 2,48+0,23 na 1,24+0,18). Merenjem
koncentracije TBARS u bubregu i1 pankreasu GSH kao suplement (aplikovan u istom
molskom odnosu) bi bio bolji protektor u odnosu na LA (od 1,49+0,38 na 0,71£0,18 u
bubrezima i od 2,34+0,32 na 0,96+0,20 u pankreasu).
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Tabela 4.11. Nivo malondialdehida (MDA) u razli€itim organima u uslovima hroni¢ne

intoksikacije bakrom i protektivna uloga suplemenata

Eksperimentalne MDA [moling]

Grf:ge Jetra Bubreg Mozak Pankreas
Kontrola 0,45+0,14 0,48 +£0,06 1,01 +0,10 0,75+0,18
Bakar (Cu) 1,67 £ 0,35 1,00 + 0,39 2,03+0,16 2,03+£0,16
Cu+ LA 1,02 +£0,26 0,74 £0,28 1,47 +0,18 1,31 £0,33
Cu+ GSH 0,98 +0,31 0,66 + 0,20 1,59 +£0,12 1,01 £0,19
LA 0,23 +£0,07 0,34 £ 0,11 0,68 0,17 0,62 + 0,04
GSH 0,40 £ 0,06 0,36 £ 0,16 0,77 £ 0,15 0,41 +0,04

Rezultati merenja nivoa lipidnih peroksida (MDA) u uslovima hronicne intoksikacije
Wistar pacova bakar(Il)-sulfatom s.c. injekcijom subletalnom dozom u toku 21 dan prikazani
su u tabeli 4.11.

Efekti toksi¢nog delovanja bakra u ovom radu su pradeni merenjem nivoa
malondialdehida (MDA), sekundarnog produkta lipidne peroksidacije. Bakar kao redoks
aktivni metal mot e katalizirati formiranje slobodnih radikala kao $to su hidroksil, peroksil 1
alkoksil radikal, koji izazivaju oksidativni stres i povecavaju proces lipidne peroksidacije.
Joni bakra preko produkcije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta 1 oksidacije lipida mogu da dovedu
do apoptoze i nekroze pojedinih ¢elija i tkiva. MDA kao krajnji produkt lipidne peroksidacije
povecava se sa povecanjem doze bakra i vremena ekspozicije. PoviSene vrednosti
koncentracije MDA mogu se koristiti kao biomarkeri lipidne peroksidacije.

Iz ovih rezultata iz tabele 4.11. vidi se da se u uslovima hroni¢ne intoksikacije Cu nivo
MDA povecava u odnosu na kontrolnu grupu tivotinja i to u jetri (od 0,45+0,14 na
1,67+0,35), u bubregu (od 0,48+0,06 na 1,00+0,39), u mozgu (od 1,01+0,10 na 2,03+0,16) i u

pankreasu (od 0,75+0,18 na 2,03+0,16). Posmatraju¢i vrednosti MDA u raznim organima
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(jetra, bubrezi, mozak i pankreas) prikazanim u tabelama 4.11. zapaten je najveéi porast
sekundarnog produkta lipidne peroksidacije u jetri kod pacova koji su hroni¢no intoksicirani
CuS0O4x5H,0 s.c. injekcijom subletalnom dozom u toku 21 dan (3,5 puta veci je u odnosu na
kontrolnu grupu eksperimentalnih tivotinja na normalnom retimu ishrane koja nije dobijala
ni metale ni suplemente), Sto se objasnjava Cinjenicom da je jetra ciljani organ za toksi¢no
dejstvo bakra. Analiziraju¢i rezultate ovog rada zapateno je da su vrednosti MDA u tkivu
bubrega kod pacova koji su dobijali bakar dva puta vec¢e od vrednosti istih u kontrolnoj grupi.
Zapateno je da nivo MDA u homogenatima svih tkiva jetre, bubrega, pankreasa i mozga je
znacajno smanjen kod pacova koji su uz bakar dobijali i suplement, LA ili GSH, dan nakon
izlaganja bakru.

Ispitivanjem zastitnog efekta suplemenata, a-liponske kiseline ili glutationa, smatra se da
se bakar vezuje preko —N (najcesée) i —O donor atoma za suplemente i formira sa njima
komplekse koji verovatno smanjuju toksi¢no dejstvo bakra na tkivo jetre, bubrega, mozga i
pankreasa jer smanjuju nivo MDA u pomenutim organima tj. spreavaju proces lipidne
peroksidacije koji je izazvan dejstvom bakra 1 stvorenim slobodnim kiseoni¢nim radikalima.

U grupi eksperimentalnih tivotinja u kojoj je uz bakar aplikovan i1 glutation kao
suplement znacajno je smanjena koncentracija TBARS (od 1,67+0,35 na 0,98+0,31 u jetri, od
1,00+£0,39 na 0,66+0,20 u bubregu, od 2,03+0,16 na 1,594+0,12 u mozgu i od 2,03+0,16 na
1,0140,19 u pankreasu) u odnosu na grupu koja je trovana bakrom, Sto se mot e videti u tabeli
4.11.

U grupi eksperimentalnih tivotinja u kojoj je uz bakar aplikovana o-liponska kiselina kao
suplement znacajno je smanjena koncentracija TBARS (od 1,67+0,35 na 1,02+0,26 u jetri, od
1,00+£0,39 na 0,74+0,28 u bubrezima, od 2,03+0,16 na 1,47+0,18 u mozgu i od 2,03+0,16 na
1,3140,33 u pankreasu) u odnosu na grupu koja je trovana olovom, §to se mot e videti u tabeli
4.11.

Sumarno na osnovu rezultata iz tabele 4.11. LA kao suplement ispoljava bolje protektivno
dejstvo u mozgu $to se mote zakljuciti merenjem koncentracije TBARS u mozgu (od
2,03+0,16 na 1,47%0,18), dok su vrednosti nivoa MDA u jetri priblitno jednake i pri
dodavanju LA (od 1,67+0,35 na 1,02+0,26) ili GSH (od 1,67+0,35 na 0,98+0,31). Merenjem
koncentracije TBARS u bubregu i pankreasu GSH kao suplement vati za boljeg protektora u
odnosu na LA (od 1,00+0,39 na 0,66+0,20 u bubrezima i od 2,03+0,16 na 1,01+0,19 u

pankreasu).
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Teski metali (kadmijum, olovo i bakar) daju generalnu toksicnost u pogledu poveéanja
vrednosti malondialdehida, produkta lipidne peroksidacije u tkivima (jetri, mozgu, pankreasu
i bubregu).

Sa slike 4.19. se vidi da postoji statisticka znagajnost (p<0,01, p<0,05 i p<0,1) izmeDu
eksperimentalne grupe koja je intoksicirana teSkim metalima (npr. kadmijum, bakrom i
olovom) u odnosu na eksperimentalnu grupu koja je bila na normalnom retimu tivota i
ishrane. Najveca koncentracija sekundarnog produkta lipidne peroksidacije, malondialdehida,
je izmerena u tkivu jetre nakon intoksikacije olovom i to 6 puta su vise vrednosti u odnosu na
kontrolnu grupu tivotinja. Potom za eksperimentalnu grupu koja je akutno intoksicirana
kadmijumom 5 puta su viSe vrednosti, dok su kod eksperimentalne grupe tivotinja posle
intoksikacije bakrom vrednosti MDA za oko 5 puta veée u odnosu na kontrolnu grupu. U
tkivu bubrega, mozga i pankreasa najvecu toksi¢nost u pogedu vrednosti MDA ispoljava
kadmijum, potom olovo pa zatim bakar. Davanje suplemenata LA i GSH, dan nakon
intoksikacije teSkim metalom, dovodi do smanjenja vrednosti MDA u svim tkivima, §to se
mot e videti iz histograma 4.19, 4.20, 4.21 1 4.22.

Povecane vrednosti MDA, kao biohemijskog markera oksidativnog oStecenja Celijskih
membrana, ukazuje na pojacan proces lipidne peroksidacije koja je prisutna u homogenatima
tkiva jetre, bubrega, mozga i pankreasa usled akutne 1 hroni¢ne intoksikacije teSkim metalima
(Cd, Pb 1 Cu) kao 1 smanjenje koncentracije sekundarnog produkta lipidne peroksidacije
(MDA) u slucajevima kada su eksperimentalne tivotinje dobijale suplement o-liponsku
kiselinu 1 glutation. Proces lipidne peroksidacije leti u osnovi mnogih patoloSkih stanja i

bolesti.
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Slika 4.21. Vrednosti koncentracije malondialdehida u mozgu
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4.5. Sadrzaj teSkih metala u ispitivanim organima

Direktan prooksidativni efekat ispoljavaju metali sa promenljivom valencom (Cu, Fe, Mn
1 V) tako Sto stvaraju slobodne radikale posredstvom Fentonove reakcije, pospeSuju
autooksidaciju delova biomolekula sa orto-hidroksilnim grupama u strukturi (kateholamini i
slicne strukture) i doprinose indukciji i propagaciji procesa lipidne peroksidacije. Indirektni
prooksidativni efekat ispoljavaju metali sa stabilnom valencom (Cd 1 Pb), ali i metali sa
promenljivom valencom (Cu, Fe, Hg 1 Cr) na taj nacin §to interaguju sa bioelementima tj.
reaguju sa metalima u aktivnom centru enzima, interferiraju za iste jonske kanale i remete
intracelularnu homeostazu jona (Pordevi¢ i Pavlovié¢, 2006). Veza sa delovima biomolekula
ostvaruje se preko —O, —N ili —S donor atoma ovih bioliganada i tako se mogu sniziti njihove
efektivne koncentracije i dostupnost za interakcije u fizioloSkim uslovima funkcionisanja
organizama.

U tabeli 4.12. prikazane su izmerene vrednosti srednjih sadrtaja toksi¢nih metala olova i
kadmijuma u homogenatima tkiva jetre 1 bubrega u uslovima intoksikacije ovim teSkim
metalima.

Izmereni sadrtaj metala u jetri bio je visi kod tivotinja koje su dan nakon trovanja
dobijale suplement koji vezivanjem sa metalom doprinosi njegovom zadrtavanju u tkivu.
Ono $to je registrovano merenjem aktivnosti enzima je da se protektivna uloga suplemenata
uocava jer je aktivnost endonukleaza jetre nita. U homogenatima tkiva jetre i bubrega
registrovano je prisustvo olova 1 neznatno smanjenje koncentracije olova u tkivima u
prisustvu suplemenata. Bez obzira §to su prisutni u tkivima ovi toksi¢ni metali ispoljavaju
niti toksini efekat, mereno preko aktivnosti DNaza i koncentracije MDA, §to je rezultat

delimi¢nog blokiranja toksi¢nih metala vezivanjem preko aktivnih centara suplemenata.

Slika 4.23. Moguéi nadini interakcije M*" jona metala i graDaje odgovarajucih

kompleknih asocijata sa liponskom kiselinom
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Slika 4.24. Moguéi naéini interakcije M>™ jona metala i graDaje odgovarajuéih

kompleknih asocijata sa glutationom

Na slici 4.23. i 4.24. prikazani su moguéi proizvodi interakcija M*" jona metala (Cd, Pb i
Cu) sa glutationom (odnosno o-liponskom kiselinom) verovatno tipa kordinativno
kovalentnih Gestica. Prema strukturi GSH ima vi$e moguénosti za interakcije sa M*" jonima
preko —O, N i —S donor atoma, prema veli¢ini jona metala (r Pb*™> r Cd*"> r Cu*") i prema
njegovim osobinama mote efikasnije da umanji toksi¢no dejstvo metala. Prema rezultatima
ovih ispitivanja GSH efikasnije blokira ili umanjuje toksi¢no dejstvo Cd** jona, dok kod
intoksikacije olovom efikasnija je a-liponska kiselina. Metali sa promenljivom valencom
mogu biti redukovani od strane glutationa i mogu reagovati sa nukleofilnim grupama kada se
direktno naruSava integritet subcelijskih membrana i funkcija receptora i dolazi do genetskih

oStecenja 1 remecenja regulacije enzima u bioloSkim sistemima.

Tabela 4.12. Vrednosti koncentracije metala u homogenatima tkiva (jetri 1 bubregu)
kod eksperimentalnih grupa tivotinja u uslovima hroni¢ne intoksikacije kadmijumom i

olovom i uz dodatak odgovarajucih suplemenata

Koncentracija metala (mg/kg)
Eksperimentalne
grupe (n=6)
Jetra Bubreg

Cd 0,1 0,06
Cd+LA 0,125 0,06
Cd + GSH 0,156 0,07
Pb 0,217 0,14
Pb+LA 0,207 0,13
Pb + GSH 0,19 0,12
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5. ZAKLJUCAK






Rezultati ispitivanja uticaja efekata intoksikacije teSkim metalima (Cd, Pb i Cu) i
protektivna uloga suplemenata —S donor liganada (a-liponske kiseline i glutationa) u tivotnoj
i radnoj sredini na model sistemu Wistar soja pacova upuéuju na sledeée zakljucke:

¢ u uslovima akutne intoksikacije kadmijumom dolazi do znacajnih promena vrednosti
hematoloSkih parametara (smanjen je broj eritrocita, koncentracija hemoglobina i
procenat hematokrita, povecane vrednosti MCV, MCH i MCHC, smanjen broj

granulocita, limfocita i trombocita) u odnosu na kontrolnu grupu tivotinja;

e u uslovima hroni¢ne intoksikacije olovom dolazi do znacajnih promena vrednosti
hematoloskih parametara i to: smanjen je broj eritrocita, koncentracija hemoglobina,
procenat hematokrita, MCV, MCH, limfocita i trombocita (i do tri puta manje), a

povecan broj granulocita u odnosu na kontrolnu grupu t ivotinja;

e u uslovima hroni¢ne intoksikacije bakrom dolazi do znacajnih promena vrednosti
hematoloskih  parametara: neznatno smanjenje broja eritrocita, povecana
koncentracija hemoglobina (jer bakar ucestvuje u sintezi hemoglobina tako S$to
pomate ugradnju gvotDau hem), smanjen je procenat hematokrita, MCV i broj

trombocita, a pove¢ane vrednosti MCH 1 MCHC kao 1 broj limfocita;

e dodatak suplemenata —S donor liganada (a-liponske kiseline i1 glutationa), dan nakon
unoSenja toksi¢nih metala, dovodi do umanjenja negativnog efekta teSkih metala na
hematoloSke parametre Wistar pacova. a-liponska kiselina kao mocan antioksidans
ispoljava bolji efekat nakon hroni¢ne intoksikacije olovom u pogledu broja eritrocita
1 parametara koji definiSu eritrocit, dok je efekat glutationa podjednako efikasan u

slu¢ajevima akutne intoksikacije Cd i kod hroni¢ne intoksikacije Pb i Cu.

Efekti izlot enosti uticaju toksi¢nih metala mogu se pratiti preko aktivnosti endonukleaza

tj. alkalne (I) 1 kisele (II) DNaze.
e akutno trovanje kadmijumom povecava aktivnost alkalne DNaze najviSe u
pankreasu i1 do tri 1 po puta u odnosu na eksperimentalnu grupu tivotinja na
normalnom retimu tivota i ishrane, takoDeu jetri, zatim u mozgu i bubrezima

(dva i po puta viSe u odnosu na kontrolnu grupu tivotinja);

e hroni¢no trovanje olovom dovodi do povecanja aktivnosti alkalne i kisele DNaze

u svim ispitivanim organima (jetra, bubreg, mozak i pankreas). UporeDivanjem
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rezultata najve¢i porast aktivnosti alkalne DNaze nakon intoksikacije olovom
zapaten je u pankreasu (tri i po puta viSe) u odnosu na kontrolnu grupu tivotinja,
zatim u jetri (2,5 puta), potom u bubrezima (2,5 puta), a najmanji porast aktivnosti

kisele DNaze je prime¢en u homogenatu tkiva mozga;

e nakon hroni¢ne intoksikacije Wistar pacova subletalnim dozama bakra dolazi do
povecanja aktivnosti alkalne i1 kisele DNaze u svim ispitivanim organima. Najveci
porast aktivnosti DNaze I primecen je u pankreasu, dok je u jetri, bubrezima 1
mozgu priblit no jednako povecanje aktivnosti DNaze 1. Najveca aktivnost DNaze

I je u jetri, potom u pankreasu, bubrezima, a zatim u mozgu.

e dodatak suplemenata —S donor liganada (a-liponske kiseline 1 glutationa), dan
nakon intoksikacije teSkim metalima, usled interakcije sa metalima i verovatnog
graDmja kompleksa pokazuje smanjenje aktivnosti DNaza (I i I) u ispitivanim

organima.

e Rezultati pokazuju da je GSH vidno bolji suplement nakon intoksikacije
kadmijumom u jetri zbog ve¢eg smanjenja aktivnosti alkalne i kisele DNaze, dok
o-LA pokazuje izrateniji efekat u bubrezima i mozgu na osnovu aktivnosti

alkalne 1 kisele DNaze.

e Kao bolji suplement nakon hroni¢ne intoksikacije olovom, na osnovu aktivnosti
alkalne 1 kisele DNaze, pokazala se a-liponska kiselina u jetri, pankreasu 1 mozgu,

dok bolju protektivnu ulogu u bubrezima pokazuje GSH.

e Kao bolji suplement sa zaStitnim dejstvom je GSH u jetri 1 bubrezima jer dovodi
do smanjenja aktivnosti DNaza (alkalne i kisele), davanja GSH dan nakon

hroni¢ne intoksikacije Wistar pacova subletalnom dozom Cu.

e Bolje protektivno dejstvo na tkivo mozga i pankreasa pokazuje o-liponska

kiselina.

Dejstvo teskih metala (Cd, Pb 1 Cu) mote povecati proces lipidne peroksidacije Sto se
mot e pratiti na osnovu koncentracije sekundarnog produkta lipidne peroksidacije tj. MDA
(malondialdehida).

e u uslovima akutne intoksikacije Wistar pacova kadmijumom dolazi do znacajnog
povecanja koncentracije MDA u odnosu na kontrolnu grupu. Najvece

koncentracije MDA prisutne su u tkivu mozga, dok je najveci porast koncentracije
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MDA u homogenatima jetre (i do 5 puta) u odnosu na eksperimentalnu grupu

tivotinja na normalnom ret imu tivota i ishrane;

e u uslovima hroni¢ne intoksikacije Wistar pacova olovom dolazi do znacajnog
poveéanja koncentraciie MDA u svim ispitivanim organima. UporeDivanjan
rezultata zapat en je znacajan porast koncentracije MDA u homogenatu tkiva jetre
(1 do 6 puta su vise vrednosti u odnosu na kontrolnu grupu eksperimentalnih

tivotinja);

e u uslovima hroni¢ne intoksikacije Wistar pacova bakrom dolazi do poveéanja
koncentracije MDA po organima. UporeDivanjan dobijenih rezultata
koncentracija MDA pokazuje najmanje vrednosti nakon intoksikacije Wistar
pacova bakrom u odnosu na koncentraciju MDA nakon intoksikacije

kadmijumom i olovom;

e U tkivu bubrega, mozga i pankreasa, prema vrednostima MDA, redosled

toksi¢nosti metala je u nizu: Cd > Pb > Cu;

e dodavanje suplementa (o-liponske kiseline ili glutationa) dovodi do znacajnog
smanjenja koncentracije MDA tj.procesa lipidne peroksidacije na membranama

¢elija svih ispitivanih organa.

Na osnovu merenja koli¢ine teskih metala (Cd 1 Pb) u homogenatima tkiva jetre i bubrega
mote se govoriti o tome da se toksi¢ni efekat teSkih metala mote umanjiti dodatkom
suplemenata (o-liponske kiseline ili glutationa) koji preko donor atoma —O, —N ili —S
ostavaruju relativno jaku kordinaciju sa metalom 1 time blokiraju moguénost za ispoljavanje
negativnih dejstva.

Dobijeni rezultati aktivnosti alkalne i kisele DNaze u in vitro ispitivanjima su u skladu sa
rezultatima u in vivo istrativanjima. U in vitro istrativanjima eliminiSe se uticaj faktora
spoljaSnje sredine kao i dejstvo pojedinih metabolita na aktivnost enzima, na taj nacin
eliminiSe se efekat na genskom nivou 1 isklju€uje moguénost genske ekspresije enzima i

modifikacija baza.
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