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APSTRAKT

Hlorpirifos (CPF) i imidakloprid (IMI) su insekticidi koji se Siroko upotrebljavaju u zastiti
biljaka. Viscum album L. je semiparazitska biljka koja ima tradicionalnu upotrebu u le¢enju
brojnih bolesti. Ciljevi ove doktorske disertacije su ispitivanje ekstrakata listova imele (VAE)
na toksi¢nost izazvanu CPF i IMI u in vitro i in vivo uslovima. Dobijeni rezultati pokazuju da
CPF i IMI ispoljavaju citotoksi¢ne efekte, dok kotretmani sa VAE dovode do povecanja
vijabilnosti ¢elija. CPF smanjuje RBC i Hb, dok IMI smanjuje broj PLT u odnosu na kontrolu.
CPF i IMI dovode do povecanja ALT, AST, LDH i bilirubina. Holesterol i trigliceridi su
povecani kod CPF i IMI grupe, a koncentracija glukoze je pove¢ana u CPF grupi u poredenju
sa kontrolom. Aktivnost AChE je smanjena u jetri CPF i IMI grupe. Povisena koncentracija
LPO je konstatovana u jetri i testisu nakon tretmana CPF, i u jetri u IMI grupi. Koncentracija
GSH u CPF i IMI grupi su smanjene u jetri, a koncentracija vitamina C je povecana u jetri CPF
grupe i jetri i testisu IMI grupe u poredenju sa kontrolom. CPF i IMI dovode i do promena
aktivnosti SOD, CAT, GSH-Px, GR i GST, i izazivaju patomorfoloske promene jetre i bubrega.
VAE ublazava hematotoksi¢ne efekte, smanjuje aktivnosti ALT i AST, koncentraciju glukoze,
ukupnog holesterola i triglicerida i koncentraciju LPO. Ispitivani ekstrakt dovodi do
stabilizacije promena aktivnosti SOD, CAT, GSH-Px, GR i GST, i delimi¢no ublazava
patoloske promene u jetri i bubrezima. Ova doktorska disertacija pruza detaljniji uvid u toksi¢no
delovanje CPF i IMI. Iz dobijenih rezultata doslo se do novih saznanja o protektivnom
potencijalu VAE, i njenim mehanizmima delovanja, $to predstavlja znacajan doprinos
postoje¢im nau¢nim podacima.

Kljuéne reci: insekticidi; hlorpirifos; imidakloprid; Viscum album L.; oksidativni stres;
antioksidativna zastita; hepatotoksi¢nost; nefrotoksicnost;



ABSTRACT

Chlorpyrifos (CPF) and imidacloprid (IMI) are insecticides widely used to protect plants.
Viscum album L. is a semi-parasitic plant with a traditional use in treating numerous diseases.
This doctoral dissertation aims to test mistletoe leaf extracts (VAE) for toxicity caused by CPF
and IMI in in vitro and in vivo conditions. The results show that CPF and IMI exhibit cytotoxic
effects, while co-treatments with VAE increased cell viability. CPF decreases RBC and Hb,
while IMI decreases PLT count compared to control. CPF and IMI increase ALT, AST, LDH
and bilirubin. Cholesterol and triglycerides were increased in the CPF and IMI groups, and
glucose concentration was raised in the CPF group compared to the control. AChE activity was
decreased in the liver of the CPF and IMI groups. An increased concentration of LPO was noted
in the liver and testis after CPF treatment, and in the liver in the IMI group. The concentration
of GSH in the CPF and IMI group was decreased in the liver, and the concentration of vitamin
C was increased in the liver of the CPF group and the liver and testis of the IMI group compared
to the control. CPF and IMI also lead to changes in the activities of SOD, CAT, GSH-Px, GR
and GST, and cause pathomorphological changes in the liver and kidneys. VAE alleviates
hematotoxic effects, reduces ALT and AST, glucose concentration, total cholesterol and
triglycerides, and LPO. The extract stabilizes changes in the activities of SOD, CAT, GSH-Px,
GR and GST, and partially alleviates the pathological changes in the liver and kidneys. This
research provides a more detailed insight into the toxic effects of CPF and IMI. The obtained
results have contributed to new knowledge about the protective potential of VAE and its
mechanisms of action, which represents a significant contribution to existing scientific data.

Keywords: insecticides; chlorpyrifos; imidacloprid, Viscum album L., oxidative stress;
antioxidative defense; hepatotoxicity; nephrotoxicity;
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Doktorska disertacija Marija Milosevi¢

1.1. Pesticidi

Zelena revolucija je dovela do povecanja proizvodnje hrane, ali je i pokrenula mnoge
ckoloske probleme sa porastom upotrebe agrohemikalija, ukljucujuéi pesticide (Mulla i sar.,
2020). Prema jednoj od definicija, pesticidi (engl. pest = Stetocina) su biocidi, supstance ili
mesSavina supstanci, Koje su namenjene za prevenciju, suzbijanje, uniStavanje, ili smanjenje
koli¢ine Steto¢ina (Levine, 2007; Janji¢, 2009; Abubakar i sar., 2020).

Danas se pod pojmom pesticidi podrazumevaju veoma razlicita jedinjenja hemijskog
(organska i neorganska) ili bioloskog porekla, koja se koriste za spre¢avanje, unistavanje ili
suzbijanje Stetnih organizama, kao Sto su insekti ili glodari i nezeljene vrste biljaka, koji
smanjuju prinose tokom proizvodnje biljnih kultura ili kvalitet dobijenih plodova i namirnica
(Tano, 2011). Savremena poljoprivreda se ne moze zamisliti bez primene pesticida i mera
zastite bilja, i1 bez njihove primene u svetu biljna proizvodnja bi ostvarila samo oko 30% od
potencijalnih prinosa. Pesticidi se takode primenjuju i u Sumarstvu i drvnoj industriji,
prehrambenoj industriji (poboljSava se zdravstvena bezbednost i1 kvalitet namirnica), kao i u
veterini i komunalnoj higijeni za suzbijanje mikroorganizama, insekata, nematoda i glodara
koji prenose bolesti (Jokanovi¢, 2010).

Jos od anti¢kih vremena, covek je zbog svojih osnovnih potreba pokusavao da pronade
1 primeni efikasne metode za uzgajanje poljoprivrednih kultura i zaStitu useva. Greki pesnik
Homer je u svom delu “Odiseja” jo§ 1.000 godine p.n.e. opisao upotrebu sumpora za suzbijanje
insekata. U Kini su u periodu oko 900. godine p.n.e. kori§¢eni sumpor kao fungicidno sredstvo,
ali i arsen, Ziva 1 biljni derivati kao insekticidi. U Persiji su jos§ pre 2.000 godina poceli da se
primenjuju prvi pesticidi kao ekstrakti iz cvetova nekih vrsta hrizantema koje imaju
insekticidna svojstva (Levine, 2007; Abubakar i sar., 2020).

Pocetkom 16. veka u upotrebi su se pojavile pretece prvih pesticida, “para-pesticidi”—
za suzbijanje insekata su koriS¢ena neorganska sredstva, sumpor, olovo, Ziva i jedinjenja
arsena; krajem 17. veka koristio se nikotin (ekstrakt iz li$¢a biljke duvana — Nicotiana tabacum)
kao veoma efikasan insekticid; u 18. veku za zastitu od Stetnih insekata su kori$¢eni naftalin i
naftna ulja; pocetkom 19. veka jedinjenja olovnog arsenata i1 fluorida; a pocetkom 20. veka
koriS¢ene su soli arsena, kao i bakar(Il)-sulfat u zastiti vinove loze i za selektivno uniStavanje
korova (Levine, 2007). Ove supstance su se koristile sve do pojave sintetickih pesticida.

Najpoznatiji i najvise koriSéeni pesticid u svetu je dihlor-difenil-trihloretan (DDT).
Sintetisan je 1874. godine, a njegove hemijske osobine i insekticidnost je otkrio 1939. godine
Paul Miler (Paul Miiller) u Svajcarskoj. Miler je 1948. godine dobio Nobelovu nagradu za
medicinu zbog tog otkrica, i veoma efikasne primene DDT-a za suzbijanje insekata prenosioca
bolesti, npr. tifusa, zute groznice 1 malarije, $to je posredno spasilo milione Zivota vojnika 1
civila u toku Drugog svetskog rata (Yu, 2015; Abubakar i sar., 2020). DDT i slicna
organohlorna jedinjenja su tokom naredne dve decenije mnogo koris¢ena, a kao posledica su
bili ne samo pojava rezistentnosti mnogih Stetnih organizama, ve¢ su uoceni i negativni efekti:
akumulacija u masnom tkivu ljudi, prenoSenje i biomagnifikacija u lancu ishrane i dugo
zadrZavanje u Zzivotnoj sredini. DDT je bio u upotrebi sve do 1972. godine, a zatim se
zabranjuje njegovo koris¢enje protiv Steto¢ina na poljoprivrednim kulturama, ali se i dalje
koristi u nekim zemljama jer su efikasni protiv komaraca i insekata koji prenose malariju i
druge tropske bolesti. Upotreba manje toksi¢nih organofosfata, karbamata 1 piretroida pocinje
sedamdesetih godina 20. veka, a od devedesetih godina i upotreba neonikotinoida (Jokanovic,
2010; Teodorovi¢ i Kaisarevié¢, 2015; Seremesié i sar., 2017).
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Pesticidi su danas sastavni deo savremenog zivota. Proizvodaci i istrazivaci sintetiSu
nova jedinjenja pesticida kako bi zadovoljili globalnu potraznju. U idealnom slucaju,
primenjeni pesticidi bi trebalo da budu toksi¢ni samo za ciljne organizme, a istovremeno
biorazgradivi i ekoloski prihvatljivi. Svi pesticidi imaju odredeni stepen toksi¢nosti za pojedine
zive organizme, §to je i uslov njihove efikasnosti (lyaniwura, 1991; Stanley, i sar., 2016).
Problem neselektivnosti u njihovom delovanju na ciljne biljne i Zivotinjske vrste moze da
dovede do ispoljavanja njihove toksi¢nosti i na vrstama koje nisu ciljne. Vecina pesticida moze
da dovede do uniStavanja korisnih insekata, kao Sto su oprasivaci, ali i drugih beski¢menjaka,
riba i ptica, a negativni efekti se zapazaju i kod drugih Zivotinja, ukljucujuéi i Coveka.
Procenjeno je da samo oko 0,1% pesticida dospeva do ciljnih organizama, a preostala koli¢ina
dovodi do zagadenja zemljista, vode i vazduha (Janji¢, 2009; Jokanovi¢, 2010; Gill i Garg,
2014).

Znacajnije kontaminacije registruju se pri sistematskom koriS¢enju visokotoksi¢nih
pesticida, uglavnom organohlornih jedinjenja. Ova jedinjenja se slabo razlazu u vodi i
zemljiStu, 1 njihova dugotrajna primena dovodi do akumulacije u organizmima Zivotinja i u
biljkama, kao i do ispoljavanja znacajnih toksi¢nih efekata (Gill i Garg, 2014). Medutim,
smanjivanje ili prestanak kori§¢enja pesticida moze da dovede do povecanog razmnoZzavanja
Stetnih organizama.

Pesticidi ispoljavaju Stetne efekte na Zivotnu sredinu putem kontaminacije ne samo na
mestu primene, ve¢ i van nje razli¢itim disperzivnim putevima. Moguca kontaminacija
pesticidima deSava se ispiranjem u podzemne vode, povrSinskim oticanjem, usvajanjem putem
korenovog sistema biljaka, isparavanjem i ispustanjem u vazduh (Slika 1) (Meftaul i sar.,
2020).
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Slika 1. Shematski prikaz rasprostiranja pesticida u zivotnoj sredini

(preuzeto iz: Meftaul i sar., 2020, i modifikovano)

U poslednjih 30 godina znac¢ajna su ekotoksikoloska i monitoring ispitivanja zagadenja
zivotne sredine, kao i ispitivanja efekata pesticida na akvati¢ne ekosisteme, na pticama i divljim
zivotinjama. Pesticidi su usli i u lanac ishrane i doslo je do njihove bioakumulacije. Pokazani
su toksicni efekti pesticida kod mnogih vrsta ptica, posebno kod vrsta ptica koje se hrane ribom,
kao i kod grabljivica koje se nalaze na kraju lanca ishrane (Gill i Garg, 2014). Pored toga,
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tretiranjem travnjaka, drveca, zbunja i cveca u gradskim sredinama, ljudi, kuéni ljubimci i ostali
neciljni organizmi suocavaju se sa kratkoro¢nim i dugoro¢nim izlaganjem pesticidima (Meftaul
i sar., 2020). Buduc¢i da komercijalni preparati pesticida sadrze i toksi¢ne aditive nepoznatih
koncentracija, ispitivanje njihove potencijalne toksic¢nosti na neciljne organizme su tema od
velikog znacaja u pogledu zastite zdravlja ljudi i ocuvanja zivotne sredine (van de Merwe i
sar., 2018). Kako bi se shvatila opasnost od upotrebe pesticida, izvrsila procena rizika i razvile
strategije zastite, neophodno je poznavanje puteva njihovog rasprostiranja u zivotnoj sredini,
kao i poznavanje mehanizama njihovog delovanja (Meftaul i sar., 2020).

Mnogobrojna jedinjenja pesticida se veoma razlikuju u pogledu fizicko-hemijskih
osobina, rastvorljivosti u vodi i1 bioloskim svojstvima. Za ispoljavanje delovanja pesticida
veoma su znacajni apsorpcija, transport, biotransformacija molekula, kao i interakcije sa
¢elijskim makromolekulima. Odgovor bioloskog sistema na ekspoziciju pesticidima zavisi
od nacina njihovog ulaska u organizam, a pored akutnih efekata ispituju se 1 hroni¢ni efekti,
koji zavise od perioda latencije, pojedinac¢nih ili dugotrajnih izlaganja (Tano, 2011; Gill i Garg,
2014).

Usled nekontrolisane i nepravilne primene, kao i lake dostupnosti, pesticidi
predstavljaju znacajan rizik po zdravlje ljudi i uzro€nici su akutnih trovanja usled profesionalne
i neprofesionalne izlozenosti (Mostafalou i Abdollahi, 2012; Gill i Garg, 2014). Svetska
zdravstvena organizacija (Word Health Organization, WHO) procenjuje da je 70% trovanja
ljudi pesticidima u svetu posledica profesionalne izloZenosti, a intoksikacija pesticidima moZze
se ispoljiti akutno i hroni¢no. Hroni¢nom trovanju su izlozeni ljudi koji se bave proizvodnjom,
transportom i primenom pesticida, ali i ve¢i deo populacije zbog koris¢enja hrane koja je
zagadena pesticidima (Gill i Garg, 2014; Dalmolin i sar., 2020).

Poslednjih decenija, istrazivanja su usmerena na sintezu novih jedinjenja pesticida
manjeg stepena toksicnosti 1 sa novim mehanizmom delovanja, koja mogu imati veliki znacaj
1 primenu u poljoprivredi, Sumarstvu, veterini, komunalnoj higijeni 1 medicini. Pesticidi
predstavljaju veoma brojnu i heterogenu grupu jedinjenja, a mogu se klasifikovati na razlicite
nacine, 1 to: prema hemijskoj strukturi, fizickom stanju, na osnovu porekla, prema nacinu
prodiranja u organizam i mehanizmu delovanja, prema nameni, odnosno vrsti organizma
(target organism) na koji deluju, prema toksi¢nosti koju preporu¢uje WHO (WHO, 2019).
Pesticidi se prema hemijskoj strukturi mogu podeliti u 3 glavne grupe:

1) neorganska jedinjenja (sumpora, bakra, zive, barijuma, fluora, kao i borati i hlorati),

2) organska jedinjenja (raznovrsna grupa jedinjenja koja imaju veliku fiziolosku
aktivnost),

3) pesticidi prirodnog porekla (jedinjenja koja sintetisu biljke, Zivotinje, bakterije i
gljive: esencijalna ulja, biljni ekstrakti, antibiotici ili fitocidi).

- Pesticidi se prema nameni, odnosno ciljnom organizmu na koji deluju, dele na vise
grupa:
akaricide (grinje), algicide (alge), avicide (ptice), baktericide (bakterije), fungicide (gljive),
herbicide (korovske biljke), insekticide (insekti), larvicide (larve insekata), moluskocide
(puzevi), nematocide (nematode), ovicide (jaja insekata i grinja), piscicide (ribe), repelente
(odbijaju insekte), rodenticide (glodari), termiticide (termiti) i viricide (viruse) (Abubakar i
sar., 2020).

- Pesticidi se prema kategoriji toksicnosti dele na grupe: la - izrazito toksic¢ni, Ib - visoko
toksicni, II - umereno toksic¢ni, III - malo ili verovatno netoksi¢ni. Toksi¢nost se izrazava kao
srednja letalna doza LDso (mg/kg) (peroralni, dermalni), ili srednja letalna koncentracija LCso
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(uL/kg) (inhalacioni), a predstavljaju koli¢inu toksi¢ne supstance koja izaziva 50% smrtnosti
tretiranih organizama u kratkom vremenskom periodu (24 ¢asa) (Jokanovi¢, 2010).

Najvaznije grupe insekticida su: organofosforna jedinjenja (engl. organophosphorus
insecticides), organohlorna jedinjenja (engl. organochlorine insecticides), karbamati (engl.
carbamate insecticides), piretrini (insekticidi biljnog porekla), sintetisani piretroidi,
bioinsekticidi (entomopatogeni) i neonikotinoidi. Najbrojniji insekticidi imaju direktno dejstvo
na nervni sistem insekata, dok insekticidi najnovije generacije deluju posredno i specificno na
insekte, kao regulatori rasta insekata (IGRs), uti¢u na sintezu hitina i njithovo presvlacenje,
imitiraju feromone, ili odvracaju insekte od hrane (Janji¢, 2009; King i Aaron, 2015).

Medu insekticidima dugo godina su dominirala organohlorna jedinjenja (npr. DDT), ali
se zbog njihove dugotrajne perzistencije i biomagnifikacije, liposolubilnosti, bioakumulacije,
niskog stepena biotransformacije 1 degradacije sve viSe zamenjuju organofosfornim
jedinjenjima, karbamatima, insekticidima biljnog porekla, kao i neonikotinoidima (Janjic,
2009; Chambers i sar., 2010; Rezende-Teixeira i sar., 2022).

1.1.1. Organofosforna jedinjenja

Organofosforna jedinjenja (OFJ) predstavljaju veliku grupu pesticida, koji su se zbog
Sirokog spektra fizicko-hemijskih i bioloskih osobina najces¢e koristili u poljoprivredi,
industriji i domacinstvima. Imaju razli¢ite namene i koriste se ne samo u poljoprivredi kao
insekticidi za suzbijanje fitofagnih insekata, kao herbicidi, fungicidi, defolijanti, akaricidi i
nematocidi, ve¢ se koriste 1 kao sredstva u suzbijanju ektoparazita kod domacih zivotinja, u

.....

otrovi, sarin, tabun) (Munro, 1994; Janji¢, 2009; Jokanovi¢, 2010).

Organofosfati su po hemijskom sastavu naj¢esce estri fosforne kiseline. Sastoje se od
centralnog atoma fosfora (P) i fosforne (P=0) ili tiofosforne (P=S) veze, R1 i R2 radikala koji
su vezani za fosfor preko kiseonika (O) i acil grupe, tj. odlazece grupe (X) koja predstavlja
kiselu komponentu (F, Cl, CN, fenolni ili enolni ostatak) (Jokanovi¢, 2010; Balali-Mood i sar.,
2012; Sharma i sar., 2020). Organofosfati se dobijaju kada se vodonikovi atomi fosforne
kiseline zamene organskim radikalima poput metil, etil ili fenil radikala. Pored toga, kiseonik
se moze zameniti sumporom, ugljenikom ili azotom kako bi se dobili razli¢iti derivati (Yu,
2015).

Osnovna hemijska struktura svih organofosfata opisana je Srederovom formulom
(Slika 2a), gde su kiseonik ili sumpor vezani dvostrukim vezama za fosfor (petovalentni),
radikali R1 i R2 predstavljaju alkil, alkoksi, alkiltio ili amino grupe, a supstituent na X je acil
radikal, anjon neorganske ili organske kiseline (Cl, F, CN, CH3COO i dr.), ili neki kiselinski
ostatak (enol grupa, aromaticna, alifaticna ili heterocikli¢na grupa). Reaktivnost organofosfata
zavisi od sloZene hemijske strukture 1 prisustva funkcionalnih grupa, ali su znacajne 1 razlike u
mehanizmu interakcije sa enzimima na koje deluju. Elektrofilnost atoma fosfora je bitna za
bioloSka dejstva ovih jedinjenja. Organofosfati koji poseduju dvostruke veze izmedu atoma
fosfora 1 kiseonika imaju vecu elektrofilnost, pa su i visoko reaktivni (Antonijevi¢ i
Stojiljkovic, 2007).

Na osnovu ove hemijske strukture (Slika 2a) sintetisan je veliki broj OFJ sa vecom ili
manjom toksicnoS¢u. Neki od predstavnika su: malation, hlorpirifos, paration, fention,
diazinon, dihlorvos, fenitrotion, dimetoat, kumafos, foksim, acefat i dr. (Slika 2b) (Yu, 2015;
Sharma i sar., 2020).
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Slika 2. a) Strukturna formula organofosfata; b) Najc¢esce koris¢eni organofosforni insekticidi

Francuski hemi¢ari Zan Luj Lasanj (Jean Louis Lassaigne) i Filip de Klermon (Philip
de Clermount) zasluzni su za sintezu prvih organofosfata u 19. veku, dok se inicijalni razvoj
organofosfata kao insekticida i bojnih otrova pocetkom 20. veka prvenstveno pripisuje
nemackom hemidaru Zerardu Srederu (Gerhard Schrider) (Terry, 2012). Prema Yang i sar.
(2020) svetsko trziste vezano za organofosfate ima predvidenu godis$nju stopu rasta od 5,5%
izmedu 2018. i 2023. godine, a tako je uvecan i asortiman komercijalno dostupnih jedinjenja.

OFJ imaju Sirok spektar bioloskog delovanja, kratkoZiveci su, nisu perzistentni, brzo se
metaboliSu i ekskretuju iz organizma. Vecina OFJ se brzo razgraduje i ispoljava nizi intenzitet
kontaminacije vode, zemljista i vazduha, ne podlezu bioakumulaciji, kao ni biomagnifikaciji, i
zbog svih navedenih osobina ranije je to smatrano njihovom predno$¢u, posebno nakon
smanjenja ili prestanka kori§¢enja mnogih organohlornih jedinjenja (Janji¢, 2009; Colovi¢ i
sar., 2013). Medutim, organofosfati zbog neselektivnosti i nespecificnog dejstva mogu da
dovedu do ispoljavanja toksi¢nosti 1 na neciljnim vrstama, Sto sa ekotoksikoloskog aspekta
predstavlja veliki problem. Neka od jedinjenja (npr. paration, terbufos i forat) veoma su otrovna
za ljude i domace zivotinje, ali i za neke korisne organizme (npr. insekti opraSivaci, divlje
Zivotinje, a posebno ptice 1 sisari), 1 zato se smanjuje njihova primena u zastiti biljaka, posebno
u Evropi i SAD (Janji¢, 2009; Triassi i sar., 2019; Sharma i sar., 2020).

Poslednjih godina upotreba organofosfatnih insekticida je smanjena i ograni¢ena
uglavnom na oblast poljoprivrede, gde se Siroko primenjuju za uniStavanje Stetnih insekata na
vocu 1 povréu, kao 1 za zapraSivanje komaraca, muva, bubasvaba i Zivotinjskih parazita.
Razli¢ita istrazivanja su pokazala da na osnovu akutne srednje letalne doze (LDso),
organofosfati spadaju u veoma toksi¢ne pesticide za ptice i sisare (Paramveer i sar., 2010;
Mostafalou i Abdollahi, 2012).

Organofosforni insekticidi mogu da ispolje toksi¢ne efekte usled akutnog trovanja, koja
su povecana uporedo sa sve ekspanzivnijom proizvodnjom i neracionalnom primenom u
poljoprivredi (profesionalna izlozenost), ili Stetnog delovanja rezidua OFJ na opStu populaciju
preko vode i hrane, usled kontaminacija poljoprivrednih proizvoda ostacima organofosfata
(voce, povrée, Cajevi i1 dr.) (Dar 1 sar., 2020).

Organofosfati se u organizam mogu uneti ingestijom, inhalacijom i preko koze. Vecina
organofosfata su uljaste te¢nosti i lako isparavaju na sobnoj temperaturi, pa se u profesionalnim
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uslovima u vidu gasa, para i aerosola najbrze resorbuju inhalacijom preko sluzokoze i
respiratornog epitela, kao i preko koze. Glavni putevi unosenja za opStu populaciju su ingestija
i koza, a u mnogo manjem procentu inhalacija. Distribucija i stepen apsorpcije organofosfata
u organizmu je razli¢it 1 zavisi od vrste OFJ 1 na¢ina njihovog unoSenja u organizam, jer
razli¢itim transportom dospevaju u krv i prelaze u tkiva. Distribucija OFJ zavisi i od stepena
lipofilnosti i afiniteta prema pojedinim tkivima. Prenose se lipoproteinima i deponuju u
masnom tkivu, ali i u drugim tkivima bogatim lipidima. Ve¢i afinitet prema nervnom sistemu
ispoljavaju lipofilna OFJ. Jetra i bubrezi imaju najvec¢i znacaj u metabolizmu i ekskreciji OFJ
u organizmu. Nisu stabilna jedinjenja i lako hidrolizuju, brzo se metabolisu u manje
liposolubilna jedinjenja, a proces eliminacije zavisi od hidrosolubilnosti nastalih metabolita,
koji u razli¢itim reakcijama menjaju strukturu i solubilnost jedinjenja (Jokanovi¢, 2010; Blain,
2011; Zlatkovi¢, 2016; Kaushal i sar., 2021).

1.1.2. Mehanizam delovanja organofosfata

Za razlicita ispitivanja odnosa doze i efekta OFJ u organizmu znacajno je poznavanje i
vrlo sloZzenih mehanizama njihovog delovanja. Apsorpcija, transport, kao i biotransformacija
molekula organofosfata znacajni su za ispoljavanje delovanja OFJ. Svoje efekte u organizmu
ostvaruju inhibicijom aktivnosti enzima holinesteraza (ChE) i to kovalentnim vezama za
aktivno mesto enzima - ireverzibilna (kovalentna ili progresivna) inhibicija, ili nekovalentnim
interakcijama - reverzibilna inhibicija. Neka OFJ ovaj efekat inhibicije postizu neposredno po
ulasku u organizam i nazivaju se direktni inhibitori holinesteraze (foksim, dihlorvos i
trinlorfon). Medutim, postoje i OFJ koja se prvo metaboli$u u jetri i drugim organima i tkivima
u toksi¢ne metabolite, a zatim inhibiraju enzime holinesteraza - indirektni inhibitori (dimetoat,
hlorpirifos, malation, fention, fenitrotion i dr.) (Marrs, 2001).

Zahvaljuju¢i primeni inhibitora otkriveni su vrlo sloZzeni mehanizmi delovanja
enzimskih sistema. Inhibicija enzimske aktivnosti moZe nastati kao rezultat vezivanja molekula
karbamata, organofosfata ili njihovih metabolita za funkcionalne grupe aktivnog centra
enzima, ¢ime ga blokiraju i onemogucéavaju interakciju sa pravim supstratom (Fukuto, 1990).
OFJ koja imaju sumpor vezan koordinatno-kovalentnom vezom za atom fosfora nisu
toksikoloski aktivna i nisu inhibitori ChE. Da bi OFJ postala bioloski aktivna moraju spontanim
reakcijama, ili u reakcijama biotransformacije, da predu u odgovarajuc¢e oksoanaloge (npr.
malation prelazi u malaokson, paration u paraokson). U reakcijama biotransformacije OFJ
sumpor se zamenjuje kKiseonikom i mogu da nastanu veoma toksi¢ni metaboliti (indirektni
inhibitori), ali mogu da nastanu 1 jedinjenja koja viSe nisu inhibitori ChE (Bosak, 2006;
Rezende-Teixeira i sar., 2022).

Osnovni procesi biotransformacije organofosfata su oksidacija, redukcija, hidroliza i
konjugacija, a svi ovi hemijski procesi se mogu podeliti na aktivacione i deaktivacione. U
procesima oksidacije i redukcije OFJ, koji se najve¢im delom odvijaju u jetri, mogu da nastanu
primarnog OFJ, a konjugacijom se organizam brani od njegovih toksi¢nih efekata. Veliki broj
specificnih enzima uc€estvuje u svim ovim procesima i razgraduje OFJ, a nalaze se u jetri, na
membrani endoplazmati¢nog retikuluma: citohrom-P450 oksigenaze (CYP450) i flavin-mono-
oksigenaze (FMO). Ovi enzimi prve faze biotransformacije, nazvani MFO (microsomal mixed
function oxidases), ucestvuju u reakcijama oksidacije, redukcije i hidrolize (Jokanovi¢, 2001;
Bosak, 2006; Jokanovi¢, 2010; Singh, 2012).

Organofosfati su po hemijskoj strukturi estri, i u procesima biotransformacije ucestvuju
i dve grupe enzima esteraza, koje deluju na istoj estarskoj ili halogenidnoj vezi, ali imaju
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razli¢it mehanizam delovanja. Prvu grupu ¢ine serinske esteraze, tj. esteraze koje u aktivnom
centru imaju  serin: acetilholinesteraza (AChE), butirilholinesteraza  (BuChE),
karboksilesteraza (CarbE) i neurotoksi¢na esteraza ili esteraza povezana s neuropatskim
delovanjem OFJ (engl. neuropathy target esterase, NTE). Ove serinske esteraze organofosfati
inhibiraju ireverzibilno i zato aktivnost ovih esteraza predstavlja specifican biomarker
toksi¢nosti za OFJ 1 koristi se u proceni tezine intoksikacije kod akutnih trovanja, kao i u
proceni rizika po zdravlje ljudi kod hroni¢nih ekspozicija. Esteraze druge grupe imaju glavnu
ulogu u procesu detoksikacije, a to su esteraze fosfornih triestara: arildialkilfosfataza
(paraoksonaza - PONL1) i diizopropilfluorofosfataza (DFP-aza). Ove fosfotriesteraze vrse
hidrolizu molekula OFJ, vrlo brzo se defosforiliSu i imaju veliki zna¢aj u smanjenju
koncentracije slobodnih OFJ u organizmima sisara nakon trovanja organofosfatima (enzimi u
antidotskoj terapiji). U drugoj fazi biotransformacije organofosfata sledi brza faza konjugacije
u kojoj nastaju hidrosolubilna jedinjenja, koja se lako izluCuju iz organizma putem urina
(Bosak, 2006; Chambers i sar., 2010; Jokanovi¢, 2010; Testai i sar., 2010).

U reakciji hidrolize OFJ, koja moze da bude spontana ili enzimska, odvajaju se one
grupe Cija je veza sa fosforom najslabija (tj. acil, odlaze¢a grupa X). Organofosfati koji imaju
slobodnu hidroksilnu grupu (-OH) nisu bioloski aktivni i ne inhibiraju AChE. Ni OFJ koja
umesto kiseonika, vezanog za srediSnji atom fosfora, imaju atom sumpora nisu inhibitori
enzima AChE (Jokanovi¢, 2010; Colovi¢ i sar., 2013; Lazarevié-Pasti i Colovié, 2016).

OF]J inhibiraju i druge fizioloski vazne enzime kao $to su natrijum-kalijum ATP-aza,
mijeloperoksidaza, sukcinat dehidrogenaza, a uti¢u i na promene koncentracija kateholamina,
y-amino buterne kiseline, regulaciju hormona, inflamaciju i dr. Deluju i na mnoge biohemijske
procese u organizmu u koje su ukljuceni inhibirani enzimi, na primer enzimi koji se sintetiSu u
jetri (Anicijevié i sar., 2019). OFJ mogu uzrokovati odloZeni neurotoksi¢ni efekat tako $to
dovode do fosforilacije i dealkilacije proteina prisutnog u neuronima (neurotoksi¢na esteraza),
Sto uzrokuje klinicki sindrom “organofosfatima izazvana naknadna polineuropatija” (OPINP)
(Colovié i sar., 2013).

1.1.2.1. Struktura i kataliti¢ka funkcija holinesteraza

Molekuli pojedinih insekticida iz grupe OFJ i karbamata imaju sli¢an primarni
mehanizam delovanja, koji se zasniva na inhibiciji aktivnosti enzima ChE, a to je i glavni uzrok
akutne toksi¢nosti ovih jedinjenja. Inhibitori ChE se prema nacinu delovanja mogu podeliti u
dve grupe: ireverzibilne i reverzibilne inhibitore (Yu, 2015; Rezende-Teixeira i sar., 2022).

Dva najvaznija tipa holinesteraza su AChE 1 BuChE, enzimi iz grupe hidrolaza, koji su
veoma sli¢ni po hemijskoj strukturi, ali se razlikuju po katalitickoj aktivnosti i1 lokaciji u
tkivima. AChE se nalazi u nervnom sistemu (siva masa mozga) i ima znacajnu ulogu u
neurotransmisiji, ali se nalazi i u krvi, gde je vezana za membrane eritrocita, kao i u amnionskoj
tecnosti i placenti. BUuChE je prisutna u gotovo svim tkivima i u krvi. Njena fizioloska uloga
nije poznata, ali neki ogledi na zivotinjama kojima nedostaje AChE su pokazali da BUChE
moze delimi¢no da zameni aktivnost AChE, ali moZe i da hidrolizuje razne estre biljnog
porekla (Dave, 2000; Cokugras i sar., 2003; Jokanovié, 2009; Jokanovi¢, 2010; Pohanka, 2011,
Pohanka, 2014).

Oba enzima imaju znacajnu ulogu u organizmu i predmet su istrazivanja u oblasti
toksikologije, biohemije i biomedicine, a pogodni su kao biomarkeri kontaminacije
organofosfatima i karbamatima. Znacajne razlike u toksi¢nosti ovih, strukturno razli¢itih grupa
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jedinjenja, kod ljudi i drugih zivotinjskih vrsta mogu se objasniti inhibicijom i drugih serinskih
hidrolaza, kao i direktnim efektima OFJ na holinergi¢ne receptore. Ove reakcije se deSavaju
razli¢itom brzinom zbog razlika u kataliti¢koj aktivnosti i afinitetu enzima koji ucestvuju u
metabolickoj aktivaciji ovih jedinjenja (Bosak, 2006; Jokanovi¢, 2009; Jokanovi¢, 2010;
Colovié i sar., 2013; King i Aaron, 2015).

Acetilholinesteraza (AChE)

Fizioloska funkcija enzima AChE je hidroliza neurotransmitera acetilholina (ACh), koji
je neophodan u sinaptickoj transmisiji u centralnom (CNS) i perifernom nervnom sistemu
(PNS).

ACh je neophodan hemijski medijator u transdukciji signala (prenos akcionog
potencijala) u holinergi¢nim sinapsama izmedu preganglijskih i postganglijskih nervnih
vlakana (simpatickih i parasimpatickih), kao i izmedu nervnih vlakana i efektornih ¢elija (glatki
misici, srce, zlezde 1 miSiéne Celije skeletnih misi¢a) (Slika 3) (Ognjanovi¢ i Mati¢, 2022).

ACh se sintetiSe u citoplazmi presinapti¢kih nervnih zavrSetaka iz acetil koenzima A
(acetil CoA) i holina (Ch) u prisustvu enzima holin acetiltransferaze (ChAT), a zatim se pakuje
u specifi¢ne male sinapticke vezikule. Nervne ¢elije ne sintetiSu Ch, pa je sinteza ACh zavisna
od Ch unetog hranom (narocito je prisutan u hrani bogatoj lecitinom i proteinima). Za sintezu
ACh su potrebni i koenzimi koji nastaju od vitamina B1 (Jokanovi¢, 2010; Colovi¢ i sar., 2013).

Autonomni nervni sistem

CNS PNS eﬁ‘f}f&?'
'\ - \lv( ganglija : S
'3 —o I 2 o
simApStSiéki Kﬁﬂ\/ /(p»j‘%( I {Qi
) preoar’lnlijw postganglijska VA <
viakna ACh vlak<
: o YO | ‘L‘E\ - \
aQ t ‘:k il - o~ ot - P
Palasll\lgza 1¢ I%Jﬁ«i—j S - u A.éh sréani misi¢
ganglija (
Ne

Somatski motorni nervi Zlezde

: ACh

X C P '.: ,7 2\

~ /f{/ﬁf:“f:ﬁ‘,*j‘; FFFF =

skeletni misici
Slika 3. Shema organizacije autonomnog nervnog sistema

(preuzeto iz: Ognjanovi¢ i Mati¢, 2022, i modifikovano)

Nakon ekscitacije presinaptickog neurona, ACh se oslobada iz vezikula u sinapticku
pukotinu i ispoljava efekte tek posle vezivanja za holinergi¢ne receptore (AChR), koji se nalaze
na povrsini postganglijskih vlakana ili efektornih ¢elija (Slika 4). ACh deluje preko dva tipa
receptora: nikotinski (nAChR) i muskarinski (mMAChR), a naziv su dobili po alkaloidima
nikotinu 1 muskarinu koji ih aktiviraju. ACh ima najceSc¢e ekscitatorni efekat vezivanjem za
jonotropne NnAChR, koji se nalaze u ganglijama autonomnog nervnog sistema i nervno—
misiénim sinapsama. mAChR se nalaze u CNS i efektornim tkivima i organima (glatkim
misi¢ima, srcu i sekretornim zlezdama), a pripadaju grupi receptora koji su vezani za G protein.
ACh, vezivanjem za ove metabotropne muskarinske receptore, moze da izazove njihovu
ekscitaciju, ali moze da ima i inhibitorni efekat na sr¢anim misiénim c¢elijama (Jokanovié,
2010; Pohanka, 2011).



Doktorska disertacija Marija Milosevi¢

mitohondrija AP presinapticka
‘ _ _ 77, membrana
aksonski onski
zavrietak v anal y )

Acetil CoA CoA / ca’ f )ﬁ“ Y TK\
enzim > A — / ’
S

_/ acetilholin [ ‘%))
holin cp o A

A
G protein— sinapticka _gem
‘%\ veglkula &SJ
,\\ ) | {
mAChR< ch  acetilholin /,

esteraza g postsmaptlcka

A/‘W (tT/ nAChR membrana
_acetat COl
N N postsinapticka

ONa" membrana

Slika 4. Sinapticka transmisija ACh

(preuzeto iz: Ognjanovic i Mati¢, 2022, i modifikovano)

Signalizacija ACh se prekida dejstvom enzima AChE, koja katalizuje hidrolizu ACh na
acetat i holin. U fizioloskim uslovima ACh se veoma brzo razlaze, pa ne dolazi do njegove
akumulacije u sinapsama. Svaki molekul AChE moze da razlozi oko 5.000 molekula ACh u
sekundi. Nakon hidrolize ACh, Ch se iz sinapticke pukotine prenosi nazad u presinapticku
¢eliju posredstvom CHT1 kanala, koji je Na*-zavisni kotransporter, i ponovo ulazi u novi ciklus
sinteze ACh. Deo ACh se hidrolizuje i pre vezivanja za receptore, a deo se uklanja difuzijom
(Jokanovié, 2010; Pohanka, 2011; Colovi¢ i sar., 2013).

U molekulu AChE aktivno mesto enzima se sastoji iz anjonskog i estarskog dela.
Anjonski deo enzima €ini glutaminska kiselina sa -COOH grupom, koja privlaci trimetil-
amonijum radikal ACh. Estarski deo enzima se sastoji od tri aminokiseline i, u aktivnom centru,
na dnu 2 nm dubokog Zleba, nalazi se serin, koji sa glutaminskom kiselinom 1 histidinom ¢ini
trijadu koja vrsi katalitiCku funkciju enzima. Prvi korak u hidrolizi predstavlja acetilovanje
serina u aktivnom centru enzima, i u reakciji -OH grupe serina sa acetil grupom ACh nastaje
nestabilni kompleks enzim-acetilholin. 1z ovog kompleksa se odvaja molekul holin hidrolizom
1 nastaje acetilovani enzim. Nakon toga, acetilovani enzim se veoma brzo regeneriSe
hidrolizom estarske veze i nastaju slobodni enzim i acetat (Slika 5). U ovoj reakciji
deacetilovanja katalizator je -OH grupa tirozina i imidazolijum jon histidina. Ako je inhibirana
hidroliza ACh, dolazi do njegove akumulacije u holinergi¢nim sinapsama nervnih i misi¢nih
¢elija u CNS 1/ili PNS, pojacana je desenzibilizacija receptora na postsinaptickoj membrani,
&ime je onemoguéen prenos sledeéeg nervnog impulsa (Bosak, 2006; Yu, 2015; Colovié i sar.,
2013; Cavalcante i sar., 2020).

Mehanizam interakcije enzima AChE, kao i drugih esteraza, sa inhibitorima kao sto su
OFJ i karbamati analogan je mehanizmu fizioloske reakcije enzima (Yu, 2015). Toksikolosko
i farmakolosko dejstvo inhibitora AChE sastoje se u inaktivaciji enzimske aktivnosti koja
predstavlja dozno i vremenski zavisnu reakciju, a odvija se u nekoliko faza. Inhibicija AChE
zavisi od afiniteta OFJ prema enzimu i brzine fosforilacije enzima.
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Slika 5. Mehanizam hidrolize ACh i interakcije sa AChE

(preuzeto iz: Bosak, 2006, i modifikovano)

Prvi korak u hidrolizi predstavlja acetilovanje serina u aktivnom centru enzima i odvajanje holina.
Acetilovani enzim se zatim hidrolizuje i nastaju slobodni enzim i acetat (siréetna kiselina).

OFJ imaju sli¢nu strukturu kao ACh, a inhibicija AChE se odigrava vezivanjem OF
molekula za aktivno mesto enzima uz oslobadanje “odlazece” grupe (HX, H-OR). Tom
prilikom dolazi do predaje fosfatne grupe enzimu, formiranja kovalentne veze izmedu -OH
grupe serina i ostatka OFJ, §to dovodi do fosforilacije enzima (Slika 6). Nastali kompleks
AChE-OF se veoma sporo spontano hidrolizuje, a fosforilisani enzim AChE zbog inaktivacije
ne moze da hidrolizuje ACh (Pohanka, 2011; Colovié i sar., 2013; Cavalcante i sar., 2020; Dar
i sar., 2020; Kaushal i sar., 2021).

Razlika izmedu hidrolize ACh (Slika 5) 1 hidrolize OFJ (Slika 6) jeste u brzini reakcije
sa vodom, jer je deacetilovanje enzima mnogo brze od defosforilacije enzima, koja se ¢esto
naziva i spontanom reaktivacijom (Bosak, 2006; Yu, 2015).

Spontana reaktivacija kompleksa AChE-OF (fosforilisanog enzima) (Slika 6) se odvija
defosforilacijom inhibiranog enzima malom brzinom, koja je znatno sporija u odnosu na
inhibiciju enzima. Za vec¢inu organofosfata ovaj proces spontane reaktivacije je veoma spor i
potrebno je nekoliko sati ili dana, a brzina reakcije zavisi od strukture OFJ koje je vezano za
AChE. Proces spontane reaktivacije moze se ubrzati u prisustvu oksima, nukleofilnih jedinjenja
koja razgraduju fosforilisane enzime, vezuju za sebe fosfatnu grupu organofosfata i nastaje
fosforilisani oksim. Oksimi mogu da deluju i kao antidoti u terapiji trovanja OFJ i neophodno
je da se primene Sto pre, jer stepen reaktivacije zavisi od koncentracije 1 duZine prisustva
oksima u blizini aktivnog centra AChE. Produkti hidrolize organofosfata vise nisu inhibitori
AChE (Antonijevi¢ i Stojiljkovié, 2007; Yu, 2015; Dar i sar., 2020).

HX (H-OR) H,O
? IOI \ I
AChE-Ser-OH + X—IP—ORz AChE—Ser—O—IP—ORz W AChE-Ser-OH + HO- IP—ORz
slobodni OR1 ORI reaktivacija  slobodni ORI
enem OFJ fosforilisani enzim enzim

dealkilacija enzima

4 : reaktivacija
" "
("starenje" enzima)

oksimima

0 "RHC=N-O ;
AChE-Ser-O —P—OR> AChE-Ser-OH + "RHC=N-O-P-OR:
o slobodni ORI
€nzim

ireverzibilno inhibiran enzim fosforilisani oksim

Slika 6. Mehanizam interakcije AChE sa organofosfatom
(preuzeto iz: Bosak, 2006, i modifikovano)
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Medutim, oksimi su neefikasni ako dode do poslednje faze fosforilacije AChE, jer deo
inhibiranih enzima vremenom ne moze da se reaktivira i nastaje tzv. “starenje” fosforilisanog
enzima (proces koji dovodi do trajne inaktivacije AChE). U ovoj reakciji dealkilacije,
kompleks AChE-OF gubi jednu alkil grupu (R1) vezanu za fosfor, i formira se stabilniji
fosforil-enzim oksianjon koji ne moze da se reaktivira, i nastaje ireverzibilno inhibirana AChE.
Ova reakcija “starenja” predstavlja neenzimsku vremenski zavisnu transformaciju, a brzina
zavisi od mnogih faktora poput temperature, pH i hemijske strukture OFJ (Jokanovi¢ i
Kosanovi¢, 2010; Yu, 2015; Dar i sar., 2020; Kaushal i sar., 2021).

Posle inhibicije AChE, njena aktivnost se moze obnoviti i nadoknaditi, pored spontane
reaktivacije i brze reaktivacije oksimima, jedino sintezom novih molekula enzima - “de novo*
sinteza AChE. U ¢elijama NS se obavlja sinteza AChE, a aksonskim transportom se prenosi do
nervnih zavrSetaka. U eritrocitima se ovaj enzim ne sintetiSe, a njegova aktivnost se obnavlja
stvaranjem novih ¢elija u koStanoj srzi eritropoezom i ulaskom u krvotok (Jokanovi¢ i
Kosanovi¢, 2010; Jokanovi¢, 2010; Pohanka, 2011; Tsai i Lein, 2021).

Zbog nemogucnosti fosforilisane AChE da hidrolizuje neurotransmiter ACh, njegova
koncentracija u holinergi¢nim sinapsama se povecava do toksi¢nog nivoa, §to dovodi do
preterane neuroekscitacije (produzene stimulacije i desenzitizacije) postsinapticke membrane.
Usled produzenog vezivanja ACh za postsinapti¢ke nikotinske i muskarinske receptore dolazi
do prestanka sinapti¢ke transmisije i stimulacije. Posto su ovi receptori lokalizovani u veéini
organa dolazi do “holinergi¢nog sindroma”, koji ukljucuje znojenje, salivaciju i luenje suza,
mucninu, pojaanu bronhijalnu sekreciju, bronhokonstrikciju, miozu, bradikardiju,
abdominalne gréeve, dijareju, tremor, intenzivne kontrakcije skeletnih misiéa i razlicite efekte
na CNS. Kod akutnog trovanja OFJ u klini¢koj slici, u zavisnosti od stepena inhibicije AChE,
razlikuju se: muskarinski efekti usled stimulacije parasimpatikusa (blago trovanje, aktivnost
AChE je 40-60%), nikotinski efekti usled stimulacije, a zatim i paralize vegetativnih ganglija i
skeletnih miSica, kao 1 centralni efekti usled stimulacije, a zatim depresije odredenih delova
CNS (kod umerenog trovanja aktivnost AChE je 20-40% i teskog trovanja aktivnost AChE je
< 20%) (Jokanovi¢ i Kosanovié, 2010; Yu, 2015; Kaushal i sar., 2021; Ganie i sar., 2022).

Neki organofosfati, pored akutnog antiholinesteraznog dejstva, koje zavisi od nivoa
aktivnosti enzima AChE, mogu da izazovu i druge toksi¢ne efekte. To su: intermedijarni
sindrom (IMS) — predstavlja poremecaj nervno-misi¢nih sinapsi i javlja se kod vecine
pacijenata izmedu prvog i ¢etvrtog dana nakon trovanja; sindrom OPINP — dolazi do ataksije i
paralize ekstremiteta i javlja se 6 do 20 dana nakon trovanja; sindrom ‘“hroni¢ni
organofosfatima izazvan neuropsihijatrijski poremecaj” (COPIND) — efekti na nervni sistem
posle dugotrajne ekspozicije OFJ, koji se javlja kasnije i traje veoma dugo bez holinergi¢nih
simptoma, nije povezan sa inhibicijom AChE; kao i ostali toksi¢ni efekti koji uti¢u na psihicke
funkcije 1 ponaSanje ljudi i zivotinja (Jokanovi¢ 1 Kosanovi¢, 2010; Kaushal 1 sar., 2021).

Organofosfati koji sadrze P=0 vezu (okso oblici) su tzv. direktni inhibitori AChE, koji
toksi¢ne efekte ispoljavaju veoma brzo (ve¢ posle nekoliko minuta), a zavise od doze i puteva
unoSenja. Analogna OFJ koja sadrze P=S vezu (tio oblici) su indirektni inhibitori AChE - sama
nisu toksi¢na, ali tek posle metaboli¢ke aktivacije (koja se uglavnom odvija u jetri), prelaze u
toksi¢ne okson oblike, pa njihovi toksi¢ni efekti nastaju sporo 1 traju mnogo duze, i do nekoliko
dana posle ekspozicije. Kod sisara, metabolizam tio OFJ u odgovaraju¢i okson se odvija
biotransformacijom u prisustvu izoenzima CYP450, a zatim procesom hidrolize i kovalentnim
vezivanjem za proteine. Kod insekata mehanizam aktivacije OFJ u odgovarajuc¢e oksone u
prisustvu CYP450 je takode dominantan. Medutim, kod insekata nema hidrolize ovih
jedinjenja i zato je toksi¢nost OFJ selektivno veca u poredenju sa sisarima (Jokanovi¢, 2010;
Colovi¢ i sar., 2013; Yu, 2015; Kaushal i sar., 2021; Rezende-Teixeira i sar., 2022).

12



Doktorska disertacija Marija Milosevi¢

Butirilholinesteraza (BuChE)

BuChE (serumska) ili pseudoholinesteraza takode hidrolizuje ACh, ali i druge bioloski
vazne estre kao $to su butirilholin i propionilholin, koji se koriste u biohemijskim metodama
kao supstrati. U poredenju sa AChE ima znatno manju kataliticku aktivnost prema ACh i
razlaze oko 1.000 molekula/sekundi. BuChE je glikoprotein 1 sintetiSe se u jetri, oslobada u
cirkulaciju 1 putem krvi odlazi u gotovo sva tkiva u organizmu. U vec¢oj koli€ini se nalazi u
plazmi, jetri i glija ¢elijama. Poluzivot ovog enzima u serumu je relativno kratak i iznosi oko
10 dana. FizioloSka uloga BuChE nije sasvim razjasnjena, ali je pokazano da postoji snizena
aktivnost kod odredenih patoloskih stanja organizma (oboljenje jetre, akutna infekcija,
hroni¢na anemija, karcinom i dr). Na aktivnost BuChE mogu da uticu i neki fizioloski faktori,
kao $to su uzrast, pol i trudnoca, ali i uticaj starenja (tek posle 70. godine Zivota) (Pohanka,
2011; Marsillach i sar., 2013).

Odredeni lekovi (antibiotici, kortikosteroidi, kontraceptivi i dr), kao i trovanje izazvano
organofosfatima, moze da dovede do smanjenja aktivnosti BuChE. Ima vaznu odbrambenu
ulogu protiv raznih toksi¢nih estara bioloskog porekla, ali hidrolizuje i1 veliki broj estara
prirodnih i sintetskih baza: morfina (heroin), kokaina, prokaina, salicilne kiseline i atropina
(Jokanovi¢, 2010; Colovié i sar., 2013).

Kod trovanja uzrokovanih organofosfatima, veoma je vazno da se pored aktivnosti
AChE odredi 1 aktivnost BuChE, iz viSe razloga: u organizmu BuChE ima oko 10 puta viSe od
AChE i predstavlja znacajnu rezervu u zastiti AChE, ima ve¢i afinitet prema najvecem broju
OF]J, sluzi kao veoma osetljiv marker za ekspoziciju, kao i1 za procenu teZine stepena trovanja
OFJ (Jokanovi¢, 2010; Marsillach i sar., 2013).

1.2. Hlorpirifos

Zbog velike efikasnosti, medu OFJ najviSe koriS¢eni insekticid je hlorpirifos
(Chlorpyrifos — CPF, O,0-dietil-O-3,5,6-trihlor-2-piridinil-fosforotioat). Pripada hlorovanim
tiofosfatima iz grupe inhibitora AChE sa kontaktnim i digestivnim delovanjem. Koristi se kao
insekticid, akaricid i nematocid u zastiti velikog broja znacajnih poljoprivrednih kultura kao
Sto su kukuruz, pSenica, Sec¢erna repa, uljana repica, krompir, jabuka, grozde, breskva, citrusno
voce, orasi 1 razne ukrasne biljke. Takode je znacajan i za uniStavanje larvi i adultnih oblika
komaraca, insekata u domacinstvu, mrava, parazita kod domacih zivotinja, ali 1 kao sredstvo
protiv plesni za konzerviranje drva. CPF se naj¢eSce koristi u poljoprivredi kao folijarni sprej,
koji se nanosi na listove biljaka pre sadenja kultura direktno prskanjem iz vazduha ili sa zemlje,
ili tretiranjem semena biljaka (Testai i sar., 2010; Teodorovi¢ i Kaisarevi¢, 2015).

CPF je zbog Siroke primene prisutan svuda u zivotnoj sredini, pa su i ljudi i Zivotinje u
velikoj meri izlozeni ovom insekticidu, najces¢e prilikom upotrebe ili kontakta, udisanja
kontaminirane prasine, ili vazduha u blizini tretiranih povrsina, ali i preko mogucih ostataka
(rezidua) u vodi za pice i hrani. Moze biti izuzetno otrovan za korisne insekte i pcele, ali 1
toksican za ptice i sisare (Eaton i sar., 2008; Uchendu i sar., 2012; Teodorovi¢ i KaiSarevi¢,
2015).

CPF je kristalna supstanca bele boje, mirisa slicnog merkaptanu. Dobro se rastvara u
organskim rastvaracCima, ali je slabo rastvorljiv u vodi (oko 1 mg/L). Razgraduje se polako u
zemljistu U aerobnim i anaerobnim uslovima i umereno je perzistentan. Ima poluzivot izmedu
60 i 120 dana ali u zavisnosti od tipa zemljiSta i drugih ekoloskih faktora, moze u tretiranom
zemljiStu da se zadrzi i dve godine. Razgraduje se hemijskom hidrolizom i fotodegradacijom,
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ali podleze i mikrobioloskoj razgradnji (Testai, 2010; Teodorovié i Kaisarevi¢, 2015; Supreeth
i sar., 2016).

1.2.1. Metabolizam hlorpirifosa

CPF je umereno rastvorljiv u mastima, i u organizam se unosi ingestijom i inhalacijom
i brzo se apsorbuje, dok se preko koze slabo apsorbuje (kod ljudi samo oko 2%). U mnogim
eksperimentalnim istrazivanjima, koja su izvedena na razli¢itim zivotinjama, pokazano je da
se CPF posle ulaska u cirkulaciju distribuira po celom organizmu i prelazi u tkiva. CPF se kod
pacova i drugih vrsta Zivotinja izlucuje urinom (preko 80%) u toku 48 sati 1 samo male koli¢ine
ostaju u tkivima kao $to su jetra, masno tkivo, plu¢a i mozak (Jokanovi¢ i Kosanovié¢, 2010;
Kaushal i sar., 2021).

CPF u reakciji aktivacije, koja se uglavnom odvija u jetri, prelazi u toksi¢ni metabolit
hlorpirifos okson (CPFO) (Slika 7). To je reakcija oksidativne desulfuracije, u kojoj se sumpor
vezan za fosfor u P=S obliku zamenjuje kiseonikom (P=0), a zatim nastaje toksi¢ni metabolit
CPFO, koji je snazniji inhibitor AChE i BuChE od samog CPF (Chambers i sar., 2010; Testai
i sar., 2010; Yu, 2015).

hlorpirifos (CPF) hlorpirifos okson (CPFO)

S
CH;CH,O_1 N Cl CH,C HQO\(II)_ N Cl
CH,CH,0” =

P-O P-O
0,, NADPH
(detoksikacija) / \
CY,P45.O. PONI inhibicija B-esteraza ireverzibilna
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(3.5,6-trihloro-2-piridinol)

s

konjugati glukuronida,
GSH i sulfata

izlu€ivanje

Slika 7. Metabolizam hlorpirifosa

(preuzeto iz: Testai i sar., 2010, i modifikovano)

Oksidacijom CPF mozZe da zapo¢ne, pored reakcije desulfuracije, i reakcija oksidativne
hidrolize ili dearilacije, u kojoj se elimini$e aril grupa i nastaje 3,5,6-trihloro-2-piridinol
(TCP), koji vise nije inhibitor AChE i di-etil-tiofosfat (DETP). Reakcija dealkilacije, koja se
odvija na molekulu CPF ili njegovom oksonu, je reakcija u kojoj se jedan od ugljenikovih
atoma u alkoksi grupi oksiduje do aldehida i uklanja, ostavljaju¢i hidroksilnu grupu povezanu
sa fosforom. Nastali oksidovani molekul je formaldehid u slu¢aju metoksi grupe, ili acetaldehid
u slucaju etoksi grupe (Chambers i sar., 2010; Testai i sar., 2010). Sve tri CYP-posredovane
reakcije (desulfuracije, dearilacije i dealkilacije) odvijaju se i kod insekata i kod sisara pomocu
enzimskog sistema CYP450 (CYP 2B6, 2C9, 2C19 i 3A4). Za razliku od desulfuracije, koja
dovodi do velikog povecanja akutne toksi¢nosti CPFO, dearilacija i dealkilacija su reakcije
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detoksikacije u kojima ucestvuju, pored CYP450, i PON1 i sistem glutationa. Kod ljudi i
Zivotinja postoji velika varijacija u procesu detoksikacije CPF (Bosak, 2006; Jokanovi¢, 2010;
Flaskos, 2012; Colovi¢ i sar., 2013; Lazarevi¢-Pasti i Colovi¢, 2016).

Kataliticku hidrolizu fosfata/oksona katalizuju fosfotriesteraze. Jedan od glavnih
puteva ukljucuje hidrolizu fosfatnih veza izmedu fosfora i ostatka molekula CPFO pomocu A-
esteraza (PON1), pri ¢emu se formiraju TCP i di-etil-fosfat (DEP). Nekataliticka hidroliza
fosfata/oksona se javlja kada ova jedinjenja fosforiliSu serinske esteraze poput CarbE, BuChE
pa ¢ak i AChE. Sve ove esteraze spadaju u B-esteraze, hidrolaze koje inhibiraju organofosfati.
Sisari imaju potentnu A-esterazu, ali kod veéine ptica ona nije mnogo efikasna, pa je CPF

.....

Teodorovi¢ 1 Kaisarevi¢, 2015).

Reakcija faze Il biotransformacije (detoksikacija) CPF je brza faza konjugacije u kojoj
se uklanjaju njegovi metaboliti nastali u reakcijama prve faze. Konjugaciju CPFO vrse
glutation-S-transferaze sa redukovanim glutationom, a konjugaciju TCP glukuronil-transferaze
i sulfo-transferaze, pri ¢emu se formiraju odgovaraju¢i glukuronidi i sulfatni konjugati,
hidrosolubilna jedinjenja koja se lako izlucuju iz organizma (Chambers i sar., 2010; Testai i
sar., 2010).

Glavno mesto metabolizma CPF je jetra, jer se CYP450 uglavnom nalazi u jetri. Neke
forme ove citohrom-P450 oksigenaze se nalaze i u drugim tkivima, pa se CPF moze
metaboli¢ki aktivirati i u mozgu, plu¢ima, bubrezima i intestinumu. Glavni put eliminacije CPF
je ekskrecija urinom, pri ¢emu je TCP najzastupljeniji metabolit, zajedno sa DETP, GSH
konjugatima, sulfatima i glukuronidima. Ostaci hlorpirifosa mogu se detektovati merenjem
nivoa TCP, DETP ili DEP u krvi ili urinu (Choi i sar., 2006; Ganie i sar., 2022).

1.2.2. Toksi¢ni efekti hlorpirifosa

Hlorpirifos ima Sirok spektar delovanja, a prema stepenu toksic¢nosti pripada II klasi
jedinjenja sa umereno toksi¢nim dejstvom (WHO, 1997). Vrlo brzo se apsorbuje, a toksi¢ni
efekti su posledica indirektne inaktivacije enzima AChE, jer posle metaboli¢ke aktivacije u

.....

ChE od samog CPF (Testai i sar., 2010; Teodorovi¢ i Kaisarevi¢, 2015; Yu, 2015).

Primarni nacin toksi¢nog delovanja CPF kod insekata, zivotinja i ljudi je ireverzibilna
inhibicija aktivnosti AChE. Inhibirana AChE ne vrsi fiziolosku ulogu hidrolize ACh, pa dolazi
do nagomilavanja velikih koli¢ina ovog neurotransmitera u sinapsama. Usled produZenog
vezivanja ACh za postsinapticke receptore uzrokuje se hiperstimulacija mAChR 1 nAChR, a
kasnije i prestanak transmisije nervnog impulsa i stimulacije u svim holinergi¢nim sinapsama
CNS 1/ili PNS. Pored akutnog antiholinesteraznog dejstva, koje se ispoljava kao holinergicni
sindrom (muskarinski, nikotinski i centralni efekti), CPF moze da izazove i druge toksicne
efekte, koji ne zavise od aktivnosti AChE. Kod subhroni¢nog i hroni¢nog izlaganja CPF
glavnim mehanizmom toksi¢nosti smatra se oksidativni stres (Ranjbar i sar., 2005; Yu, 2015;
Kaushal i sar., 2021; Ganie i sar., 2022).

Podaci pokazuju da je AChE kod ljudi osetljivija u poredenju sa zivotinjama, bez obzira
na nacin izlaganja i unosa CPF u organizam (inhalacija, oralno, ili dermalno). Kod
profesionalno izloZenih radnika koji se bave proizvodnjom, transportom, prometom i
primenom pesticida, odredivanje aktivnosti AChE u eritrocitima i BuChE u serumu ili plazmi,
u poredenju sa vrednostima pre ekspozicije, moze posluziti kao dobar bioloski pokazatelj
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efekta OFJ i potvrda dijagnoze trovanja. Intoksikacija se moze ispoljiti akutno i hroni¢no, a
stepen inhibicije AChE odreduje tezinu trovanja, dok serumska BuChE samo ukazuje na
kontakt sa organofosfatima (Jokanovi¢, 2010). Ukoliko je aktivnost ovih enzima kao
biomarkera izlozenosti OFJ smanjena za vise od 30% doslo je do trovanja. Ali, na trovanje OFJ
i karbamatima moze da ukaze i prisustvo metabolita ovih jedinjenja u krvi i/ili urinu. Simptomi
trovanja se ne moraju pojaviti odmabh, a terapija se zasniva na spre¢avanju resorpcije otrova,
farmakoloskom tretmanu i opStim pomo¢nim merama (Jokanovi¢, 2010; Wang i sar., 2010;
Supreeth i Raju, 2017).

Kod Zivotinja 1 ljudi, pored inhibicije AChE, koja ima klju¢nu ulogu u ispoljavanju
toksi¢nog delovanja CPF, mnogobrojna istrazivanja potvrduju da se ovim mehanizmom ne
mogu objasniti razli¢iti simptomi (Terry, 2012; Burke i sar., 2017). Pokazano je da CPF utice
na aktivnost brojnih enzima, na receptore i druge fizioloski vazne proteine, ali dovodi i do
nastanka oksidativnog stresa i oksidativnih oSte¢enja u mnogim tkivima, promena vrednosti
neenzimskih antioksidanata i aktivnosti enzima antioksidativne zastite, kao i do pojave mnogih
bolesti (Kalender i sar., 2012; Lee i sar., 2015; Tanvir i sar., 2016; Costa, 2018; Khalaf i El-
Mansy, 2019; Li i sar., 2019). CPF moze kod akutnog i hroni¢nog trovanja (izlaganje niskim
dozama) izazvati niz toksi¢nih efekata u organizmu, kao §to su: oSteéenje jetre i poremecaj
metaboli¢ke funkcije, toksi¢no delovanje na nervni sistem i ponaSanje, psinomotorne funkcije,
poremecaje ucenja i pamcenja, funkciju endokrinih Zlezda, zatim uticaj na reprodukciju i
razvoj, imuni sistem, izazivanje genotoksi¢nosti, mutagenosti itd. (Ali i sar., 2009; EIMazoudy
i sar., 2011; Lee i sar., 2015; Ventura i sar., 2016; Gomez-Canela i sar., 2017; Silver i sar.,
2017; Berg i sar., 2020; Perez-Fernandez i sar., 2020).

Brojna ekotoksikoloska i biomonitoring ispitivanja su pokazala rasprostranjenost
organofosfornih insekticida u zivotnoj sredini 1 njihovo prisustvo u povrsinskim vodama, kao
i Stetne efekte i dugotrajne posledice kod vodenih organizama, ptica i divljih Zivotinja (Gill i
Garg, 2014; Teodorovi¢ i Kaisarevié, 2015). U biomonitoring studijama su ispitivani i
bioakumulacija CPF kod nekih vodenih organizama, kao i kumulativni fizioloski efekti. Prema
podacima US EPA (2006) u tkivima riba i vodenih beski¢menjaka CPF se akumulira do
koncentracija koje prelaze vrednosti za akutnu LCso za mnoge osetljive vrste ptica i malih
sisara, koji se hrane ovim vodenim organizmima u blizini tretiranih povr$ina (Watts, 2013). Na
primer, ostrige, koje zbog nedostatka esteraza i monooksigenaza imaju smanjen metaboli¢ki
kapacitet, iz vode bioakumuliraju CPF i preko 200 puta (Hill, 2003). Subletalni efekti CPF se
manifestuju kod ptica u smanjenoj sposobnosti letenja, promenama u migracionom ponasanju
i u reprodukciji, u smanjenju brojnosti usled negativnog uticaja na fizioloske procese, kao i na
histopatoloSke promene u tkivima i organima imunog sistema, a bilo je i viSe slucajeva
masovnog uginuca ptica, kod kojih je aktivnost AChE bila smanjena i preko 50% (Watts, 2013;
Ahmad i sar., 2015; Miladinovi¢ i sar., 2021). Takode, kod riba i zaba toksi¢ni efekti CPF se
ispoljavaju smanjenom aktivno$¢u AChE, smanjenom sposobnosti plivanja, rasta, kao i
hematoloskim i histopatoloskim promenama, poremecajima endokrinog sistema i izazivanjem
genotoksi¢nosti (Mehler i sar., 2008; US EPA, 2009; Altun i sar., 2017; Gémez-Canela i sar.,
2017; lbrahim i sar., 2019; Raibeemol i Chitra, 2020; Rutkoski i sar., 2020; Zhao i sar., 2021a).

CPF je opasan po Zivotnu sredinu i veoma je toksican za pcele i druge korisne insekte,
ribe, ptice i sisare, i umereno toksican za gliste, vodozemce i vodene beski¢menjake (US EPA,
2006; Vucéini¢ i sar., 2014; Teodorovi¢ i KaiSarevié, 2015). Akutna toksi¢nost CPF zavisi od
Cistoce preparata kao i 0od na¢ina unosenja u organizam. Akutna toksi¢nost CPF za neciljne
vrste iznosi: posle oralnog unosa LDso za glodare (misevi i pacovi) je od 50 do 300 mg/kg, za
ptice 30-490 mg/kg, za ribe suncanice LCso iznosi 0,002-0,2 mg/L i oko 0,40 mg/L za pastrmke,
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dok za kisne gliste LCso0 iznosi 200 mg/L i za pcele od 0,07 do 0,1 pg/jedinki pcele (kontaktno),
a za alge i zooplankton ECso iznosi 0,1-0,16 pg/L (Teodorovi¢ i Kaisarevié, 2015).

CPF, prisutan u preparatima koji se koriste protiv buva i drugih ektoparazita kod kuénih
ljubimaca i domacih zivotinja u veterini, moze imati Stetne efekte i izazvati smanjenje
aktivnosti ChE i nakon nekoliko nedelja od tretmana (Boone i sar., 2001).

.....

vrapci, golubovi, pili¢i (LDso iznosi od 8,5 do 20 mg/kg) i patke (LDso iznosi od 130 do 200
mg/kg), a razlog je vecéa osetljivost ptica koje imaju mnogo nizi nivo enzima A-esteraza
(paraoksonaze) u jetri. Ove A-esterase efikasno hidrolizuju OFJ koja ih ne inhibiraju.
Selektivni toksicni efekti OFJ se objasnjavaju odsustvom A-esteraza kod razliCitih vrsta
insekata (Bosak, 2006; US EPA, 2006; Vucini¢ i sar., 2014; Teodorovi¢ i Kaisarevi¢, 2015;
Rezende-Teixeira i sar., 2022).

U mnogim zemljama, uklju¢ujuéi i zemlje EU i Srbiju, CPF i preparati koji sadrze ovu
aktivnu supstancu se i dalje koriste bez obzira na potencijalnu toksi¢nost. Medutim,
proizvodaci pesticida sve viSe sintetiSu nove i manje Stetne proizvode.

1.3. Neonikotinoidni insekticidi

Neonikotinoidni insekticidi ili neonikotinoidi predstavljaju grupu sinteti¢kih
insekticida (analozi prirodnog insekticida nikotina), koji su prvi put uvedeni u upotrebu 90-ih
godina 20. veka. Brzo su postali najrasprostranjeniji i najvise kori$¢eni insekticidi Sirom sveta
u poljoprivredi, veterini 1 kuénoj upotrebi zbog svoje velike efikasnosti u suzbijanju Stetnih
insekata 1 jednostavne primene. U 2014. godini njihova primena je bila ve¢a od 25% globalnog
trziSta insekticida (Bass i sar., 2015). Primenjuju se u obliku sprejeva, folijarno, natapanjem, a
najcesce tretiranjem semena i zemljiSta. Neonikotinoidi su relativno mali molekuli i dobro su
rastvorljivi u vodi, a nizak potencijal isparljivosti ovih insekticida ukazuje na to da ¢e tokom
primene prskanjem samo u kratkom periodu biti prisutni u gasovitom obliku (Bonmatin i sar.,
2015). Neonikotinoidi su sistemicni insekticidi Sirokog spektra 1 deluju kontaktno 1 digestivno.
Koriste se za zaStitu velikog broja useva od Stetnih insekata u povrtarstvu i vocarstvu, kao i
SeCerne repe, pamuka 1 pirin¢a (Kati¢ 1 sar., 2021). Zbog specificnog mehanizma delovanja,
velike selektivnosti i manje toksi¢nosti za toplokrvne organizme i Zivotnu sredinu, ova grupa
insekticida ima mnoge prednosti i predstavljaju zamenu za konvencionalne grupe insekticida,
kao §to su hlorisani ugljovodonici, organofosforni insekticidi, karbamati i piretroidi (Han i sar.,
2018). Svrstani su u blago 1 umereno toksicne pesticide prema klasifikaciji Svetske zdravstvene
organizacije (WHO, 2019).

Neonikotinoidi se mogu podeliti na osnovu hemijske strukture na N-nitroguanidine
(imidakloprid, tiametoksam, klotianidin i dinotefuran), nitrometilene (nitenpiram i nitiazin) i
N-cijanoamidine (acetamiprid i tiakloprid) (Motaung, 2020) (Slika 8). Imidakloprid,
nitenpiram, tiakloprid i acetamiprid imaju hlorpiridinsku komponentu, tiametoksam i

klotianidin imaju hlorotiazolnu grupu, a struktura dinotefurana ukljucuje tetrahidrofuran
(Thompson i sar., 2020).

Neonikotinoidi se, kao agonisti nAChR, snazno vezuju za ove postsinapticke receptore
u CNS insekata, uzrokujuci pri niskim koncentracijama ekscitaciju i nervnu stimulaciju, dok
pri visokim koncentracijama dovode do blokade receptora, paralize i do uginuéa insekata. Ova
jedinjenja imaju vedi afinitet 1 jace se vezuju za nAChR kod insekata (sto 1 viSe puta) nego kod
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.....

(Tomlzawa|CaS|da 2005; Goulson, 2013).

Zbog ovog specificnog nacina delovanja i selektivne aktivnosti u suzbijanju insekata
koji su razvili rezistentnost na druge grupe insekticida (organofosfate, karbamate i piretroide),
neonikotinoidi se preporucuju za tretman nekih vrsta zitarica, kao i voca 1 povréa. Kao
kontaktno aktivni i sistemi¢ni insekticidi imaju manje toksi¢ne efekte na korisne insekte nego
ostali insekticidi, kao i nisku toksi¢nost za sisare. Njihova primena u biljnoj proizvodnji daje
dobre rezultate i veoma su efikasni u suzbijanju 1 kontroli razli¢itih vrsta biljnih vasi, a posebno
vrsta iz reda Heteroptera, Tripsa (Trips tabaci), krompirove zlatice (Leptinotarsa
decemlineata) i drugih vrsta $tetnih insekata koji siSu sokove, grizu i zva¢u. Medutim, mnogi
ukazuju da su ti insekticidi Stetni po pcele i druge oprasivace (Casida i Durkin, 2013; Goulson,
2013; Sheets i sar., 2016; Wang i sar., 2018).
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Slika 8. Neonikotinoidni insekticidi i godina uvodenja na trziste

(preuzeto iz: Bass i sar., 2015, i modifikovano)

Nedavna istrazivanja pokazuju da su neonikotinoidi sveprisutni u zivotnoj sredini, §to
je rezultat njihove sve vece upotrebe, velike mobilnosti 1 relativno dugog poluZivota u vodi i
zemljiStu. Literaturni podaci pokazuju da se poluZivot neonikotinoida u zemljiStu krece od 1
dana do ¢ak 19 godina (Thompson i sar., 2020). Podaci dobijeni na osnovu eksperimenata
pokazuju da razli¢ito vreme poluzivota neonikotinoida u Zivotnoj sredini zavisi od mnogih
faktora kao $to su nacin i koli¢ina primene preparata, prisustvo ili odsustvo biljnog pokrivaca,
temperatura, tip zemljiSta i pH, sadrzaj organske materije, kao i upotreba dubriva. Njihova
Siroka rasprostranjenost predstavlja velike rizike po biodiverzitet i dinamiku populacija
korisnih organizama (Goulson, 2013; Hladik i sar., 2018). Kao jedinjenja sa visokom
rastvorljivo$¢éu u vodi, neonikotinoidi ¢esto kontaminiraju povrsinske i podzemne vode, Sto
predstavlja veliki rizik po Zivotnu sredinu (Thompson i sar., 2020).

Neonikotinoidi se Cesto otkrivaju u prehrambenim proizvodima, pa se na taj nacin
direktno ili indirektno povecava verovatnoca izloZenosti sisara, uklju¢ujucii coveka. Americko
ministarstvo poljoprivrede otkrilo je prisustvo neonikotinoida u 12 od 19 uzoraka voca i povréa
(USDA, 2014, 2016). Takode, dokazano je prisustvo i kontaminacija neonikotinoidima i
njihovim metabolitima u vodi za pi¢e, mleku i medu (Seccia i sar., 2008; Klarich 1 sar., 2017,
Mitchell 1 sar., 2017). Sadrzaj ostataka neonikotinoida moze biti smanjen, ali ne i potpuno
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eliminisan preradom prehrambenih proizvoda. Studija Romeh i sar. (2009) je ispitivala
proizvode od paradajza, i rezultati su pokazali da je obrada hrane promenila koncentraciju
ostataka neonikotinoida. Takode, ustanovljeno je da su koncentracije imidakloprida bile znatno
nize na opranom paradajzu, Sto ukazuje da se odredeni deo ovih supstanci moze mehanicki
ukloniti.

Neonikotinoidi su izuzetno efikasni kao biljni sistemici za kontrolu insekata koji se
hrane sisanjem biljnih sokova. Biljke ih apsorbuju iz zemljista korenom i preko provodnog
sistema transportuju u sva tkiva (koren, stablo, izdanke, listove, cvetove i plodove) i tako Stite
sve delove biljke, gde se mogu zadrzati duze vreme (Zhang i sar., 2018). Iz ove grupe jedinjenja
tiametoksam i acetamiprid su detektovani u listovima i plodovima tresnje i dve nedelje nakon
primene (Hoffmann 1 sar., 2010). Ova svojstva neonikotinoida povecavaju verovatnocu
zagadenja Zzivotne sredine i izloZenost neciljnih organizama. Na primer, u aerobnim
zemljiStima neonikotinoidi mogu biti vrlo postojani, imaju poluzivot nekoliko meseci ili ¢ak
godina, a mogu da se akumuliraju ako se vise puta koriste (Han i sar., 2018). U studiji koju su
sproveli Hladik i Kolpin (2016), najmanje jedan neonikotinoid je detektovan u 63% od 48
uzoraka povrsinske vode, pri ¢emu je imidakloprid bio naj¢esée detektovani neonikotinoid
(37%).

Zbog sve vece upotrebe neonikotinoida na globalnom nivou i perzistentnosti, utvrden
je njihov nepovoljan uticaj na oprasSivace i smanjenje obima oprasivanja, kao i povezanost sa
CCD (engl. Colony Collaps Disorder) sindromom kod péela, tj. pojavom ,,naglog nestanka‘
pcela iz kos$nica, S$to nastaje kao posledica subletalnih trovanja pcela (Hladik i sar., 2014).
Rezultati brojnih istrazivanja sprovedenih poslednjih petnaestak godina pokazala su da
neonikotinoidi koji se translociraju u biljna tkiva iz tla, ¢ak i u niskim dozama, mogu pored
delovanja na Stetne insekte da utiCu negativno na neciljne vrste insekata, i da dovedu do
smanjenja populacije korisnih insekata u prirodnim ekosistemima, kao §to su npr. medonosne
pcele i da smanje prinose u pcelarstvu (Woodcock i sar., 2016; Sgolastra i sar., 2020). Pokazano
je da, i godinu dana nakon izlaganja, neonikotinoidi mogu da utic¢u na opstanak celih kolonija
divljih pcela. Takode, pokazano je i da ovi insekticidi izazivaju i promene u ponasanju u potrazi
za hranom, smetnje pri orijentaciji, uticu na socijalni zZivot zajednice, smanjenu sposobnost
ucenja, termoregulaciju, imunoloski odgovor, na smanjenu sposobnost razmnoZavanja, kao i
na povecanu smrtnost jedinki (Woodcock i sar., 2016; Main i sar., 2020; Sgolastra i sar., 2020).
Visoki nivoi ostataka neonikotinoida se mogu detektovati u polenu i péelinjem vosku (Mullin
i sar., 2010; Jabot i sar., 2015).

Na osnovu razli¢itih istrazivanja, pokazano je da, pored Stetnog uticaja na pcele,
neonikotinoidi mogu Stetno da deluju 1 na druge neciljne organizme poput leptira, bumbara,
vodenih insekata, mnogobrojnih vrsta kopnenih 1 vodenih beski¢menjaka 1 ki¢menjaka (Slika
9) (Forister i sar., 2016; Thompson i sar., 2020; Malhotra i sar., 2021). Ptice su takode podlozne
neonikotinoidima, ukljuuju¢i i direktno unoSenje tretiranog semena, kao i preko
kontaminiranih insekata i vodenih organizama u lancu ishrane (Hladik i sar., 2018).

Kao rezultat ovih negativnih efekata, upotreba neonikotinoida na otvorenom polju
(engl. open-field crops) je sada zabranjena u EU i ograni¢ena u nekim oblastima SAD, Filipina
i Kanade (Sgolastra i sar., 2020). Medutim, primena neonikotinoida i dalje je rasprostranjena
Sirom sveta. PoSto se na trziStu nalazi veliki broj preparata, kod izbora insekticida, kao i drugih
pesticida, od velikog je znacaja koriS¢enje preparata koji imaju razli¢ite mehanizme delovanja
da ne bi doslo do rezistencije (Janji¢, 2009). Potrebna je 1 pravilna primena insekticida u
proizvodnji zdravstveno bezbedne hrane, kao 1 ouvanje Zivotne sredine.
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Slika 9. Model organizmi vrsta beski¢menjaka i ki¢menjaka koji se koriste
za proucavanje toksi¢nosti neonikotinoida

(preuzeto iz: Malhotra i sar., 2021, i modifikovano)

1.3.1. Mehanizam delovanja neonikotinoida

Neonikotinoidi su organski insekticidi, i imaju razli¢ite strukturne karakteristike, koje
doprinose povecanoj selektivnosti kod insekata u odnosu na ki¢menjake. U poredenju sa
nikotinom, neonikotinoidni insekticidi su ireverzibilni agonisti nAChR. Ovi receptori su dobili
naziv po alkaloidu nikotinu, koji se za njih vezuje kao agonist. Neonikotinoidi i nikotinoidi su
sli¢ni po strukturi, a razlike ispoljavaju u mehanizmu delovanja, zbog ciljnog mesta vezivanja
1 jonizacije pri fizioloSkoj pH. Neonikotinoidi (tj. imidakloprid) nisu jonizovani 1 pokazuju
selektivnost prema nAChR insekata, dok nikotinoidi (tj. nikotin) su pozitivno naelektrisani i
selektivni su prema nAChR sisara. Neonikotinoidi su kategorisani kao kompetitivni modulatori
nAChR od strane IRAC (Insecticide Resistance Action Committee). Insekticidna svojstva
neonikotinoida mogu se pripisati njihovom agonistickom delovanju na nAChR insekata, koji
pripadaju superfamiliji ligandnih jonskih kanala (Tomizawa i Casida, 2003; Malhotra i sar.,
2021).

Neuronski nAChR su integralni membranski proteini, koji se nalaze u razliitim
regionima CNS i PNS. Kod insekata se obi¢no nalaze na presinapti¢kim i postsinapti¢kim
nervnim zavrSecima, na ¢elijskim telima interneurona, senzornih 1 motornih neurona, dok se
kod sisara nAChR nalaze u mozgu, ganglijama i skeletnim misi¢ima (Yu, 2015). nAChR su
heterogena porodica katjonskih ligand zavisnih jonskih kanala, ¢ije otvaranje kontroliSe
endogeni neurotransmiter ACh (Slika 4). Razli¢iti podtipovi nAChR imaju pentamernu
strukturu, koja se sastoji od homomerne ili heteromerne kombinacije 12 razli¢itih subjedinica
(a2-010, B2-B4), koje su rasporedene oko centralne katjonske pore (Gotti i Clementi, 2004;
Crossthwaite i sar., 2017). Svaka subjedinica ima veliki ekstracelularni N-terminalni domen
koji sadrzi mesto vezivanja za ACh, 4 trans-membranska domena (TMD) i uvecanu
intracelularnu petlju izmedu TMD3 1 4, koja sadrzi mesta za modifikaciju kanala putem
fosforilacije. Funkcionalni nAChR sadrzi 5 subjedinica sa drugim transmembranskim
domenima (TMD?2) koji okruzuju pore kanala (Slika 10-A). Zbog slozenosti strukture, koju
daju brojne subjedinice koje formiraju ove receptore 1 razliitih kombinacija subjedinica, ovi
receptori se razlikuju po farmakoloSkim i biofizickim svojstvima, kao i po Celijskoj 1
subcelijskoj lokalizaciji u mozgu. Neuronski nAChR doprinose Sirokom spektru mozdanih
aktivnosti 1 utiCu na brojne fizioloske funkcije, medutim poremecaj holinergi¢ne
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neurotransmisije moze da dovede do razlicitih bolesti, koje ukljucuju i disfunkciju nAChR
tokom razvoja i starenja (Gotti i Clementi, 2004; Gotti i sar., 2006; Crossthwaite i sar., 2017).

U normalnim fizioloskim uslovima, ACh se vezuje za NnAChR, dolazi do
konformacione promene receptora i otvaranja kanala, propustaju¢i jone Na* i K*, a to dovodi
do depolarizacije postsinapticCke membrane i stvaranja akcionih potencijala. Sinapticka
signalizacija se prekida delovanjem enzima AChE, koji brzo vrsi hidrolizu ACh i ne dolazi do
njegove akumulacije u sinapsama (Crossthwaite i sar., 2017; Casida, 2018).
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Slika 10. Mehanizam delovanja neonikotinoida
A - Nikotinski NAChR (preuzeto iz: Crossthwaite i sar., 2017, i modifikovano);
B - Interakcija imidakloprida sa nAChR (preuzeto iz: Tomizawa and Casida, 2003, i modifikovano)

Neonikotinoidi su neurotoksi¢na jedinjenja, koja deluju kao agonisti na postsinaptickim
nNAChR kod insekata (Slika 10-B) i izazivaju isti efekat kao ACh, ali na nefunkcionalan nacin.
Vezivanjem za receptorna mesta za ACh, ovi insekticidi blokiraju prenoSenje nervnih impulsa
i normalan Celijski odgovor u sinapsama CNS insekata (Tomizawa i Casida, 2003). Za razliku
od ACh koji napusta receptore, neonikotinoidi ostaju trajno vezani i dovode do blokade nAChR
insekata, Sto pokrece agonistiCku aktivaciju, koju ne poniStava enzim AChE, koji ove
insekticide ne hidrolizuje. U zavisnosti od strukture liganada i podtipova nAChR,
neonikotinoidi vezivanjem za ove receptore pokazuju razliite efekte, kao Sto su delimi¢na do
superagonisticka, alosteri¢na i antagonisticka modulacija. Neprestana aktivacija receptora
dovodi do prekomerne stimulacije holinergi¢nih sinapsi, do hiperekscitacije, desenzitizacije,
konvulzije, paralize i do uginuca tretiranih insekata (Yu, 2015; Casida, 2018; Houchat i sar.,
2020; Malhotra i sar., 2021).

Neuronski nAChR insekata i sisara su strukturno razli¢iti, a selektivno delovanje
neonikotinoida je zbog razlika u vezivanju za razlicite podtipove nAChR u nervnom sistemu
kod ki¢menjaka u odnosu na insekte (Sheets, 2002; Simon-Delso i sar., 2015). U brojnim
publikacijama su opisani mehanizmi delovanja neonikotinoidnih insekticida, koji se odnose na
modulaciju sinapticke aktivnosti 1 na aktivaciju nAChR, i to homomernih a7 sa malim
afinitetom 1 heteromernih 0432 receptora visokog afiniteta, posSto su oni najvise zastupljeni u
nervnom sistemu sisara. Pokazano je da imidakloprid i sli¢na jedinjenja imaju veoma mali
afinitet za vezivanje za neuronske a7 i 0432 NAChR pacova (Gotti i sar., 2006; Houchat i sar.,
2020). Alfa i ne-alfa subjedinice NAChR doprinose interakcijama imidakloprida sa ovim
receptorima. ElektrostatiCke interakcije nitroiminske grupe i azota u imidaklopridu sa
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odredenim aminokiselinama nAChR imaju verovatno klju¢nu ulogu u odredivanju selektivne
toksi¢nosti imidakloprida (Matsuda i sar., 2001).

Razli¢iti mehanizmi mogu aktivirati regulaciju a7 u a4f2 receptora. Za heteromerne
042 receptore odnos subjedinica koje formiraju receptore moze imati uticaj na farmakoloska
svojstva receptora. Dugotrajno izlaganje a4p2 receptora nikotinu dovodi do povecanja broja
vezivnih mesta na povrsini ¢elije, dok se a7 receptor brzo desenzibiliSe nikotinom kao odgovor
na visoke koncentracije agonista i ima visoku relativnu permeabilnost za kalcijum. Poznato je
da nikotin ima nizak afinitet za a7 receptore, i za njihovu regulaciju su potrebne visoke doze
nikotina (Crossthwaite i sar., 2017; Houchat i sar., 2020).

ElektrofizioloSke studije su pokazale da je sposobnost vezivanja neonikotinoida za
neuronske nAChR insekata sa mnogo vecim afinitetom od nikotina i ACh 1 u pozitivnoj
korelaciji sa njihovom agonistickom i insekticidnom aktivnosc¢u (Simon-Delso i sar., 2015).
odgovaraju¢éim nAChR insekata, kao i zbog njihove hidrofobnosti, S§to poboljsava
propustljivost integumenta insekata i tako povecava efikasnost u suzbijanju Sirokog spektra
Stetnih insekata u razli¢itim razvojnim stadijumima (Tomizawa i sar., 2001). I kod drugih vrsta
beski¢menjaka postoji veliki broj nAChR, koji imaju ve¢i afinitet prema neonikotinoidnim
insekticidima, a to i objasnjava vecu selektivnu toksic¢nost ovih jedinjenja za te organizme
(Tomizawa i Casida, 2005).

Slaba propustljivost krvno-mozdane barijere dodatni je faktor koji smanjuje toksi¢nost
ovih insekticida kod ki¢menjaka (Yamamoto i sar., 1995). Medutim, nedavna istrazivanja su
pokazala da metaboliti neonikotinoida takode mogu da blokiraju nAChR nervnih ¢elija i1 kod
ki¢menjaka. U nekim studijama su pokazani razli¢iti potencijalno toksicni efekti na zivotinje,
pa ¢ak i na ljude ukljucujuéi hepatotoksi¢nost, nefrotoksi¢nost, reproduktivnu toksi¢nost i
citotoksi¢nost. Pokazano je da neonikotinoidi tiametoksam 1 klotianidin mogu da dovedu do
oslobadanja dopamina u strijatumu pacova, a takode mogu da izazovu oksidativni stres, §to
dovodi do neurotoksi¢nosti (de Oliveira i sar., 2010; Wang i sar., 2018).

Kod ljudi nakon ingestije neonikotinoida dolazi do ispoljavanja razli€itih simptoma
poput pneumonije i respiratorne insuficijencije, zatim efekata na CNS (agitacija, konfuzija i
koma) i kardiovaskularni sistem (tahikardija, palpitacija i ventrikularna fibrilacija). Metaboliti
dobijeni iz nekih neonikotinoida (imidakloprid i tiakloprid) su snazniji agonisti nAChR od

.....

1.3.2. Imidakloprid

Imidakloprid (Imidacloprid — IMI, [1-(6-hloro-3-piridilmetil)-N-nitro-imidazolidin-2-
iliden-amin]) je hlorisani analog nikotina i prvi neonikotinoidni insekticid predstavljen 1991.
godine. Zauzima 41,5% celokupnog trzista neonikotinoida, koji najve¢im delom zamenjuje
mnogo toksi¢nije insekticide kao Sto su OFJ i1 metilkarbamati. IMI je najceS¢e koriS¢eni
neonikotinoidni insekticid sa kontaktnim i digestivnim delovanjem. Ima visoko selektivno
insekticidno delovanje pri malim dozama primene i nisku toksi¢nost za sisare. IMI ima Siroku
upotrebu takode i1 zbog svog odli¢nog sistemi¢nog svojstva, brzog unosa i distribucije u
biljkama (Toor i sar., 2013; Teodorovi¢ i Kaisarevi¢, 2015; Kati¢ i sar., 2021). Primenjuje se
za pripremu zemljiSta 1 tretiranje semena pre sadnje, ili za prskanje useva poput Zitarica, hmelja,
uljane repice, duvana, krompira, paradajza, paprike, crnog luka i dr. Ima veliku primenu u
zaStiti mnogih kultura od $tetnih insekata u ratarstvu i hortikulturi, a koristi se i kao folijarni
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sprej u voénjacima u zastiti jabuka, kruSaka itd. Takode se koristi i za suzbijanje musica i drugih
Stetnih insekata na farmama i u urbanim sredinama, ali 1 u ocuvanju zdravlja ljudi (kontrola
komaraca, bubasvaba, termita, itd.) (Miti¢ i Sav¢i¢-Petri¢, 2002; Abu Zeid sar., 2019).

IMI je bezbojna kristalna supstanca sa blagim karakteristicnim mirisom na aromatic¢na
jedinjenja (Teodorovi¢ i Kaisarevi¢, 2015). U poredenju sa organohlornim i organofosfornim
insekticidima, IMI je relativno dobro rastvorljiv u vodi (0,5-0,6 g/L) (IPCS, 2001; Flores-
Céspedes 1 sar., 2012; Teodorovi¢ 1 KaiSarevi¢, 2015). Moze dugo ostati u zemljiStu nakon
primene, i ustanovljeno je da se zadrzava u Zivotnoj sredini sa poluzivotom od priblizno izmedu
100 dana i tri godine u aerobnim uslovima (Fossen, 2006). IMI se razgraduje fotodegradacijom,
ali i mikrobioloSka razgradnja u zemlji$tu ima znacajnu ulogu (Teodorovi¢ i KaiSarevi¢, 2015).
Svetska zdravstvena organizacija (WHO) 1 Agencija Sjedinjenih drzava za zaStitu Zivotne
sredine (U.S. EPA) su IMI klasifikovale kao “umereno toksi¢no” jedinjenje, koje ima manje
toksi¢ne efekte na korisne insekte, kao i za sisare i zivotnu sredinu u poredenju sa ostalim
insekticidima (Lonare i sar., 2014).

IMI se zbog specifiénog mehanizma delovanja i insekticidne aktivnosti Sirokog spektra
veoma intenzivno koristi u vise od 120 zemalja Sirom sveta. Posto predstavlja zamenu za
mnoge postojece insekticide potrebne su detaljnije toksikoloske studije koje bi rasvetlile njegov
rizik i opasnosti. Takode, i sve veca upotreba IMI i njegova potencijalna toksi¢nost u humanoj
populaciji dovode do povecanih farmakokineti¢kih proucavanja i saznanja o efektima na
neciljne organizme.

1.3.2.1. Metabolizam imidakloprida

IMI je neonikotinoidni insekticid sa sistemi¢nom aktivno$cu, ali i kontaktnim i
digestivnim delovanjem. Iako ima relativno malu toksi¢nost kod ki¢menjaka, 1 oni mogu biti
izlozeni letalnim dozama IMI, ako se u vecoj koli¢ini hrane semenom, ili biljkama koje su
tretirane ovim insekticidom. IMI se, nakon oralnog uzimanja, brzo apsorbuje iz
gastrointestinalnog trakta (92-99%) i distribuira po celom organizmu u skoro svim organima i
tkivima, dok je eliminacija brza i nema indikacije o bioakumulaciji u tkivima. Od ukupno unete
koli¢ine kod pacova i drugih vrsta zivotinja izlucuje se i do 96% nakon 48 sati. IMI se
razgraduje na veliki broj metabolita, a isti ili slicni metaboliti IMI se nalaze kod pacova, koza
i kokosaka. Nastali metaboliti nadeni u urinu su 6-hloronikotinska kiselina (6-CNA) i produkti
konjugacije 6-CNA sa glicinom (6-CAN-glicin) (Tomizawa i Casida, 2005; Nimako i sar.,
2021).

Postoje dva glavna puta metabolizma IMI kod sisara (Slika 11). Prvi ukljucuje
oksidativno cepanje na imidazolidin i 6-CNA, pri ¢emu se imidazolidinski deo izlu¢uje urinom.
Nikotinski deo se dalje razlaze konjugacijom sa glutationom do derivata merkapturne kiseline,
a zatim do metil merkaptonikotinske kiseline. Ovaj deo se takode konjuguje sa glicinom da bi
se formirao konjugat hipuri¢ne kiseline za ekskreciju. Drugi put biotransformacije IMI
uklju€uje hidroksilaciju intaktnog molekula u imidazolidinskom prstenu, da bi se dobili 4-
hidroksi-IMI (40H-IMI) i 5-hidroksi-IMI (50H-IMI), nakon cega sledi eliminacija vode i
formiranje nezasi¢enog metabolita olefina, imidakloprid-olefina (IMI-ole) (Sheets, 2010;
Swenson, 2013). Glavni metaboliti identifikovani kod sisara, koji mogu biti od toksikoloskog
znacaja su: 4OH-IMI, 50H-1MI, 6-CAN, 2-imidazolidon, IMI-ole, guanidin (dn-1MI) i derivati
uree (Wang i sar., 2018).
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Slika 11. Putevi metabolizma imidakloprida
(preuzeto iz: Nimako i sar., 2021, i modifikovano)

RazlIiciti enzimi su ukljuceni u proces metabolizma neonikotinoida. IstraZivanje Schulz-
Jander i Casida (2002) je pokazalo da se IMI pretezno metaboliSe oksidacijom pomocu
citohroma poput CYP3A4, CYP2C19, CYP2A6, CYP2C9, CYP1A2 i dr. IMI se metabolise i
aerobnom nitroredukcijom pomocu aldehid oksidaze (AOX), enzima koji je veoma vazan u
metabolizmu ksenobiotika, a prisutan je najviSe u jetri (Swenson, 2013; Wang i sar., 2018).
Glavni metaboliti IMI, poput 6-CAN i 2-imidazolidona, znaajno doprinose ukupnoj
toksicnosti IMI zbog njihovih nekovalentnih interakcija sa biopolimerima. Iako IMI pokazuje
odlican bezbedonosni profil, njegov metabolit dn-IMI ima preko 300 puta jaci afinitet za
NAChR sisara i ispoljava veéu toksi¢nost, koja je povezana sa agonistickim dejstvom na
NAChR u mozgu u odnosu na IMI (Wang i sar., 2018).

IMI se kod sisara posle ingestije brzo apsorbuje i distribuira iz plazme u tkiva i organe.
Kod pacova najveca koncentracija u plazmi se primecuje nakon 2,5 sata, dok se najvece
koncentracije ovog insekticida i njegovih metabolita u tkivu postizu priblizno 12 sati nakon
pocetne izloZenosti, sa posebno visokim koncentracijama u jetri. Farmakokineticke studije nisu
bile dostupne za direktno odredivanje brzine absorpcije iz koze i putem inhalacije. IMI ili
njegovi metaboliti mogu da prolaze i kroz krvno-mozdanu barijeru (Mohamed i sar., 2009;
Kapoor i sar., 2014; Katic i sar., 2021).
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1.3.2.2. Toksi¢nost imidakloprida

IMI predstavlja novu generaciju neurotoksi¢nih insekticida, a prema stepenu akutne
toksi¢nosti pripada II kategoriji jedinjenja sa umereno toksicnim dejstvom, i zato je
klasifikovan kao pesticid opste upotrebe (WHO, 2019). U.S. EPA je za IMI odredila oralnu
hroni¢nu referentnu dozu (RfD) od 0,057 mg/kg/dan. Takode, sugerisano je da IMI, klotianidin
1 tiametoksam mogu da izazovu Stetne efekte kod velikog broja ugrozenih i zasti¢enih vrsta
(U.S. EPA, 2021a-c). IMI je na listi potencijalnih zagadivaca kopnenih i vodenih ekosistema,
kao i podzemnih voda, na osnovu njegove visoke rastvorljivosti u vodi, mobilnosti i
postojanosti u zemljistu. Moze da bude prisutan i u zivotnim namirnicama, a takode moze
predstavljati i rizik po zdravlje ljudi (Lonare i sar., 2014; Schmidt i sar., 2022).

IMI 1 strukturno sli¢ni neonikotinoidi su kompetitivni modulatori nAChR i pokazuju
selektivniju toksi¢nost i specificno delovanje na nervni sistem insekata u odnosu na sisare. IMI
je po hemijskoj strukturi sli¢an i ima zajedni¢ki nacin delovanja sa alkaloidom nikotinom. Kao
agonisti ACh vezuju se za postsinapticCke nAChR u CNS insekata (Slika 10-B), izazivaju
ireverzibilnu blokadu ovih receptora, koji predstavljaju glavno ciljno mesto za vezivanje i
delovanje insekticida, i odgovorni su za brzu ekscitatornu neurotransmisiju (Sheets, 2002;
Tomizawa i Casida, 2003). Toksi¢nost je zasnovana na interferenciji neurotransmisije u
nikotinskom holinergi¢nom nervnom sistemu, odnosno smanjenju ili ometanju prolaska jona
kroz nAChR, sto rezultuje delimi¢nom supresijom jonskih struja izazvanih vezivanjem ACh.
IMI kao agonist i antagonist NAChR sisara ima dvostruko delovanje, i ovi efekti zahtevaju dalja
eksperimentalna istrazivanja (Tomizawa i Casida, 2009; Crossthwaite i sar., 2017; Casida,
2018; Qui i sar., 2022).

U poredenju sa nikotinom, IMI ima vecu efikasnost u suzbijanju $tetnih insekata, a
takode ima i daleko manju toksi¢nost za organizam ljudi i zivotnu sredinu (Crossthwaite i sar.,
2017; Wang i sar., 2018; Nimako i sar., 2021). Na osnovu vrednosti LDso i podataka o
vezivanju za nAChR insekata 1 sisara, pokazane su razlike u specifi¢nosti podtipa nAChR
od kuéne muve (272 mg/kg), a IMI je 20 puta manje toksic¢an za pacove (450 mg/kg) od kucne
muve (22 mg/kg). Prema tome, veci afinitet vezivanja za NAChR insekata ima IMI, a relativno
mali afinitet za nAChR sisara, 1 to glavne neuronske podtipove a4p2 i a7. Nikotin se slabo
vezuje za nAChR insekata i jace za nAChR sisara (Gotti i Clementi, 2004; Crossthwaite i sar.,
2017; Houchat i sar., 2020).

Prema najnovijim istrazivanjima, IMI pored delovanja na stetne insekte, u zastiti biljaka
i zivotinja, u prirodnim ekosistemima moze da deluje negativno i na korisne vrste insekata i
oprasivace, kao $to su npr. medonosne pcele (Woodcock i sar., 2016). Imidakloprid ne izaziva
samo povecanu smrtnost insekata, ve¢ uzrokuje i1 subletalne efekte, zbog njihove Siroke
primene na terenu. Posle izlaganja subletalnim dozama imidakloprida, kod insekata se javlja
niz fizioloskih promena, poremecaja u ponaSanju, razvoju 1 smanjenoj sposobnosti
razmnoZzavanja, §to ima uticaja na kontrolu Stetnih insekata i funkcionisanje agroekosistema
(Blacquiére i sar., 2012; Main i sar., 2020).

Insekti imaju dvofazni odgovor na dozu insekticida. Izlaganje malim dozama moze
stimulisati bioloske procese koji povecavaju prezivljavanje i reprodukciju. Na primer, male
doze IMI povecavaju fekunditet kod biljnih vasi Aphis glycines, Myzus persicae i Aphis
gossypii iz reda Hemiptera (Bantz i sar., 2018; Li i sar., 2018). Sa druge strane, subletalne doze
IMI mogu izazvati smanjeno razmnozavanje, odlozen razvoj 1 smanjenu sposobnost kretanja
ili ucenja kod stetnih insekata, korisnih insekata, kao i kod drugih neciljnih organizama (Li i
sar., 2018; Malhotra i sar., 2021; Siregar i sar., 2021). Na primer, kod korisnih insekata, kao
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§to su pcele i bumbari, subletalne koncentracije IMI (LC1o i LCs0) mogu izazivati Smanjeno
razmnozavanje i trajanje razvoja, promene u telesnoj tezini, ponaSanju, cirkadijalnom ritmu i
spavanju, ucenju i pamcenju, kao i u orijentaciji u potrazi za hranom. Sli¢no, hroni¢na
izloZzenost IMI moze da dovede do promena funkcija mitohondrija u mozgu, akumulacije
lipida, kao i do promene vida i kretanja kod vinskih musica (Drosophila melanogaster)
(Martelli i sar., 2020; Qu i sar., 2022). Svi ovi efekti mogu da dovedu kod $tetnih insekata do
otpornosti i rezistencije na insekticide. Jedan od mehanizama rezistencije je metabolicka
detoksikacija, a nastaje pojatanom regulacijom enzima za detoksikaciju, kao $to su CYP450
monooksigenaze, glutation-S-transferaze i esteraze (Zhang i sar., 2016; Qu i sar., 2022).
Takode, 1 tackasta mutacija nAChR je jo§ jedan faktor povezan sa otpornos¢u na
neonikotinoidne insekticide. Promene koje se odnose na funkciju mitohondrija, metabolizam
lipida, funkciju neurona i imunitet su osnovni molekularni mehanizmi fizioloSkih poremecaja,
kao i poremecaja ponaSanja kod insekata (Chen i sar., 2017; Chen i sar., 2021; Lv i sar., 2021).

Iako se prvobitno smatralo da su manje toksi¢ni za sisare od tradicionalnih insekticida,
novija istrazivanja na animalnim modelima i na ¢elijskom nivou pokazuju da IMI moze da
uzrokuje razliCite biohemijske i fizioloske promene, i da izazove niz toksi¢nih efekata na
neciljne organizme beski¢menjaka i ki¢menjaka, ukljucujuci i coveka (Tomizawa i Casida,
2005; Schmidt, 2018; Kati¢ 1 sar., 2021). Istrazivanja pokazuju da metaboliti mogu biti
insekata, dok metabolit dn-IMI ima slabije delovanje na nervni sistem insekata, ali veéi na
nervni sistem sisara u poredenju sa IMI. Ustanovljeno je i da metabolit 2-imidazolidon moze
izazvati tumore u kombinaciji sa nitratom, a pokazano je da dovodi i do genetickih oSte¢enja
(Brozni¢ i sar., 2008; Crossthwaite i sar., 2017; Nimako i sar., 2021).

IMI ispoljava svoju aktivnost na nervni sistem i dovodi do ireverzibilne blokade
postsinaptickih nAChR i smanjenja holinergi¢ne sinapticke transmisije. Neurotoksi¢ni efekti
se manifestuju poremecajima u ponaSanju, Smanjenjem pokretljivosti, degenerativnim
promenama u Purkinjeovim celijama i promenama aktivnosti enzima AChE, koja je zabelezena
u plazmi i mozgu riba, ptica i sisara (Lonare i sar., 2014; Topal i sar., 2017; Abu Zeid i sar.,
2019). Rezultati Burke i sar. (2018) pokazuju da izlaganje insekticidu IMI tokom ranog perioda
razviéa izaziva dugotrajne promene u ponasanju i mozdanim funkcijama kod miseva. Kod
pacova su pokazane i neurobihevioralne promene, koje su povezane sa smanjenom
neurotransmisijom i apoptotskim promenama u mozgu (Abd-Elhakim i sar., 2018).

Rezultati dobijeni u in vivo istrazivanjima su pokazali da IMI u akutnim tretmanima
dovodi do nastanka oksidativnog stresa i oksidativnih o$tecenja u mnogim tkivima kao $to su
jetra, mozak i bubrezi kod ptica i sisara (Yardimci i sar., 2014; Lohiya i sar., 2017; Poliserpi i
sar., 2021). Mehanna i sar. (2022) su u studiji na muzjacima pacova potvrdili da oksidativni
stres doprinosi nastanku reproduktivne toksi¢nosti izazvane insekticidom IMI. U in vitro studiji
na humanoj ¢elijskoj liniji prostate (WPM-Y.1) pokazano je da IMI u niskim koncentracijama
izaziva oksidativni stres i lipidnu peroksidaciju (Abdel-Halim i Osman, 2020). Uloga IMI na
nastanak oksidativnog stresa zabelezena je i kod akvati¢nih organizama, kao Sto su racici
(Penaeus monodon) (Butcherine i sar., 2022), krabe (Eriocheir sinensis) (Hong i sar., 2020),
ribe Oncorhynchus mykiss i Prochilodus lineatus (Topal i sar., 2017; Vieira i sar., 2018), i dr.

Akutna oralna toksi¢nost IMI za glodare varira u zavisnosti od vrste i LDso iznosi od
130 do 2000 mg/kg. Najveca toksicnost i najvazniji simptomi, poput gastrointestinalnih
smetnji, tremora 1 otezanog disanja, javljaju se posle oralnog unosenja IMI. Medutim, Stetni
efekti ovog insekticida su znac¢ajno manji u slucaju udisanja ili kontakta sa koZom, u odnosu
na oralno unosenje. IMI nema efekte iritanta, ne nadrazuje oci i ne dolazi do oStecenja i iritacije
koze (Teodorovi¢ i Kaisarevié, 2015; Chen i sar., 2021). Akutna toksi¢nost IMI kod pacova i
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LDso se razlikuju i zavise od na¢ina unos$enja u organizam: oralna LDso je 379-648 mg/kg,
oralnu toksi¢nost imidakloprida u odnosu na pacove, i LDso iznosi izmedu 130 i 168 mg/kg.
Posle akutnog oralnog tretmana imidaklopridom kod pacova i miSeva javljaju se klinicki
simptomi koji su karakteristi¢ni za intoksikaciju nikotinom, kao $to su smanjena koordinacija,
tremor, gréevi i1 respiratorne smetnje. Isti klinicki simptomi su primeceni i1 kod pacova 4 sata
nakon izlaganja IMI putem inhalacije (Solecki, 2001; Tomizawa i Casida, 2005; Tomizawa i
Casida, 2009).

Razli¢ite ekotoksikoloSke studije i biomonitoring su pokazali da je IMI opasan po
zivotnu sredinu. Posto je efikasan u veoma niskim dozama, moZe se primenjivati u tretmanu
zemljiSta u niskim koncentracijama, Sto je mnogo manje od drugih insekticida. Medutim, IMI
ima dug poluZzivot u zemljiStu i dobro se rastvara u vodi, tako da omogucéava kontinuiranu
dostupnost za usvajanje od strane biljaka (Zhang i sar., 2018). Pokazano je da, pored Stetnog
uticaja na pcele i druge oprasivace, IMI moze Stetno da deluje i na druge neciljne organizme,
a najvise su ugrozeni bumbari, leptiri, kao 1 mnogobrojne vrste beskicmenjaka i1 ki¢menjaka
koje zive u zemlji$tu, kao Sto su kiSne gliste, korisne artropode, sitni glodari koji se hrane Zitom,
ali i ptice. Takode, usled dobrog rastvaranja u vodi, U vodenim ekosistemima su ugrozeni i
bentosni vodeni insekti, kao i druge vrste beski¢menjaka i ki¢menjaka. Stetan je za zooplankton
I ECso za dafnije iznosi 85 mg/L, dok je veoma toksi¢an za organizme dna, npr. za hironomide
ECso iznosi 0,06 mg/L (Teodorovi¢ i KaiSarevi¢, 2015; Malhotra i sar., 2021; Siregar i sar.,
2021; Schmidt i sar., 2022). IMI je toksican za ptice, a akutna oralna toksi¢nost se razlikuje
kod razli¢itih vrsta i LDsoiznosi od 30 do 280 mg/kg. Veoma je toksi¢an za péele pri direktnom
kontaktu i pri vrlo malim koncentracijama, a akutna oralna LDso iznosi 18 ng/jedinki péele
(Matsuda i sar., 2001; Iwasa i sar., 2004; Tomizawa and Casida, 2009).

Evropska komisija (European Commission) je 2013. godine na osnovu istrazivanja
Evropske agencije za bezbednost hrane (European Food Safety Authority, EFSA) donela
uredbu za dvogodi$nju zabranu primene tri vrste neonikotinoida - IMI, tiametoksama i
klotianidina, i u izvestaju objavila da su "potencijalno Stetni za pcele kada se koriste na usevima
koji privlace opraSivace". Ograni¢ena je njihova upotreba za tretiranje semena, nanoSenje u
zemlju (granule) i folijarno tretiranje u kulturama kao $to su uljana repica, suncokret, kukuruz,
soja i pamuk, a koje su privla¢ne za pcele (Matsuda, 2001; EFSA, 2018). Najvec¢i pomori péela
desavaju se u periodu cvetanja biljaka, jer se toksi¢ne koli¢ine insekticida prenose na polen i
nektar, Sto ukazuje da su ovi insekticidi veoma Stetni, a to je dovelo do zabrane njihove
upotrebe (Underwood i sar., 2017). U istrazivanjima je pokazano da IMI znacajno doprinosi
smanjenju kolonija pcela, a u slucaju da pcele u kosnice prenesu zagaden polen i nektar, moze
se naci 1 u medu, mlecu 1 drugim proizvodima. Rezultati pokazuju da pcele postaju osetljivije
na parazite i patogene usled negativnog efekta neonikotinoida, $to dovodi do velikih posledica
na opstanak pcelinjeg drustva (Johnson, 2015; Or¢i¢ 1 sar., 2017; Koji¢ 1 sar., 2019). Takode,
Evropska agencija za bezbednost hrane isti¢e znacaj procene uticaja zagadenja zivotne sredine
na stanje populacije i zdravlje pcela i drugih vrsta beski¢menjaka i kicmenjaka, $to ukljucuje
monitoring studije, terenske i laboratorijske testove (Rortais i sar., 2017; Underwood i sar.,
2017).
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1.4. Slobodni radikali

Kiseonik je kljuéni element za Zzivot na Zemlji jer igra dominantnu ulogu u
kontrolisanoj oksidaciji molekula koji sadrze ugljenik, $to kasnije dovodi do stvaranja energije
koja je neophodna za opstanak svih aerobnih organizama (Sen i sar., 2010). Acrobne ¢elije se
neprestano srecu sa takozvanim paradoksom kiseonika: sa jedne strane, kiseonik je neophodan
za aerobni nacin Zivota, dok sa druge strane, on mozZe biti visoko toksi¢an za éelije (Durackova,
2014). Ova osobina kiseonika povezana je sa Cinjenicom da molekulski oblik ima dva
nesparena elektrona i slabo je reaktivan, dok svaki atom kiseonika ima jedan nespareni valentni
elektron i veoma je reaktivan. Aerobni metabolizam u ¢elijama i najveca potrosnja kiseonika
se odvija preko elektron-transportnog lanca u mitohondrijama, a oksidativnom fosforilacijom
se stvaraju razliciti slobodni radikali, koji su neophodni za normalno funkcionisanje celije
(Halliwell i Gutteridge, 2007; Tvrda i Benko, 2020).

Stvaranje slobodnih radikala ili reaktivnih vrsta je neophodno za meducelijske signalne
kaskade koje reguli$u razlicite fizioloSke funkcije. Slobodni radikali predstavljaju vazan deo
mnogih bioloskih procesa neophodnih za pravilno funkcionisanje organizma. Mogu delovati
kao posrednici i regulatori metabolizma, npr. mogu indukovati celijsku diferencijaciju,
proliferaciju i migraciju, mogu da aktiviraju gene i indukuju apoptozu uti¢uéi na sintezu,
oslobadanje ili inaktivaciju endotel-produkujuceg relaksirajuceg faktora (engl. Endothelium-
Derived Relaxing Factor, EDRF). Slobodni radikali mogu da stimuli$u transport glukoze u
¢elije, ali 1 da uti¢u na meducelijski i unutaréelijski prenos signala (Luszczewski i sar., 2007).
Medutim, kada nivo slobodnih radikala postane previSe visok zbog prekomerne produkcije, ili
zbog snizenog antioksidativnog zastitnog kapaciteta, dolazi do nastanka oksidativnog stresa.
Posledice povecanog oksidativnog stresa, koji dovodi i do promene ravnoteZe oksido-
redukcionih procesa i redoks senzitivnih signalnih puteva u ¢eliji, mogu da budu i jedan od
faktora koji vodi ka nastanku brojnih patoloskih procesa i oboljenja u organizmu (Halliwell i
Gutteridge, 2007; Tvrda i Benko, 2020).

Slobodni radikal se definiSe kao bilo koji atom, molekul ili fragment atoma ili molekula,
koji sadrzi najmanje jedan nespareni elektron i ispoljava, u nekoj meri, nezavisno postojanje
(Durackova, 2014). Slobodni radikali mogu da nastanu adicijom elektrona na neutralni atom
ili molekul, ili gubitkom jednog elektrona iz neutralnog atoma ili molekula. Mogu da nastanu
homolizom kovalentnih veza, sto dovodi do stvaranja reaktivnih intermedijera, koji su
uglavnom nestabilni 1 visoko reaktivni. Ovaj proces zahteva energiju kao Sto je toplota, UV
zraCenje, ili jonizujuca radijacija. Oni mogu biti ili donori ili akceptori elektrona od drugih
molekula, tako da se mogu ponasati kao oksidanti ili kao reduktanti (Durackova, 2014;
Phaniendra i sar., 2015). Slobodni radikali poseduju jedan nespareni elektron, elektrofilni su i
napadaju mesta sa pove¢anom gustinom elektrona, koja su uglavnom prisutna u jedinjenjima
sa atomima azota (proteini i nukleinske kiseline) i dvostrukim vezama ugljenika (fosfolipidi i
polinezasi¢ene masne kiseline). Tokom ove razmene elektrona formiraju se novi radikali iz
prethodno neradikalskih molekula, odnosno sekundarni slobodni radikali, i moze doé¢i do
lancanih reakcija, koje dovode do brojnih strukturnih, biohemijskih i funkcionalnih promena
biomolekula. U ¢elijama, modifikacija molekula sa jednim elektronom moze proizvesti
slobodne radikale sumpora, kiseonika, ugljenika i azota (Halliwell i Gutteridge, 2007; Tvrda i
Benko, 2020). Reaktivnost slobodnih radikala negativno je korelisana sa njihovim
poluzivotom. Kada je slobodni radikal kratkoZive¢i onda je reaktivniji, odnosno nestabilniji
(Pukié, 2008).
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Najcesci i bioloski najvazniji su slobodni radikali kiseonika ili reaktivne vrste kiseonika
(engl. Reactive Oxygen Species, ROS) i slobodni radikali azota ili reaktivne vrste azota (engl.
Reactive Nitrogen Species, RNS). ROS i RNS se dalje mogu klasifikovati u dve grupe
jedinjenja, radikali i neradikali. Radikali su vrste koje sadrZze najmanje jedan nespareni valentni
elektron: superoksid radikal (O2™), hidroksil radikal (OH"), peroksil radikal (RO2"), alkoksil
radikal (RO"), hidroperoksil radikal (HO2"), azot oksid (NO") i azot dioksid (NO2’).
Neradikalske vrste nisu slobodni radikali same po sebi: vodonik peroksid (H20>), hipohlorasta
kiselina (HOCI), ozon (Os), singlet kiseonik (*02), azotasta kiselina (HNO), azot trioksid
(N203), azot tetraoksid (N204), nitril jon (NO2"), peroksinitrit (ONOO"), peroksiazotna kiselina
(ONOOH), alkil peroksinitrit (ROONO), nitrozil anjon (NO"), nitrozil katjon (NO¥), nitril
hlorid (NO2Cl), ali lako mogu dovesti do reakcija oksidacije u zivim sistemima (Halliwell i
Gutteridge, 2007; Tvrda i Benko, 2020).

Slobodni radikali se u organizmu mogu produkovati na razli¢ite nacine (Puki¢, 2008):
1) u fizioloskim uslovima u toku:

a) oksidativne fosforilacije u mitohondrijama (Celijsko disanje),

b) oksido-redukcije u prisustvu metala sa promenljivom valencom (Fe, Cu) i

c) autooksidacije malih molekula poput dopamina u mozgu;

2) prilikom zapaljenskog procesa — tokom fagocitoze;

3) u raznim bolestima kao $to su autoimune, neurodegenerativne, kardiovaskularne i maligne
bolesti, u uslovima hipoksije, hiperoksije, ishemije, reperfuzije itd;

4) tokom biotransformacije ksenobiotika (u endoplazmati¢nom retikulumu pomocu oksidaza):
a) u toku metabolizma hrane i lekova, kod izlaganja razli¢itim potencijalno toksi¢nim
jedinjenjima,

b) pod uticajem spoljnih faktora kao §to su UV 1 jonizujuce zracenje i aerozagadenje;

5) tokom povecane fizicke aktivnosti;

6) prilikom trovanja.

Oksidativna fosforilacija, koja se odigrava u mitohondrijama, predstavlja najznacajniji
izvor slobodnih radikala u ¢eliji. U mitohondrije sisara dospeva 90% unetog molekulskog
kiseonika, gde se u procesu Celijskog disanja odvija Cetvoroelektronska redukcija O2 do H20,
a energija oslobodena tokom transporta elektrona koristi se za sintezu ATP-a. Zbog slabih veza
izmedu elektrona 1 enzima koji su prenosioci elektrona dolazi do tzv. curenja elektrona 1
stvaranja radikala. U procesu celijskog disanja, 2% molekulskog kiseonika ucestvuje u
stvaranju radikala, odnosno ne redukuje se u potpunosti do H>O. Iz ovog razloga se
mitohondrijalni respiratorni lanac smatra najznacajnijim izvorom Oz*" (Bondy i Naderi, 1994;
Dukié, 2008).

1.4.1. Superoksid radikal (O2™)

Superoksid radikal (O2™) nastaje jednoelektronskom redukcijom molekulskog
kiseonika (Puki¢, 2008). Najces¢e se stvara u mitohondrijama posredstvom enzima ksantin
oksidaze, lipooksigenaze, ciklooksigenaze, ili NADPH-zavisne oksidaze (Tvrda i Benko,
2020). Superoksid ne reaguje sa vecinom molekula u vodenoj sredini, a njegova reaktivnost sa
neradikalskim molekulima zavisi od pH vrednosti. Radikal je ja¢i reduktant nego oksidant. Kao
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redukujuéi agens, O2" reaguje sa kompleksima gvozda, poput citohroma i redukuje Fe** do
Fe?":

O2+e — 02"
02 + Fe3* — Fe?" + 02" (autooksidacija)

Kao oksidant, O, moZe da oksiduje jone prelaznih metala poput Cu*, Fe** i Mn%*,
zatim dopamin, adrenalin ili askorbat, dovode¢i tako do stvaranja vodonik peroksida
(Duragkova, 2014). Superoksid radikal reaguje sa drugim superoksid radikalom u reakciji
dismutacije, u kojoj se jedan radikal oksiduje do kiseonika dok se drugi redukuje do vodonik
peroksida (Tvrda i Benko, 2020). Primarna toksi¢nost O2" je povezana sa nhjegovom
sposobnoscu da pokrece oksidativne lancane reakcije, koje su pracene stvaranjem drugih
reaktivnin metabolita poput vodonik peroksida, hidroksil radikala, singlet kiseonika ili
peroksinitrita (Halliwell i Gutteridge, 2007; Durackova, 2014; Phaniendra i sar., 2015).

1.4.2. Vodonik peroksid (H202)

Vodonik peroksid (H20.) je dvoelektronski proizvod redukcije kiseonika, koji moze da
ucestvuje u transdukciji signala, proliferaciji Celija, diferencijaciji i odgovoru na stres
(Duragkova, 2014). Vodonik peroksid prvenstveno nastaje autooksidacijom O2”, koja moze da
se odvija enzimskim i neenzimskim putem (Puki¢, 2008). Enzimskim putem nastaje u reakciji
dismutacije, koju katalizuje enzim superoksid dismutaza (SOD), zatim pod uticajem enzima
kao Sto su glukozo-monoamin i D-oksidaza aminokiselina, ali i tokom oksidacije askorbata i
polifenola. Vodonik peroksid nema nesparene elektrone u poslednjoj orbitali i nije radikalske
prirode, ali moze da dovede do znacajnog oStecenja celija 1 pri niskim koncentracijama.
Rastvorljiv je u vodi i lako prolazi kroz biomembrane, stoga u bioloSkim sistemima dopire
daleko od mesta produkcije. Pored toga, moze direktno oStetiti neke enzime poput
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (G3PDX) putem oksidacije sulfhidrilne grupe (-SH), vrsi
oksidaciju DNK, lipida i ketokiselina (Halliwell, 1987; Pukié¢, 2008; Sen i sar., 2010;
Duragkova, 2014; Phaniendra i sar., 2015). Vodonik peroksid ima sposobnost da se akumulira,
a glavno mesto produkcije su peroksizomi, u kojima se enzimom katalaza (CAT) neutraliSe i
time spre¢ava akumulacija unutar ¢elije. U interakciji sa O, ili jonima Cu* ili Fe?* nastaje
veoma reaktivni OH" radikal (Halliwell i Gutteridge, 2007; Pukic¢, 2008).

1.4.3. Hidroksil radikal (OH")

Hidroksil radikal (OH") vazi za najpotentniju ROS, i moze agresivno reagovati sa
organskim i neorganskim molekulima i prouzrokovati ozbiljnije oStecenje ¢elije u poredenju
sa drugim slobodnim radikalima (Halliwell, 1987; Dura¢kova, 2014). S obzirom na njegovu
visoku reaktivnost, hidroksil radikal stupa u reakciju sa biomolekulima iz svog neposrednog
okruzenja kao Sto je DNK (napada purinske i1 pirimidinske baze, sa guaninom gradi 8-
hidroksiguaninski radikal i druge radikale koji su povezani sa nastankom kancera), ili nekim
drugim vaznim ¢elijskim komponentama (Puki¢, 2008). Hidroksil radikal nastaje u Fentonovoj
reakciji kao rezultat interakcije izmedu H202 i jona metala (Fe?* ili Cu*), koji su éesto povezani
u sloZzenim oblicima sa razli¢itim proteinima poput feritina ili ceruloplazmina. U stresnim
uslovima, prekomerni O™ moze da oslobodi ove jone metala iz njihovih kompleksa. Pored
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Fentonove reakcije, OH® moze da nastane i u Haber-Weiss reakciji koja se sastoji iz interakcije
02" i H202 (Tvrda i Benko, 2020):

Fe?* + H,0, — Fe®* + OH® + OH (Fentonova reakcija)

02" + H202 — Oz + OH'+ OH" (Haber-Weiss reakcija)

Poznati su i drugi izvori OH®, kao $to su reakcije sa hipohlornom kiselinom, kinonima
I semikinonima. Hidroksilni radikali su posebno reaktivni zbog svoje sposobnosti da redukuju
disulfidne veze u proteinima, pre svega u fibrinogenu, $to rezultira njihovim odvijanjem i
ponovnim savijanjem u abnormalne prostorne konfiguracije. Posledice takvih reakcija mogu
se prevesti u razli¢ite poremecaje kao Sto su ateroskleroza, rak i neuroloske patologije
(Lipinski, 2011; Phaniendra i sar., 2015).

1.4.4. Azot oksid (NO)

Azot monoksid (NO*) je bezbojni gas koga sintetisu razli€ite azot oksid sintaze (NOS),
dok se L-arginin pretvara u L-citrulin (Tvrda i Benko, 2020). Sve tri vrste izoformi NOS —
neuronalna (NNOS i NOS3), inducibilna (iNOS i NOS) i endotelna NOS (eNOS i NOS3) su
ukljuéene u stvaranje NO*. Ovaj molekul je rastvorljiv i u vodi i u lipidima, zbog ¢ega je u
stanju da lako difunduje kroz ¢elijsku membranu i citoplazmu. U fizioloskim uslovima, NO* je
vazan unutaréelijski sekundarni glasnik koji uéestvuje u odrzavanju homeostaze, a moze nastati
i konverzijom nitrita i nitrata u uslovima hipoksije. Ima vaznu ulogu u regulaciji ¢elijskih
redoks stanja i aktivnosti enzima preko nitrozilacije proteina (Koshland, 1992; Wink i Mitchell,
1998). Ukljucen je u razlicite bioloske procese kao Sto su: uloga u opustanju glatkih misica
unutar krvnih sudova i regulacija krvnog pritiska, imunolo$ka regulacija, agregacija
trombocita, vazodilatacija pluca, kao 1 neurotransmisija 1 odbrambeni mehanizmi (Koshland,
1992). U odredenoj meri, NO*® se moZe smatrati ,.,hvatacem* slobodnih radikala, iz razloga §to
stupa u interakciju sa hidroksilnim, peroksilnim ili tiilnim radikalima, S§to dovodi do stvaranja
azotne kiseline, nitrozoperoksila ili nitrozotiola, pri ¢emu je ovaj poslednji odgovoran za
inhibiciju lipidne peroksidacije putem NO-. Ali, pri visokim koncentracijama, NO* moze
ucestvovati 1 u patologiji septiCkog Soka, hroni¢ne inflamacije, povecanog rizika za
onkogenezu, odbacivanje transplantata, astmu, epilepsiju i neurodegenerativne bolesti
(Halliwell, 1987).

1.4.5. Peroksinitritni anjon (OONO")

Superoksid anjon u endotelnim ¢elijama, makrofagama 1 sinapsozomima u mozgu stupa
u reakciju sa NO* gradeéi visoko reaktivno neradikalsko jedinjenje — peroksinitrit:

02"+ NO" — ONOO" <> ONOOH — OH" + NO?’

Peroksinitrit je efikasan oksidans tiolnih jedinjenja, a njegovim protonovanjem nastaje
peroksiazotna kiselina (ONOOH), koju karakteri$e visoka nestabilnost. Produkti degradacije
peroksiazotne kiseline su veoma reaktivni radikali OH* i NO2*. Peroksinitrit je duze vreme
stabilan 1 difunduje do ciljnih ¢elija gde ispoljava svoju toksicnost (Beckman i sar., 1990;
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Stamler i sar., 1992; Buki¢, 2008). Peroksinitrit ispoljava Sirok spektar efekata oStecenja tkiva
u rasponu peroksidacije lipida i inaktivacije enzima i jonskih kanala putem proteinske
oksidacije i nitracije do inhibicije ¢elijskog disanja. Pokazano je takode da peroksinitrit nitrira
i oksiduje adenin, guanin i ksantin nukleozide. Peroksinitrit u niskim koncentracijama izaziva
apoptozu, dok pri visokim koncentracijama dovodi do nekroze (Milatovic i sar., 2014). U
reakcijama sa metalima u proteinima peroksinitrit dovodi do promena citohroma c,
hemoglobina i mioglobina, ali takode dovodi i do inaktivacije enzima koji su ukljuceni u
metabolic¢ke procese (Halliwell i Gutteridge, 2007).

1.5. Oksidativni stres

ROS 1 RNS su produkti normalnih metaboli¢kih procesa u organizmu i1 imaju vaznu
ulogu kao signalni molekuli, koji reguli$u razlicite fizioloske procese u ¢eliji poput Celijske
signalizacije, metabolizma i regulacije transkripcionih faktora (Bagatini i sar., 2018). Kada je
nivo njihovog stvaranja mnogo veéi od njihovog uklanjanja tada nastaje oksidativni stres, tj.
stanje neravnoteze izmedu reaktivnih vrsta i antioksidativnog zastitnog sistema (Antioxidant
defence system, AOS) u smeru stvaranja reaktivnih vrsta. Odrzavanje redoks stanja u ¢elijama
je znadajno za éelijsku vijabilnost (Rharass i sar., 2017). Zivi organizmi poseduju fino
regulisane sisteme za odrzavanje veoma niskih nivoa ROS, odnosno njihova proizvodnja i
eliminacija su dobro izbalansirane, S§to rezultuje odredenim stacionarnim nivoom ROS
(Lushchak, 2014). Medutim, pod odredenim okolnostima, ova ravnoteza se moze poremetiti, i
postoji nekoliko razloga za to:

1) povecéani nivo egzogenih i endogenih jedinjenja, koja ulaze u autooksidaciju zajedno sa
proizvodnjom ROS,

2) iscrpljivanje rezervi antioksidanata niske molekulske mase,
3) inaktivacija antioksidativnih enzima,
4) smanjena proizvodnja antioksidativnih enzima i antioksidanata niske molekulske mase,

5) kombinacija dva ili viSe prethodno navedenih faktora.

Oksidativni stres

Kvazistacionarni nivo ROS

Akutni
oksidativni

Oksidant
stres

Hroni¢ni oksidativni stres

Stacionarni nivo ROS

) = Vreme
Smanjenje stresa

Koncentracija ROS

Slika 12. Dinamika nivoa ROS u bioloskim sistemima pod kontrolnim i stresnim uslovima

(preuzeto iz: Lushchak, 2011, i modifikovano)
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Povecéanje nivoa ROS kao rezultat neravnoteze izmedu procesa njihovog stvaranja i
eliminacije, dovodi do nastanka ‘“akutnog oksidativnog stresa”, koji uti¢e na mnoge
biohemijske i fizioloske procese. Posledice ovog povecanja ROS su razlicite i zavise od nivoa
I mesta stvaranja, ali i efikasnosti antioksidativnog sistema (Lushchak, 2014). Ovi procesi su
prikazani na Slici 12, gde je demonstrirana indukcija oksidativnog stresa.

U nekim patoloskim situacijama ¢elija ne moze da neutraliSe poveéanu koli¢inu ROS i
vrati ih na pocetni nivo, ¢ak ni poja¢anim delovanjem antioksidanata i odgovarajucih enzima
antioksidativne zaStite. PoviSen nivo ROS moze povecéati modifikaciju razli¢itih celijskih
struktura, kao i redoks potencijal, $to u znatnoj meri naruSava homeostazu i dovodi do nastanka
“hroni¢nog oksidativnog stresa”, koji ima ulogu u nastanku mnogobrojnih akutnih i hroni¢nih
bolesti (Lushchak, 2011).

1.5.1. Posledice oksidativnog stresa

Tokom oksidativnog stresa slobodni radikali reaguju sa molekulima i dolazi do
oksidacije proteina, lipida 1 nukleinskih kiselina. U tim interakcijama moZe da dode do
nastanka novih sekundarnih radikala, koji su reaktivniji i dovode do strukturnih i funkcionalnih
oSte¢enja biomolekula, do promena signalne transdukcije, kao i ekspresije gena, a to vodi ka
nastanku brojnih patoloskih procesa ili smrti ¢elije (Halliwell i Gutteridge, 2007; Bagatini i
sar., 2018).

Proteini su glavni konstituenti bioloskih sistema i imaju vaznu ulogu u razlicitim
¢elijskim funkcijama kao S$to su transdukcija signala, mitoza, celijski transportni sistemi,
aktivnost Saperona itd. (Singh i sar., 2017). Proteini su glavna meta slobodnih radikala zbog
zastupljenosti u ¢elijama (preko 70% suve mase vecéine ¢elija) i zbog brze reakcije sa njima i
drugim oksidantima (Hawkins i sar., 2009). Visok nivo ROS moze da dovede do direktne ili
indirektne modifikacije proteina, pri ¢emu se narusava njihova aktivnost (Davies, 2016). ROS
mogu oksidovati aminokiseline cistein i metionin, §to dovodi do stvaranja ukrStenih veza
ditiola i metionin sulfoksida. Pored toga, reaktivne vrste takode mogu da dovedu do
modifikacije proteina nitracijom tirozina i nitrozacijom aminokiselina sa tiolnom grupom, a to
Cesto rezultuje promenom funkcije, ili inhibicijom aktivnosti enzima (Bagatini i sar., 2018).
Modifikacija proteina moze da dovede do odvijanja molekula proteina 1 izmenjene
konformacije, kao i do promenjene interakcije sa bioloskim komponentama. Proteini mogu biti
modifikovani direktno kroz nitrozilaciju, karbonilaciju, stvaranje disulfidnih veza i
glutationilacije, ili indirektno konjugacijom sa produktima peroksidacije masnih kiselina.
Visok nivo ROS moze da dovede 1 do fragmentacije proteina oksidacijom boc¢nih lanaca
ostataka aminokiselina, oksidacijom proteinske okosnice i formiranjem unakrsnih proteinsko-
proteinskih veza. U tkivima sa visokim oksidativnim stresom, povecan nivo karbonilovanih
proteina se koristi kao marker proteinske oksidacije (Ghosh i sar., 2018). Razlicite
aminokiseline imaju razli¢itu podloznost napadu ROS. Na primer, tiolne grupe, aminokiseline
koje sadrze sumpor, kao i ostaci metionina su veoma podlozni oksidaciji (Kelly i Mudway,
2003). Konformacione promene, odvijanje i degradacija proteina mogu biti rezultat oksidacije
sulfhidrilnih grupa ili metioninskih ostataka proteina. Enzimi koji sadrze metale mogu biti
podvrgnuti metal-katalizovanoj oksidaciji, §to moze dovesti do inaktivacije enzima (Ghosh i
sar., 2018).

Kada je povecano stvaranje ROS (iznad homeostatskog opsega) to moze izazvati
lipidnu peroksidaciju, odnosno oksidativno oSteCenje lipida i lipoproteina U membranama
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¢elija 1 subcelijskih organela, kao i molekula koji sadrze lipide. Kao posledica lipidne
peroksidacije ¢elijske membrane smanjuje se fluidnost i povecava propustljivost za jone, dolazi
do inaktivacije receptora i enzima, dok oSte¢enje membrane lizozoma dovodi do oslobadanja
hidrolitickih enzima, a sve to dovodi do promene strukture i funkcije membrane i utiCe na
normalno ¢elijsko funkcionisanje (Halliwell i Gutteridge, 2007; Ghosh i sar., 2018).

Zbog visoke koncentracije polinezasi¢enih masnih kiselina (engl. Polyunsaturated
Fatty Acids, PUFAs) u celijama, lipidna peroksidacija je glavni ishod oStecenja izazvanih
slobodnim radikalima (Milatovic i sar., 2014). Produkti peroksidacije nezasi¢enih masnih
kiselina kao §to su malondialdehid (MDA) 1 nezasi¢eni aldehidi, dovode do osStecenja celijske
membrane i inaktivacije mnogih ¢elijskih proteina formiranjem unakrsnih veza (Birben i sar.,
2012). Oksidativni stres dodatno je intenziviran produkcijom radikala izvedenih iz lipida, koji
mogu medusobno reagovati i ostetiti proteine i DNK (Halliwell i Gutteridge, 2007). Nezasi¢ena
dvostruka veza na fosfolipidnim molekulima i estarska veza izmedu glicerola i masne kiseline
sluze kao uobicajena mesta za oksidaciju izazvanu ROS. Zbog toga su PUFAs fosfolipida
membrana naroc¢ito osetljive na oksidaciju izazvanu ROS. NeravnoteZa u odnosu
antioksidant/oksidant moze dovesti do peroksidacije mnogih PUFAs $to rezultuje ciklicnom
lan¢anom reakcijom (Ghosh i sar., 2018).

Reaktivne vrste direktno reaguju sa nukleinskim kiselinama i dovode do oksidativnih
oStec¢enja i strukturnih promena molekula DNK, jer kapaciteti sistema za reparaciju DNK mogu
biti premaseni (Bagatini i sar., 2018). Povecani nivo ROS moze da dovede do oksidacije
dezoksiriboze, do fragmentacije jednog ili oba lanca DNK, brojnih modifikacija u azotnim
bazama nukleotida, kao i do unakrsne veze u okviru lanaca DNK ili unakrsne veze proteina i
DNK. Ova oksidativna osSte¢enja DNK, koja mogu da budu trenutna ili odloZena, dovode do
genetskih osSte¢enja, do greSaka pri replikaciji 1 genomske nestabilnosti, do gresaka pri
translaciji u kodiranim proteinima ili inhibiciji sinteze proteina, zatim do mutacija koje mogu
da dovedu do karcinogeneze i starenja ¢elija (Halliwell i Gutteridge, 2007; Valko i sar., 2007;
Sharma i sar., 2012, Ghosh i sar., 2018). Medutim, svi markeri oksidacije DNK nisu toliko
pouzdani u proceni potencijala oksidativnog stresa u celijama kao $to su to biomarkeri
oksidacije proteina i lipida, jer na oStecenje DNK moze uticati i nekoliko neoksidativnih
faktora, ukljucujucéi vrstu, pol, tkivo, ishranu 1 efikasnost reparacije (Singh 1 sar., 2017).

1.6. Antioksidativna zastita

Detoksikacija ROS je neophodna za prezivljavanje svih aerobnih oblika zivota
(Madkour 1 sar., 2020). IzloZenost Celija, tkiva i vancelijskog matriksa Stetnom dejstvu
slobodnih radikala izaziva kaskadu reakcija 1 indukuje aktivaciju vise unutrasnjih odbrambenih
mehanizama koji obezbeduju eliminaciju slobodnih radikala i njihovih derivata (Slika 13)
(Mironczuk-Chodakowska i sar., 2018; Eddaikra i Eddaikra, 2021). Ovi mehanizmi su:

1) Blokiranje proizvodnje slobodnih radikala;

2) Uklanjanje oksidanata;

3) Pretvaranje toksi¢nih slobodnih radikala u manje toksi¢ne supstance;

4) Blokiranje produkcije sekundarnih toksi¢nih metabolita i medijatora inflamacije;
5) Blokiranje lan¢ane propagacije sekundarnih oksidanata;

6) Popravljanje ostecenih molekula;

7) Inicijacija i pojacavanje endogenog antioksidativnog zastitnog sistema.
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Slika 13. Mehanizmi antioksidativne zastite
(preuzeto iz: Eddaikra i Eddaikra, 2021, i modifikovano)

Svi ovi mehanizmi zajedno deluju u cilju zaStite organizma od oksidativnog stresa
(Adwas i sar., 2019). Antioksidanti su molekuli koji u malim koncentracijama mogu spreciti
ili odloziti oksidaciju supstrata kao §to su proteini, lipidi, DNK i RNK (Halliwell, 1990).
Antioksidanti su prisutni uglavnhom u biljnom svetu, pa je hrana glavni izvor egzogenih
antioksidanata coveka. S druge strane, telo sintetiSe endogene antioksidante, koji su esencijalni
molekuli za borbu protiv slobodnih radikala. Antioksidanti imaju veliki afinitet vezivanja za
slobodne radikale, 1 znac¢ajnu ulogu u odrzavanju prooksidativno/antioksidativne ravnoteze
(Casas-Grajales i Muriel, 2017). Antioksidativna zastita predstavlja prvu liniju odbrane od
oksidativnog stresa. Endogena antioksidativna zaStita ukljucuje antioksidativne enzime 1
neenzimske molekule, koji su obi¢no rasporedeni unutar citoplazme i razli¢itih celijskih
organela (Rahal i sar., 2014). Egzogeni antioksidanti prisutni su u vocu, povrcu, ¢aju, kafi,
orasastim plodovima i proizvodima od Zitarica (Mironczuk-Chodakowska i sar., 2018). Enzimi
antioksidativnog sistema su: superoksid-dismutaza (SOD), katalaza (CAT) i enzimi glutation
ciklusa (glutation-peroksidaza — GSH-Px, glutation-reduktaza — GR i glutation-S-transferaza —
GST) (Halliwell i Gutteridge, 2007).

1.6.1. Superoksid-dismutaza (SOD)

Superoksid dismutaza je metaloprotein koji ima klju¢nu ulogu u dismutaciji O™, i
predstavlja jednu od prvih linija odbrane od Stetnih efekata ROS koji su nastali u
mitohondrijama. U zivim sistemima, mogu da reaguju dva O2" radikala, ali takode O2" moze
da reaguje i sa NO' (Birben i sar., 2012; Eddaikra i Eddaikra, 2021). U hemijskoj reakciji
dismutacije jedan O, se redukuje do manje reaktivnog molekula H20-, a drugi O>™ se oksiduje
do molekulskog kiseonika, prema sledecoj reakciji:

SOD
202" + 2 H" — H02+ 02
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SOD je prisutan u svim tkivima, a njegova narocita aktivnost detektovana je u mozgu
(Puki¢ 1 Tasi¢, 2008). Kod ljudi su opisane tri izoenzimske forme ovog enzima: citosolna
SOD1 (Cuzn-SOD), mitohondrijalna SOD2 (Mn-SOD) i ekstracelularna SOD3 (EC-SOD)
(Chistiakov sar., 2004; Candas i Li, 2014). Ovi razli¢iti oblici SOD ispoljavaju sli¢ne funkcije,
ali se razlikuju po osobinama njihovih kvaternih proteinskih struktura, mestu delovanja i
lokaciji u ¢elijama (Miao i Clair, 2009; Bresciani i sar., 2013). CuZn-SOD se sastoji od
homodimera koji sadrzi bakar i cink i nalazi se pretezno u intracelularnom prostoru. Mn-SOD
postoji u obliku tetramera koji sadrzi mangan i nalazi se u mitohondrijama. EC-SOD je tetramer
koji sadrzi bakar i cink i nalazi se iskljucivo u ekstracelularnim prostorima (Zelko i sar., 2002;
Banks i Andersen, 2019).

1.6.2. Katalaza (CAT)

Vodonik peroksid, koji je produkovan delovanjem superoksid dismutaza ili delovanjem
oksidaza, poput ksantin oksidaze, redukuje se do vode putem katalaze i glutation-peroksidaze
(Birben 1 sar., 2012). Katalaza je enzim koji je sacinjen od Cetiri polipeptidna lanca i sadrzi
Cetiri porfirinske hem grupe koje mu omogucavaju da reaguje sa H2O2 (Adwas i sar., 2019). U
¢eliji je lokalizovan najviSe u peroksizomima, gde je vaZzan za uklanjanje H20O2 koga stvaraju
oksidaze ukljucene u B-oksidaciju masnih kiselina, proces disanja i katabolizam purina
(Vaskova i sar., 2012). Reakcija razgradnje H.O. do molekulskog kiseonika i vode je
dvostepena i podrazumeva vezivanje dva molekula H,O; za katalazu (Puki¢ i Tasi¢, 2008):

CAT
2 H,02, — 02 + 2 H202

Katalaza takode vezuje NADPH kao redukcioni ekvivalent za spreavanje oksidativne
inaktivacije enzima putem H>O> dok se redukuje do vode (Birben i sar., 2012). Prisutna je i u
bakterijskim i u eukariotskim ¢elijama. Posto H2O2 deluje kao supstrat za specifi¢nu reakciju u
stvaranju hidroksil radikala, smatra se da je primarna uloga katalaze u celijskim
antioksidativnim zastitnim mehanizmima smanjenje akumulacije H2O2. Povisena ekspresija
katalaze ¢ini Celije otpornijim na toksicnost H202 1 oksidativno posredovanim oStecenjima
(Adwas i sar., 2019).

1.6.3. Glutation peroksidaza (GSH-Px)

Glutation peroksidaze, homotetramerni proteini rastvorljivi u vodi, koji su prisutni na
razli¢itim mestima u telu u razli¢itim izoformama, katalizuju redukciju peroksida (-ROOH) uz
pomoc¢ redukovanog glutationa (Sadi i Sadi, 2010). U ovom procesu, H20: se redukuje do vode,
a organski peroksidi se pretvaraju u manje toksican oblik, alkohole. Aktivnost GSH-Px
povezana je sa oksidacijom glutationa:

GSH—-Px
2 GSH + H.0, —— GSSG + 2 H20

GSH—-Px
2 GSH + ROOH —— GSSG + ROH + H>0

Kod nizih koncentracija H2O, (<10 mol/L) i normalnih vrednosti GSH, GSH-Px ima
klju¢nu ulogu u detoksikaciji tkiva od H.O2 (Puki¢ i Tasi¢, 2008). Aktivna mesta glutation-
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peroksidaza sadrZe jone selena u obliku selenocisteina i klasifikovani su u 5 izoformi prema
njihovoj ekspresiji u razli¢itim tkivima i mestu u ¢elijama. Citosolna i mitohondrijalna forma
(GSH-Px1) redukuje H20> i hidroperokside masnih kiselina koriste¢i GSH. GSH-Px4 se nalazi
u membrani i citoplazmi ¢elija i direktno redukuje hidroperokside fosfolipida, masnih kiselina
I holesterola, koji nastaju usled oksidacije lipoproteina i peroksidacije membrana. GSH-Px1 i
GSH-Px4 su prisutni i funkcioni$u kao antioksidativni enzimi u vecini tkiva. Jetra, bubreg i
eritrociti pretezno sadrze GSH-Px1, dok epitelne ¢elije bubrega i testisi pokazuju pojacanu
ekspresiju enzima GSH-Px4. Druge dve izoforme, GSH-Px2 i GSH-Px3 eksprimirane su u
gastrointestinalnom traktu i bubrezima. GSH-PxS5 izraZena je u epididimisu i utvrdeno je da je
nezavisna od selena (Sadi i Sadi, 2010).

1.6.4. Glutation reduktaza (GR)

Glutation reduktaza katalizuje reakciju redukcije oksidovanog glutationa (GSSG) u
redukovani glutation (GSH) u prisustvu koenzima NADPH:

GR
GSSG + NADPH + H* — 2 GSH + NADP*

Ovaj enzim omogucava celiji da odrzi odgovarajuc¢i nivo ¢elijskog GSH. Glutation
reduktaza je flavoprotein koji sadrzi dva FAD molekula kao prosteti¢nu grupu, koja se moze
redukovati pomoéu NADPH. GR je jedan od termostabilnih enzima i pripada sistemu
antioksidativne zaStite koji §titi organizam od hemijskog i oksidativnog stresa. Nedostatak GR
se karakteriSe hemolizom zbog povecane propustljivosti membrana eritrocita za H20- i
doprinosi nastanku oksidativnog stresa. Aktivnost GR odrazava fizioloske potrebe celije,
naroc€ito u oksidativnom stresu (Puki¢ i Tasi¢, 2008; Adwas 1 sar., 2019).

1.6.5. Glutation-S-transferaza (GST)

Glutation-S-transferaze su dimerni multifunkcionalni enzimi koji sadrze dve
polipeptidne subjedinice i imaju Klju¢nu ulogu u ¢elijskoj detoksikaciji (Sadi i Sadi, 2010). U
procesu detoksikacije, GST katalizuje reakciju konjugacije GSH sa elektrofilnim i hidrofobnim
jedinjenjima koja mogu biti endogenog porekla, kao $to su proizvodi oksidativno modifikovane
DNK, lipidni hidroperoksidi i proizvodi terminalne faze lipidne peroksidacije, ali i egzogenog
porekla poput kancerogena, antikancerogenih lekova, pesticida i drugih ksenobiotika (Alin i
sar., 1985; Beutler i Eatan, 1992). U ¢elijama, pored selen-zavisne neutralizacije H202 pomocu
GSH-Px, neke izoforme GST takode imaju seleno-samostalnu peroksidaznu aktivnost na
organskim hidroksiperoksidazama. Kod svih eukariota postoji vise razli¢itih izoformi GST
prisutnih u citoplazmi i u membranskim organelama sa razli¢itim specificnostima supstrata 1
katalitickim funkcijama. Glutation-S-transferaze sisara su kategorisane u najmanje 7 izoformi.
Alfa, mi i pi (o, p i) klasa enzima je najrasprostranjenija kod sisara, a nivoi ovih formi se
Cesto povecavaju izlaganjem ksenobioticima. Sigma forma (o) ima ulogu u sintezi
prostaglandina (Jowsey i sar., 2001). Teta, pi i tau (0, @ i ) imaju peroksidaznu aktivnost u
redukeciji organskih hidroperoksida masnih kiselina do odgovarajucih alkohola.
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1.6.6. Glutation

Glutation je tripeptid po strukturi, sa¢injen od tri aminokiseline: glicina, cisteina i
glutaminske kiseline, i prisutan je u svim biljnim 1 Zivotinjskim ¢elijama. U fizioloSkim
uslovima sintetiSu ga razli€ita tkiva, ali najintenzivnija sinteza se vrsi u hepatocitima. Glutation
je u ¢elijama prisutan u dva redoks oblika, kao redukovani (GSH) i oksidovani (GSSG)
glutation. U zivotinjskim ¢elijama odnos GSH/GSSG je glavni parametar oksidativnog stresa
I redoks statusa organizma. U fizioloskim uslovima, GSH (tiolna forma) ¢ini do 98% ukupnog
pula glutationa u ¢eliji, a ostatak je GSSG (disulfidna forma). Zbog visestruke uloge koju GSH
ima u antioksidativnoj zastiti, veoma je vazno odrzavanje optimalnog fizioloskog odnosa
GSH/GSSG. Odnos GSH/GSSG se smanjuje u stanju oksidativnog stresa, nakon povecane
fizicke aktivnosti, sa starenjem, a ima i znacajnu ulogu u etiologiji neurodegenerativnih bolesti
(Valko i sar., 2007; Mironczuk-Chodakowska i sar., 2018; Eddaikra i Eddaikra, 2021).

Glutation je glavni i najzastupljeniji hidrosolubilni antioksidant, koji je u visokim
koncentracijama (1-10 mM) prisutan u citoplazmi, jedru i mitohondrijama. Glutation u svom
redukovanom obliku u€estvuje u nekoliko nivoa odbrane od ROS/RNS. Antioksidativna uloga
GSH je usmerena na direktno uklanjanje (kao “Gista¢”) reaktivnih vrsta, kao $to su Oz, -OH,
H>0: i organski radikali (-RO-). Zbog prisustva tiolne grupe (-SH) u molekulu i reverzibilne
oksidacije, glutation ima sposobnost zastite drugih tiolnih grupa u proteinima od oksidativnog
oSte¢enja. Glutation je kofaktor za enzime GSH-Px (uklanja H20- i druge perokside) i GST
(nastaju manje reaktivni konjugati GSH koji omoguéavaju ekskreciju ksenobiotika i
detoksikaciju). Takode, GSH kao donor elektrona ima ulogu u regeneraciji drugih neenzimskih
antioksidanata, vitamina C i E, u njihove aktivne oblike (Halliwell i Gutteridge, 2007; Valko i
sar., 2007; Mironczuk-Chodakowska i sar., 2018). Pored toga, §titi ¢elije od apoptoze
interakcijom sa proapoptotskim i antiapoptotskim signalnim putevima, a takode moze da
reguliSe i aktivira nekoliko transkripcionih faktora kao §to su AP-1, NF-xB i Sp-1 (Birben i
sar., 2012).

1.6.7. Vitamin C (Askorbinska kiselina)

Vitamin C je snazan redukujuci agens, hidrosolubilan je i ima brojne bioloske funkcije.
Ukljuen je u prvu liniju antioksidativne odbrane, §titi fosfolipide i1 proteine celijskih
membrana od oksidativnog oStec¢enja, kao kofaktor moze da donira elektrone u razliitim
neenzimskim 1 enzimskim reakcijama, ucestvuje u signalingu, u regulaciji diferencijacije i rasta
¢elije, u jacanju funkcije imunog sistema, u resorpciji nehemskog gvozda, sintezi holesterola
itd. (Pehlivan, 2017). Vitamin C kao antioksidant direktno uklanja reaktivne vrste kiseonika
kao §to su 02", H202, OH", 102 i LOOH, i ima veliki zna¢aj u zastiti ¢elije od oksidativnog
ostecenja. Takode, vitamin C reaguje i sa drugim antioksidantima, kao §to su glutation, vitamin
E i koenzim Q. Efikasan je kao donor elektrona u reakciji regeneracije vitamina E (o-
tokoferola) iz a-tokoferol radikala (TOe):

LOO+ + TOH — LOOH + TO-
AscH™ + TOs — Asc*” + TOH

U oksido-redukcionim reakcijama, tokom uklanjanja slobodnih radikala, vitamin C se
oksiduje u dehidroaskorbinsku kiselinu (DAsA), a redukcijom DAsA moze ponovo da nastane
askorbinska kiselina dejstvom enzima glutation-zavisne dehidroaskorbat reduktaze. U ovoj
reakciji dva molekula GSH se oksiduju do GSSG. Medutim, visoke koncentracije vitamina C
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mogu da ispolje i prooksidativne efekte u prisustvu metalnih jona Cu?* ili Fe3* (Athar i sar.,
2008; Gill i Tuteja, 2010; Pehlivan, 2017).

1.6.8. Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja imaju aromaticni prsten sa jednom ili vise hidroksilnih grupa. To su
sekundarni metaboliti koji poti¢u iz pentozno-fosfatnog, Sikimatnog ili fenilpropanoidnog puta
u biljkama. Siroko su rasprostranjeni u biljnom carstvu, od jednostavnih fenolnih kiselina do
sloZzenih materija kao §to su tanini. Nalaze se uglavnom u svim delovima biljaka, ukljucujuci
vegetativne organe, kao i u cvetovima, plodovima, cvastima itd. Polovina ovih fenolnih
bioaktivnih jedinjenja su flavonoidi (Shrinet i sar., 2021).

Fenolna jedinjenja mogu delovati kao antioksidanti na vise na¢ina. Fenolne hidroksilne
grupe su dobri donori vodonika, a antioksidanti koji su donori vodonika mogu reagovati sa
reaktivnim vrstama kiseonika i azota i prekinuti ciklus stvaranja novih radikala. Interakcija
hidroksilnih grupa fenola sa m-elektronima benzenovog prstena daje molekulima posebna
svojstva, a posebno sposobnost stvaranja slobodnih radikala koji su stabilizovani
delokalizacijom. Formiranje ovih relativno dugozive¢ih radikala moze da modifikuje
radikalima izazvane procese oksidacije. Antioksidativni kapacitet fenolnih jedinjenja takode se
pripisuje njihovoj sposobnosti da heliraju jone metala ukljucene u proizvodnju slobodnih
radikala (Pereira i sar., 2009). Fenolna jedinjenja ¢esto imaju snazne interakcije sa proteinima
zbog njihovih hidrofobnih benzenoidnih prstenova i potencijala fenolnih hidroksilnih grupa da
vezu vodonik. Fenolna jedinjenja deluju kao antioksidanti zahvaljujuéi svojoj sposobnosti da
inhibiraju neke enzime ukljuc¢ene u produkciju slobodnih radikala, poput razliitih izoformi
CYP, lipooksigenaza, ciklooksigenaze i ksantin oksidaze (Cos i sar., 1998; Parr i Bolwell,
2000).

Fenolna jedinjenja kao primarni antioksidanti deluju preko dva mehanizma: transfer
vodonikovog atoma (engl. hydrogen-atom transfer-HAT) i transfer elektrona (engl. single-
electron transfer-SET). HAT mehanizam odigrava se kada antioksidativno jedinjenje hvata
slobodne radikale doniranjem vodonikovih atoma:

(n) RO2" + ArOH — (n) ROOH + ArO°

Radikal koji nastaje tokom ove reakcije je stabilniji od RO2*. SET mehanizam odigrava
se u sluc¢ajevima kada antioksidant prenosi jedan elektron kako bi pomogao u smanjenju
potencijalnih ciljnih jedinjenja (Amarowicz i Pegg, 2019):

(n) RO2" + ArOH — (n) ROy + [ArOH]"

Fenolna jedinjenja su primarno kategorisana u nekoliko klasa koje ukljuc¢uju fenolne
kiseline, flavonoide, tanine, stilbene i lignine (Shrinet i sar., 2021).

Fenolne Kiseline su klasa fenolnih jedinjenja koja se nalaze u vocu i povréu i mogu da
se podele u dve grupe: jedinjenja izvedena iz hidroksibenzojeve kiseline i jedinjenja izvedena
iz hidroksicimetne Kkiseline. Fenolna jedinjenja izvedena iz hidroksibenzojeve Kkiseline
karakteriSe jedna karboksilna grupa, a njeni najées¢i derivati su p-hidroksibenzojeva, galna,
protokatehinska i vanilinska kiselina. Jedinjenja izvedena iz hidroksicimetne Kkiseline
karakteriSu dva ugljenikova skeleta sa najmanje jednim vodonikovim molekulom koji moze da
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bude zamenjen hidroksilnom grupom. Medu njima su najzastupljenije p-hidroksicimetna, p-
kumarinska, kafeinska i ferulinska kiselina (de Araujo i sar., 2021).

Flavonoidi su najveca grupa fenolnih jedinjenja i $iroko su rasprostranjeni u biljkama,
posebno u vocu. Njihove strukture se sastoje iz dva aromati¢na prstena, koja su povezana
zajedno sa mostom od tri ugljenikova atoma koji formiraju oksigenisani heterocikl. Njihove
bioloske aktivnosti, uklju¢ujuéi antioksidativnu aktivnost, zavise znacajno od strukturnih
razlika i obrazaca glikozilacije (Mrduljas i sar., 2017). Studije o derivatima flavonoida su
pokazale Sirok spektar antibakterijske, antiinflamatorne, antikancerogene i antialergijske
aktivnosti.

Antioksidativno svojstvo flavonoida je bio prvi prou¢avani mehanizam delovanja u
pogledu njihovog zastitnog dejstva protiv kardiovaskularnih bolesti. Pokazano je da flavonoidi
efikasno uklanjaju vec¢inu slobodnih radikala koji uzrokuju oksidativna oStec¢enja i nastanak
razli¢itih bolesti. Antioksidativni mehanizam uklju¢uje smanjenje stvaranja ROS inhibiranjem
enzima, helacijom mikroelemenata koji su ukljuceni u produkciju slobodnih radikala,
hvatanjem reaktivnih vrsta, up-regulacijom i zastitom antioksidativne odbrane. Vise od 4000
flavonoida je identifikovano, i mogu se podeliti na halkone, antocijanine, flavone, izoflavone,
flavanone, flavonole i flavanole (Nunes i sar., 2012).

Antioksidativno delovanje fenolnih kiselina zavisi od broja i polozaja hidroksilnih
grupa u odnosu na karboksilnu grupu, i raste sa povecanjem stepena hidroksilacije.
Hidroksicimetne kiseline pokazuju vecu antioksidativnu aktivnost jer sadrze -COOH grupu u
rezonanciji sa -CH grupom, $to omogucéava vecu sposobnost doniranja protona i sposobnost
stabilizacije radikala u poredenju sa hidroksibenzojevom kiselinom (Shrinet i sar., 2021).

1.7. Imela, Viscum album L.

Rod Viscum obuhvata od 70 do 120 vrsta koje naseljavaju tropske i suptropske regione
Afrike, Madagaskara, Azije i Australije, kao i zone umereno-kontinentalne i umereno-
maritimne klime Evrope, Azije i juzne Afrike. Sve vrste roda Viscum rastu u vidu grma, a vodu,
kao 1 hranljive materije, dobijaju putem organa haustorijuma, koji pric¢vrS¢uje parazita za
domacina i stvara provodni most ksilem-ksilem/ksilem-floem izmedu obe biljke (Maul i sar.,
2019; Krasylenko i sar., 2020). Vrste roda Viscum zadrzavaju u vecéoj ili manjoj meri
sposobnost vrSenja fotosinteze. Listovi su veliki 1 kozasti ili ljuskasti, cvetovi jednopolni,
sloZeni u zbijene sedece cvasti, a plodovi okrugle bobice (Dikli¢, 1972; Maul 1 sar., 2019). Rod
je zastupljen u Evropi sa dve vrste, od kojih se jedna javlja u Srbiji — Viscum album L. (bela
imela) (Dikli¢, 1972).

Bela (evropska) imela, Viscum album L. (Slika 14) je viSegodi$nja zimzelena biljna
vrsta koja je rasprostranjena Sirom Evrope, u Aziji i na bliskom istoku (zapadni Iran). Ova
vrsta ima Zbunastu zivotnu formu i dostize pre¢nik i do 1 m. V. album je poluparazitska vrsta
na razli¢itim drvenastim biljkama, kako na listopadnim, tako i na ¢etinarskim vrstama. Veoma
¢esto se moze videti na hrastu, crnoj topoli, kestenu, ali 1 jabuci, kruski, a neSto rede na boru i
omorici. Studija Barney i sar. (1998) je pokazala da u prirodnim uslovima 384 biljne vrste
mogu biti domacini za V. album.

V. album ima duguljaste i uske listove koji su jeziCastog oblika, tvrdi i kozasti,
zimzeleni i naspramno postavljeni. To je dvodoma biljka, koja cveta u periodu od februara do
maja i opraSuje se insektima. Zenski i muski cvetovi su neupadljive Zuckastozelene boje. Plod
je bobica, veli¢ine zrna graska, u pocetku zelene boje, kasnije bele do zuckaste, sa sluzavim
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tkivom i 1-2 semena. Bele bobice raznosi veliki broj ptica, koje se uglavhom njima hrane.
Posebno svojstvo bobice imele je sluzava supstanca viscin, koja se snazno moze zalepiti za
koru domacéina (Dikli¢, 1972; Kahle-Zuber, Doris, 2008; Cebovi¢, 2008). Taksonomska
pripadnost vrste Viscum album L. data je u Tabeli 1.

Slika 14. Evropska imela (Viscum album L.)

(preuzeto sa: https://pixels.com/featured/european-mistletoe-common-mistletoe-viscum-album-
bildagentur-online.html)

Tabela 1. Sistematika biljne vrste Viscum album L.

Carstvo (Regnum) Plantae

Klasa (Classis) Magnoliopsida
Red (Ordo) Santalales
Porodica (Familia) Santalaceae

Rod (Genus) Viscum

Vrsta (Species) Viscum album L.

Vrsta V. album je Siroko poznata kao lekovita biljka koja ima dugu istoriju kori§éenja.
Upotreba ove vrste kao leka datira jos od drevnog keltskog naroda. Prema Gaju Pliniju ova
biljka se smatrala protivotrovom i postala “pravo ¢udo” zahvaljuju¢i sposobnosti da “izleci
svaku bolest”. Infuzija imele tradicionalno je koriS¢ena kao lek kod visokog krvnog pritiska,
vrtoglavice i osipa. U periodu od 23. do 79. godine pre nove ere Plinije je objasnio delotvorno
dejstvo imele kod leCenja neplodnosti, Cireva i epilepsije. Tokom 18. veka, imela se
primenjivala kod slabosti srca i edema. Kasnije se koristila za leCenje gréeva, urinarnih
poremecaja, sr¢anih oboljenja, delirijuma, histerije, neuralgije, nervnog ostecenja i mnogih
drugih tegoba proizaslih iz oslabljenog i poremeéenog stanja nervnog sistema. Rudolf Stajner,
osniva¢ antropozofije, preporucio je imelu za leCenje raka na osnovu zapazanja da je imela,
poput raka, parazitska i letalna za domacina, a Svajcarske i nemacke klinike koje su osnovane
sa ciljem da sprovedu ovu ideju i dalje aktivno koriste preparat imele. Stajner i Ita Vegman
smatrali su da bi se aktivni terapijski sastojak trebalo ekstrahovati u dve sezone (leto i zima)
da bi se dobilo efikasnije terapijsko dejstvo, uzimajuéi u obzir odbrambeni sistem biljke 1
sintezu razlic¢itih supstanci tokom godine (Singh i sar., 2016; Valle i sar., 2021). Prva nauc¢na
publikacija o lekovitosti imele datira iz 1933. godine (Kaelin, 1933). Uprkos jakoj istorijskoj
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pozadini kod upotrebe imele, nauc¢na zajednica je u 19. veku odbacila imelu kao lek, a
interesovanje se ponovo pobudilo u 20. veku, kada je Gaultier pokazao oralnu i potkoznu
primenu svezeg ekstrakta V. album za lecenje problema vezanih za poremecaj krvnog pritiska
kod zivotinja i Coveka (Singh i sar., 2016). Takode, V. album je ¢esto primenjivana i u drugim
delovima sveta. U Japanu se ova vrsta koristila za le¢enje hipertenzije, spazma srca,
reumatskog bola, kao i kod le¢enja promrzlina. U Indiji, Cajevi pripremani od listova imele
koristili su se za leCenje dijabetesa. U Africi, vrste roda Viscum bile su lek za stomacne tegobe.
U tradicionalnoj medicini Egipta ova biljka je koriS¢ena za leCenje epilepsije, arterioskleroze i
bolesti arterija srca i kao hipotenziv (Bussing, 2000; Lev i sar., 2011; Committee on Herbal
Medicinal Products, 2012).

1.7.1. Hemijski profil Viscum album L.

Veliki broj metabolita izolovanih iz bele imele obuhvataju: hetero-dimerne
glikoproteine, polisaharide, lektine, amine, triterpene, viskotoksine, alkaloide, lipide, peptide,
ciklitole i flavonoide. Sinteza pojedinih alkaloida, kao i nekih drugih jedinjenja koja su
prethodno navedena, ne desava se iskljucivo u biljnim organima V. album, ve¢ ih ova biljka
preuzima od domacéina (Singh i sar., 2016).

Velika, heterogena grupa jedinjenja prisutnih u V. album su lektini, koji imaju
sposobnost specificnog i reverzibilnog vezivanja Secera i slozenih ugljenih hidrata (ML-I, ML-
I1i ML-III). Nalaze se pretezno u izdancima i haustorijumu imele (Felenda i sar., 2019). Lektini
se klasifikuju kao tip Il ribozom-inaktivisu¢ih proteina, koji se sastoje od dva peptidna lanca,
A-lanca koji se sastoji od tri razli¢ita domena 1 B-lanca sa dva domena sli¢nih konfiguracija.
Lanci su povezani disulfidnim mostom. Lanac A inhibira sintezu proteina razgradnjom 28S
rRNA u ribozomima eukariotskih ¢elija i takode ubrzava apoptozu, dok lanac B ima sposobnost
vezivanja za receptore koji se nalaze na ¢elijskoj povrsini, §to omogucava proteinu da ude u
¢eliju (Kienle i Kiene, 2010; Nazaruk 1 Orlikowski, 2015; Singh i sar., 2016). ML-1, koji je jo§
poznat kao viskumin, ima svojstvo specificnog vezivanja D-galaktoze i nasao je Siroku primenu
u onkologiji 1 imunologiji zbog svojih imunomodulatornih 1 citotoksi¢nih osobina (Cebovic’,
2008).

Viskotoksini su amfipati¢ni polipeptidi sa 46 aminokiselinskih ostataka, i sadrze 3 ili
4 disulfidna mosta. U zavisnosti od sekvence aminokiselina, postoji 6 izomernih jedinjenja:
A2, A3 i B (viskotoksini) i Al, 1-PS i produkt njegove transformacije U-PS. Najvece
koncentracije viskotoksina prisutne su u listovima V. album (Felenda i sar., 2019), a sastav i
struktura ovih jedinjenja varira u zavisnosti od biljke domacina (Nazaruk i Orlikowski, 2015).
Istrazivanjem 3D strukture viskotoksina dobijene su informacije o specificnom mestu za
vezivanje fosfata, a takode se pretpostavlja da mesto za vezivanje fosfata i amfipaticna
struktura viskotoksina doprinose citotoksi¢nosti u eukariotskim c¢elijama, ¢ime se menja
integritet Celijske membrane. Pored njihove visoke strukturne homologije, bioloski efekti
viskotoksina mogu varirati u zavisnosti od njihovih razliitih izoformi. Viskotoksini pokazuju

visoku strukturnu i farmakoloSku povezanost sa zmijskim (kobrinim) kardiotoksinima (Singh
i sar., 2016).

Ugljeni hidrati imele ukljucuju oligo- i polisaharide. Razli¢iti tipovi polisaharida su
identifikovani u bobicama u odnosu na listove. Visoko metilovani homogalakturonan, pektin,
1 arabinogalaktan su karakteristicni za listove 1 izdanke, dok su bobice bogate ramno-
galakturonanima, arabinogalaktanima i malim koli¢inama ksiloglukana. SadrZaj polisaharida
varira od vrste domacina. Na primer, inozitol (58%) je identifikovan u ranoj fazi lipe, dok je u
kasnijoj galaktoza bila dominantan polisaharid (44%). lako nije pokazan efekat izolovanih
polisaharida imele, kao kod izolovanih lektina i viskotoksina, ne iskljucuje se njihov efekat u
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kompletnom ekstraktu, kao posledica razliitih tipova medusobnih interakcija komponenti
(Singh i sar., 2016; TiSma, 2016).

Terpenoidi predstavljaju klasu jedinjenja koja su zastupljena u V. album, naro¢ito u
njenim listovima (Cebovié, 2008). V. album je bogata triterpenima: B-amirin acetat, oleanolna
kiselina, betulinska kiselina, i smeSom fitosterola (stigmasterol i [-sitosterol) i njihovih
glikozida. Triterpeni predstavljaju znacajnu grupu jedinjenja sa dokazanim antikancerogenim
dejstvom (Nazaruk i Orlikowski, 2015).

Fenolna jedinjenja (fenolne kiseline, flavonoidi i fenilpropanoidi) predstavljaju jednu
od najzastupljenijih klasa supstanci prisutnih kod biljaka, sa znacajnom zastupljenoséu kod V.
album (Urech i Baumgartner, 2015). Koncentracije fenolnih kiselina i fenilpropanoida kod V.
aloum su pod znaCajnim uticajem biljke domacina. Fenolne kiseline, ukljucujuci
protokatehinsku, p-hidroksibenzojevu, kafeinsku, salicilnu, ferulinsku i sinapinsku kiselinu, su
prisutne u slobodnom obliku ili su vezane u vidu estara ili glikozida (Nazaruk i Orlikowski,
2015). Vicas 1 sar. (2011) su ispitivali sadrzaj fenolnih jedinjenja kod imele sa razli¢itih
domacina u tri razli¢ita perioda i utvrdili su da se znacajne razlike u sadrzaju fenolnih jedinjenja
javljaju i u zavisnosti od vremena (sezone) sakupljanja (uzorkovanja). Takode je pokazano da
je sadrzaj fenolnih jedinjenja ve¢i u vodenim ekstraktima u odnosu na etanolne.
Fenilpropanoidi izolovani iz listova i izdanaka ukljucivali su koniferin, siringin, koniferil
alkohol i siringenin 4-O-B-D-apiozil(1—2)-p-D-glukozid, eleuterozid E i siringarezinol-O-
glukozid (Nazaruk i Orlikowski, 2015). Da se u listovima imele nalaze brojni flavonoidi
ustanovili su jo§ Becker i Exner (1980), koji su utvrdili postojanje kvercetina, kao i njegovih 7

derivata. U epikutikularnom vosku (na spoljasnjoj strani lista) razli¢itth podvrsta imele
detektovani su kvercetin, kempferol i njihovi mono-, di- i trimetiletri (Haas, 2003).

1.8. Bioloska aktivnost i mehanizam delovanja Viscum album

1.8.1. Antitumorsko i imunomodulatorno delovanje

Brojne naucne studije su pokazale da ekstrakti imele ispoljavaju razli¢ite bioloSke
efekte ukljucujuc¢i antioksidativni, antidijabetski, antiinflamatorni, imunostimulativni i
antihipertenzivni efekat (Suveren i sar., 2017).

Najveci broj istrazivanja imele je vezan za antikancerogeno delovanje. Jo§ od 1917.
godine preparati imele se primenjuju u terapiji kancera i1 danas su najces¢e koris¢eni lek u
komplementarnoj medicini u le¢enju tumora (Felenda i sar., 2019). Na trziStu se nalaze brojni
preparati imele kao Sto su Iscador, Helixor, Eurixor, Isorel i ABNOBA viscum. U brojnim
studijama pokazano je da terapija imelom poboljsava kvalitet zivota, produzava zivot, smanjuje
nezeljene efekte konvencionalnih terapija (radioterapije 1 hemoterapije) i dovodi do regresije
tumora (Khil 1 sar., 2007; Kienle i Kiene, 2010). Naucnici 1 lekari su ukazali na znacajne
korisne efekte terapijom ekstrakta imele i njenih izolovanih komponenti. Ranija istrazivanja
pokazala su da lektini izolovani iz imele indukuju apoptozu kod razli¢itih tumorskih ¢elija
(Janssen i sar., 1993; Hostanska i sar., 1996; Bussing i Schietzel, 1999). Khil i sar. (2007) su
pokazali da lektini iz imele dovode do apoptoze ¢elija kancera kolona u uslovima in vitro i in
vivo putem aktivacije kaspaza i inhibicije antiapoptotskih proteina. Schaller i sar. (1996) su
ispitivali potencijalnu citotoksi¢nost Sest izolovanih viskotoksina na ¢elije Yoshida sarkoma i
zakljucili da postoje razlike u njihovoj citotoksi¢nosti, koje poticu iz njihovog kvalitativnog 1
kvantitativnog sastava. Kasnije je ustanovljeno da pored lektina i viskotoksina i druge aktivne
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komponente imele imaju antikancerogena svojstva. Delebinski i sar. (2015) su ustanovili da
triterpenske kiseline imaju ulogu u indukovanju apoptoze u celijskoj liniji humane akutne
mijeloidne leukemije. Melo i sar. (2018), medutim, smatraju da bi fenolna jedinjenja
identifikovana u imeli, koja ukljucuju hlorogensku i kafeinsku kiselinu, mogla takode doprineti
antiproliferativnim i antiapoptotskim efektima tinktura V. album.

Ispitivanja preparata imele i izolovanih jedinjenja iz ekstrakata V. album (poput lektina
i viskotoksina) ukazala su na snazniji antiproliferativni efekat kompletnog ekstrakta u odnosu
na pojedinaéna jedinjenja, najverovatnije usled njihovog sinergistickog dejstva (Twardziok i
sar., 2016; Kleinsimon i sar., 2017; Felenda i sar., 2019). Ekstrakti, kao i njihove izolovane
komponente, uti¢u na imuni sistem, §to je od velike vaznosti u tretmanu lecenja kancera. Stoga
postoji mogucénost da u buducénosti imunoterapija zameni konvencionalnu (Nazaruk i
Orlikowski, 2015). Smatra se da je antikancerogeno delovanje imele povezano sa
imunomodulatornom aktivnos$¢u kao §to su povecanje sazrevanja i aktivacije dendritskih ¢elija,
povecanje leukocita, eozinofila i granulocita, sekrecije citokina, kao i povecanje aktivnosti NK
¢elija (Tabiasco 1 sar., 2002; Huber, 2005; Elluru i sar., 2008; Huber, 2011; Steinborn 1 sar.,
2017; Oei i sar., 2019). Preparati imele mogu da doprinesu pojac¢avanju humoralnog i ¢elijskog
odgovora kod pacijenata koji boluju od raka, putem uticaja na poboljSanje stanja imunoloskih
parametara u krvi (Gardin, 2009).

Mehanizam antikancerogenog delovanja imele prikazan je na Slici 15. Imela deluje
preko dva signalna puta — PI3BK/AKT i MAPK. PI3K/AKT put je odgovoran za rast i opstanak
kancernih celija. V. album izaziva apoptozu inhibicijom fosforilacije AKT. MAPK put je
posredovan preko ERK, p38 i JNK. Imela pojacava aktivaciju p38 i JNK1 i smanjuje ERK, §to
dovodi do apoptoze i zaustavljanja Celijskog ciklusa tumorskih ¢elija. Pored toga, snizava
“down”-regulacijom cikline (CCND1, CCNE i CCNA) i ciklin-zavisne proteinske kinaze
(CDK4, CDK2), inhibisu¢i celijski ciklus. V. album “up”-reguliSe proapoptotske proteine
(Bax) 1 “down”-reguliSe inhibitore apoptoze (IAPs) poput BCL2, BCL2L1, MCL1 1 XIAP. Na
kraju, dolazi i do oslobadanja citohroma c i do pokretanja kaspaza, §to rezultuje apoptozom
(Szurpnicka i sar., 2020).
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Slika 15. Mehanizam antitumorskog delovanja V. album

(preuzeto iz: Szurpnicka i sar., 2020, i modifikovano)
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1.8.2. Hipoglikemijsko i hipolipidemijsko delovanje Viscum album

Tradicionalna upotreba V. album kao antidijabetskog leka potvrdena je u brojnim in
vitro i in vivo studijama. Gray i Flatt (1999) su utvrdili da vodeni ekstrakt imele ima
stimulativni efekat na sekreciju insulina iz klonalnih B-¢elija, i da je porast dozno-zavisan.
Pored toga, ustanovili su da temperatura ekstrakta ne uti¢e na sekreciju insulina, a kako lektina
nema u zagrejanom ekstraktu pretpostavlja se da neke druge aktivne materije, poput
flavonoida, imaju antidijabetski efekat. Shahaboddin i sar. (2011) su zabelezili znacajno
smanjenje glukoze u krvi i povecanje insulina u serumu pacova kod kojih je aloksanom
izazvana hiperglikemija. Studija Orhana i sar. (2005) pokazala je da su antidijabetska svojstva
koja je imela ispoljila na pacove kod kojih je dijabetes indukovan streptozotocinom zavisna od
biljke domacina. Gallagher i sar. (2002) su pokazali da vodeni ekstrakti nekoliko biljaka, kao i
ekstrakta imele, inhibiraju difuziju glukoze koriste¢i in vitro model apsorpcije glukoze.

Mehanizam antidijabetske aktivnosti imele prikazan je na Slici 16. Imela pojacava
lucenje insulina i prekursora insulina, C-peptida. Insulin se vezuje za receptor tirozin Kinaze
(RTK). Aktivirani receptor zatim fosforilise IRS-1 protein, §to dovodi do aktivacije PI3K, koja
katalizuje adiciju fosfatne grupe na PIP2 pri ¢emu nastaje PIP3. PIP3 onda aktivira PDK1 Kkoji
dovodi do fosforilacije AKT, pomeranja transportera glukoze GLUT-4 do membrane i ulaska
glukoze. Imela pojacava ekspresiju GLUT-4, IRS-1 i AKT. Proteinska frakcija imele povecava
odgovor transkripcionih faktora PDX-1 i beta2 (neuroD). PDX-1 i beta2 postaju fosforilisani i
reguliSu transkripciju gena za insulin (Szurpnicka i sar., 2020).
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Slika 16. Mehanizam hipoglikemijskog delovanja V. album

(preuzeto iz: Szurpnicka i sar., 2020, i modifikovano)
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Rezultati studije Adaramoye i sar. (2012) pokazali su da V. album doprinosi znacajnom
poboljsanju lipidnog profila u serumu pacova kod kojih je streptozotocinom indukovan
dijabetes. Od 61 ispitivane biljke od medicinskog znacaja V. album je pokazala znacajno
inhibitorno dejstvo na pankreasnu lipazu (Lee i sar., 2012). Utvrdeno je da imela smanjuje
biosintezu holesterola supresijom ekspresije SREBP-1c¢ i FAS, koji su ukljuceni u regulaciju
sinteze masnih kiselina kod ovarijektomisanih Zzenki pacova (Kim i sar., 2015).

Mehanizam moguceg hipolipidemijskog delovanja V. album je prikazan na Slici 17.
Lipoproteinska lipaza (LPL) konvertuje triacilgliceride do slobodnih masnih kiselina. Masne
kiseline se zatim premestaju u Celiju i pretvaraju u acil-CoA. Karnitinska palmitoiltransferaza
1 (CPT1) pretvara acil-CoA u acilkarnitin, koji se transportuje u mitohondrije pomo¢u CAT.
Karnitinska palmitoiltransferaza 2 (CPT2) pretvara acilkarnitin ponovo u acil-CoA, i onda acil-
CoA ulazi u ciklus trikarbonskih kiselina (TCA ciklus). Citrat izlazi iz mitohondrije i
konvertuje se u acetil-CoA, koji se karboksiluje do malonil-CoA. FAS prolazi kroz redukcionu
sintezu palmitata, koji se pretvara u palmitoil-CoA $to dovodi do stvaranja triacilglicerida.
Pored toga, malonil-CoA inhibira CPT1. Imela smanjuje ekspresiju FAS, acil-CoA sintaze
(ACC), acil-CoA sintetaze (ACS) i LPL, i smanjuje ekspresiju SREBP-1c, C/EBP-a i PPAR-
vy mRNA (Szurpnicka i sar., 2020).
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Slika 17. Mehanizam hipolipidemijskog delovanja V. album

(preuzeto iz: Szurpnicka i sar., 2020, i modifikovano)
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1.8.3. Hepatoprotektivno delovanje Viscum album

Glavni indikatori oSte¢enja jetre su enzimi aspartat aminotransferaza (AST), alanin
aminotransferaza (ALT) i alkalna fosfataza (ALP). V. album ima sposobnost da smanji
aktivnost ovih enzima, $to je pokazano u vise studija (Abdel-Salam i sar., 2010; Ogbonnanya
i sar., 2010; Yusuf i sar., 2015). Takode, imela je pokazala poboljSanje u morfoloskim
promenama izazvanim ugljen-tetrahloridom i paracetamolom (Abdel-Salam i sar., 2010; Yusuf
i sar., 2015).

Mehanizam hepatoprotektivnog delovanja V. album nije u potpunosti razjasnjen, ali bi
mogao biti posredovan TGF-B/Smad putem, koji je prikazan na Slici 18. TGFB1 se vezuje za
svoj receptor, koji se sastoji od dve subjedinice tipa I i dve subjedinice tipa 1. Subjedinica tip
II fosforiliSe subjedinicu tip I, koja onda fosforiliSe Smad2 1 Smad3. Fosforilisani Smad2 i 3
vezuju se za Smad4 i zajedno prenose u jedro gde reguliSu ekspresiju ciljnih gena. Smad7 je
inhibitorni Smad koji negativno regulise aktivaciju Smad 2/3 (Szurpnicka i sar., 2020).
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Slika 18. Mehanizam hepatoprotektivne aktivnosti V. album

(preuzeto iz: Szurpnicka i sar., 2020, i modifikovano)
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1.8.4. Antioksidativno delovanje Viscum album

Biljke koje imaju veliki medicinski znacaj Cesto su bogate fenolnim jedinjenjima
(Akinmoladun i sar., 2007). Fenolna jedinjenja imaju izrazena antioksidativna delovanja i Stite
od slobodnih radikala (Oluwaseun i Ganiyu, 2008). Antioksidativna aktivnost fenolnih
jedinjenja uglavnom je posledica njihovih redoks svojstava, koja im omoguc¢avaju da deluju
kao redukcioni agensi, donori vodonika, “hvata¢i” slobodnih radikala, posrednici za
neutralizaciju singlet kiseonika i helatori metala (Alia i sar., 2003; Ami¢ i sar., 2003;
Ademiluyi, 2006). Rezultati Sengul i sar. (2009) su pokazali da od 8 ispitivanih medicinskih
biljaka V. album ispoljava najjacu antioksidativnu aktivnost (82,23%). Ustanovljeno je da
antioksidativna svojstva imele variraju u zavisnosti od biljke domacina, doba godine kada se
sakupljaju delovi biljke imele, ali i od rastvaraca koji se koristi tokom procesa ekstrakcije
(Onay-Ucar i sar., 2006; Majeed i sar., 2021). Stefanucci i sar. (2020) su ispitivali
antioksidativnu aktivnost ekstrakta ploda, lista i semena V. album i dobijeni rezultati DPPH i
ABTS testova pokazali su da ekstrakt lista ispoljava najve¢u sposobnost “hvatanja” DPPH*
radikala (49,0 mg TE/g) i ABTS™" radikala (75,44 mg TE/g). Studija Kim i sar. (2010) je
pokazala da lektin izolovan iz V. album uklanja slobodne radikale, smanjuje oksidativni stres i
inhibira lipidnu peroksidaciju in vitro, u ¢elijskoj liniji LLC-PKj.
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Upotreba pesticida je povecana sa rastom svetske populacije, kao i povecanom
proizvodnjom hrane i smanjenjem Steto¢ina i bolesti. Njihovo prekomerno kori$¢enje moze
dovesti do rizika ne samo za ljudsko zdravlje ve¢ i za neciljne organizme i Zivotnu sredinu.
Ispitivanje potencijalne toksi¢nosti dva najviSe koriS¢ena insekticida hlorpirifosa (CPF) i
imidakloprida (IMI) je od velikog znac¢aja u pogledu ouvanja zivotne sredine i zastite zdravlja
ljudi. Utvrdeno je da ovi insekticidi mogu ispoljiti toksi¢ne efekte koji zavise od primenjene
doze, njihovog toksi¢nog potencijala, toksikokineti¢ih i toksikodinamickih osobina, kao i
hemijskih karakteristika, itd.

CPF spada u klasu organofosfornih insekticida, a primarni mehanizam delovanja
zasniva se na ireverzibilnoj inhibiciji aktivnosti enzima AChE, a kasnije 1 prestanak
holinergi¢ne sinapti¢ke transmisije i stimulacije nervnog sistema.

IMI je neonikotinoidni insekticid sa sistemi¢nom aktivnos¢u, ali i kontaktnim i
digestivnim delovanjem. Ima veliku selektivnost i specifican mehanizam delovanja na nervni
sistem insekata u odnosu na sisare. U poredenju sa nikotinom, IMI i strukturno sli¢ni
neonikotinoidi su kompetitivni modulatori i ireverzibilni agonisti postsinapti¢kih NAChR.

Evropska imela, Viscum album L. je viSegodis$nja zimzelena, poluparazitska biljka koja
raste na razli¢itim vrstama Cetinarskog i listopadnog drveca Sirom Evrope. Primenjuje se u
tradicionalnoj ali 1 komplementarnoj medicini u lecenju razlicitih bolesti. Imela sadrzi razlicita
bioloski aktivna jedinjenja, medu kojima su viskotoksini, lektini i jedinjenja iz klase fenola.
Ovi sekundarni metaboliti imele ispoljavaju razli¢ite bioloski znacajne efekte, kao §to su
antitumorska svojstva, antiinflamatorni, imunomodulatorni i antioksidativni efekti, zbog ¢ega
se ovoj biljci moze pripisati vazan medicinski znacaj.

Na osnovu hipoteze i predmeta istrazivanja disertacije, koji se odnose na ispitivanje
efekata ekstrakata biljne vrste Viscum album L. na toksi¢nost izazvanu insekticidima CPF i
IMI u in vitro i in vivo uslovima, definisani su ciljevi istrazivanja, koji obuhvataju:

» Sakupljanje, suSenje i dobijanje ekstrakata listova imele (metoda ultrazvucne
ekstrakcije);

» Kovalitativno odredivanje sadrzaja bioloski aktivnih jedinjenja u ekstraktu lista imele
(spektrofotometrijske metode):
e ukupni fenoli,
e ukupni flavonoidi,
o kondenzovani tanini, i
« galotanini;

» ldentifikacija i kvantitativno odredivanje fenolnih jedinjenja u ekstraktu listova imele
(HPLC-DAD analiza);

» Odredivanje biohemijskog potencijala i antioksidativne aktivnosti ekstrakata listova
imele primenom testova:
o za ukupnu antioksidativnu aktivnost,
« nanivou DPPH" radikala,
« nanivou inhibicije lipidne peroksidacije,
 nanivou hidroksil radikala (OH),
e nanivou ABTS"" radikala;
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Ispitivanje vijabilnosti ¢elija MRC-5 linije (humana celijska linija zdravih fibroblasta
pluca) i odredivanje citotoksi¢nosti primenom MTT testa u in vitro uslovima:

pojedinacni tretmani insekticida CPF i IMI i ekstrakata listova imele,
kotretmani insekticida i ekstrakata listova imele u izabranim koncentracijama;

In vivo ispitivanje toksi¢nosti subletalnih doza insekticida CPF i IMI, kao i zastitni
efekat ekstrakata lista imele u pojedinaénim i1 kombinovanim tretmanima kod
subakutno tretiranih pacova Wistar soja:

odredivanje hematoloskih parametara u krvi (broj eritrocita (RBC), broj leukocita
(WBC), hematokrit (Hct), koncentracija hemoglobina (Hb) i broj trombocita (PIt));

odredivanje biohemijskih parametara u serumu (ukupni proteini, albumini, glukoza,
ukupni  holesterol, trigliceridi, alanin aminotransferaza (ALT), aspartat
aminotransferaza (AST), laktat dehidrogenaza (LDH), bilirubin, kreatinin i urea);

odredivanje aktivnosti enzima holinesteraze (ChE) u serumu, 1 acetilholinesteraze
(AChE) (u odabranim tkivima);
odredivanje parametara redoks statusa u odabranim tkivima (jetra, bubrezi, testisi):

% parametri oksidativnog stresa (superoksid anjon radikal (O2*), vodonik peroksid
(H202), azot monoksid (NO), lipidni peroksidi (LPO)),

% enzimi antioksidativnog sistema zastite (superoksid-dismutaza (SOD), katalaza
(CAT), glutation-peroksidaza (GSH-Px), glutation reduktaza (GR), glutation-S-
transferaza (GST)),

% neenzimske komponente antioksidativnog sistema (redukovani glutation
(GSH), oksidovani glutation (GSSG) i vitamin C),

ispitivanje histopatoloskih promena u jetri i bubrezima.
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Eksperimentalna istrazivanja za potrebe izrade ove doktorske disertacije obavljena su
u laboratoriji za Eksperimentalnu fiziologiju i Celijsku i molekularnu biologiju Instituta za
biologiju i ekologiju Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta u Kragujevcu, u
laboratoriji za hemiju Agronomskog fakulteta u Cacku Univerziteta u Kragujevcu i na
Odeljenju za patologiju i histologiju Univerzitetskog klini¢kog centra u Kragujevcu.

3.1. Sakupljanje biljnog materijala i priprema ekstrakata

U eksperimentalnom delu su ispitivani ekstrakti lista biljne vrste Viscum album L. (bela
imela). Koris¢eni su svezi listovi bele imele, sakupljani sa kruske (Pyrus communis L.) u
septembru 2016. godine na planini Zlatibor (opstina Cajetina), na nadmorskoj visini od 815 m.
Listovi imele su zatim prirodno suseni na vazduhu oko 30 dana, bez izlaganja direktnoj
suncevoj svetlosti. Osuseni listovi su usitnjeni U blenderu, a zatim odlozeni u papirne kese i
¢uvani na tamnom i dobro provetrenom mestu do pripreme ekstrakata.

Slika 19. Bela imela (Viscum album L.) (Foto: M. Milosevic¢)

Za ekstrakciju aktivnih komponenti iz listova imele koris¢ena je metoda ultrazvuéne
ekstrakcije. Uzorak osusenih listova mase 10 g stavljen je u volumetrijski balon u koji je dodato
250 mL redestilovane vode. Sadrzaj je sonifikovan u trajanju od 30 min. pri frekvenciji od 40
kHz i energiji ultrazvuka 90% (snage 216W). Dobijeni ekstrakt je proceden pomoc¢u Whatman
N°1 filter papira, koncentrovan do suve mase koriS¢enjem rotacionog vakuum uparivaca
(Devarot, Elektromedicina, Slovenija) i osuSen na temperaturi od 40°C. Suvi ostatak je stavljen
u staklene bocice i ¢uvan u frizideru (4°C) do upotrebe. Prinos suvog ekstrakta listova imele
iznosio je 25,15 g na 100 g suvog biljnog materijala. Za odredivanje hemijskog sastava u
ekstraktu lista imele koriS¢ene su spektrofotometrijske metode za odredivanje sadrzaja
jedinjenja fenolnog tipa i HPLC metoda za kvalitativnu i kvantitativnu analizu sadrzaja fenola.
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3.2. Kvalitativno odredivanje fenolnih jedinjenja u ekstraktu lista

3.2.1. Odredivanje ukupnog sadrzaja fenola

Za odredivanje ukupnog sadrzaja fenola u ekstraktu lista Viscum album L. kori$¢ena je
metoda koja se zasniva na merenju redukcionog kapaciteta polifenola u reakciji sa Folin-
Ciocalteu reagensom (smesa Na,WO4 i Na2MoQg) (Singleton i Rossi, 1965). U baznoj sredini
fenolna jedinjenja disocijacijom daju proton i fenoksidni anjon, koji redukuje Folin-Ciocalteu
reagens (Zuti kompleks), pri ¢emu nastaje jon (Fenol-MoW11040)* plave boje. Ova hemijska
reakcija je prikazana jednac¢inom:

Na,WO4/Na;MoOs+ Fenol — (Fenol-MoW11040)*
+ e —Mo (V)

Intenzitet plave boje se odreduje spektrofotometrijskim merenjem apsorbance na 765 nm i
proporcionalan je ukupnoj koli¢ini fenolnih jedinjenja u uzorku ekstrakta lista.

Korisceni rastvori:

1) 0,2 M Folin-Ciocalteu reagens

2) 7,5% NaHCO3

3) standardni rastvor galne kiseline (1 mg/mL)
4) vodeni rastvor ekstrakta lista Viscum album L.

Procedura:

Reakciona smesa dobijena meSanjem 0,5 mL vodenog rastvora ekstrakta lista sa 2,5
mL Folin-Ciocalteu reagensa i 2 mL NaHCOg inkubirana je 15 min. u mraku na 45°C.
Vrednosti apsorbanci su oc€itavane spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 765 nm u
poredenju sa slepom probom kojoj se doda 0,5 mL destilovane vode umesto uzorka ekstrakta
lista. Za konstrukciju kalibracione krive (zavisnost apsorbance i koncentracije), koris¢eni su
standardni rastvori galne kiseline (koncentracija od 0,1 mg/mL do 1 mg/mL). Sadrzaj ukupnih
fenola u ekstraktu lista odreden je prema dobijenoj jednacini kalibracione krive galne kiseline.
Rezultat je izrazen u mg ekvivalenta galne kiseline na g suve mase ekstrakta i prikazan kao
srednja vrednost tri uzastopna merenja svakog uzorka (mg GKE/g £ SD).

3.2.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Za odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida u ekstraktu lista koris¢ena je metoda prema
Brighente i sar. (2007), koja se zasniva na osobini flavonoida da sa jonima metala poput AI**
grade metalo-komplekse. Intenzitet boje metalnih kompleksa koristi se za kvantifikaciju
flavonoida u ispitivanom uzorku, a apsorbanca se meri spektrofotometrijski na 415 nm.

KoriS¢eni rastvori:

1) 2% AICl3

2) standardni rastvor rutina (1 mg/mL)

3) vodeni rastvor ekstrakta lista Viscum album L.
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Procedura:

Za konstrukciju kalibracione krive koriséeni su standardni rastvori rutina (koncentracija
od 0,02 do 0,1 mg/mL). U 0,5 mL vodenog rastvora ekstrakta lista (ili standardnog rastvora
rutina) doda se 0,5 mL 2% AIClIz i inkubira 60 min. na sobnoj temperaturi. Apsorbance su
ocitavane spektrofotometrijski na 415 nm u poredenju sa slepom probom (bez dodavanja
AICI3). Dobijeni rezultat na osnovu jedna¢ine kalibracione krive rutina izrazen je u mg
ekvivalenta rutina na g suve mase ekstrakta i prikazan kao srednja vrednost tri uzastopna
merenja svakog uzorka (mg RUE/g £ SD).

3.2.3. Odredivanje sadrZaja kondenzovanih tanina

Za odredivanje kondenzovanih tanina (proantocijanidina) u ekstraktu lista koris¢ena je
metoda Vermerrisa i Nicholsona (2006), koja se zasniva na reakciji selektivnog taloZenja
kondenzovanih tanina pomoc¢u formaldehida i floroglucinola.

Koriséeni rastvori:

1) floroglucinol (1,3,5-benzentriol, CeHsO3)

2) hlorovodoni¢na kiselina (u odnosu HC1/H,0=2:5) (Rastvor A)

3) formaldehid (HCHO), 13 mL 37% HCHO razblazenog vodom do 100 mL (Rastvor B)
4) vodeni rastvor ekstrakta lista Viscum album L.

Procedura:

Za odredivanje kondenzovanih tanina u ekstraktima lista, neophodno je prvo odrediti
ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja Folin-Ciocalteu metodom. Svakom ekvivalentu galne
kiseline prisutnom u ekstraktu doda se 0,5 mol-ekvivalenata floroglucinola. Zatim se u 2 mL
rastvora ekstrakta doda po 1 mL rastvora A i rastvora B. Ovako pripremljena smesa se inkubira
24 sata u mraku na sobnoj temperaturi da bi se istalozili tanini. Rastvor se procedi, a u
supernatantu se odreduje ukupna koli¢ina neistalozenih fenolnih jedinjenja. Dobijeni talog
sadrzi kondenzovane tanine kao i poznatu koli¢inu floroglucinola. Sadrzaj kondenzovanih
tanina izraCunava se kao razlika ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktu i supernatantu.
Rezultat je izrazen u mg ekvivalenta galne kiseline na g suve mase ekstrakta i prikazan kao
srednja vrednost tri uzastopna merenja svakog uzorka (mg GKE/g £+ SD).

3.2.4. Odredivanje sadrzaja galotanina

Kvantitativno odredivanje sadrzaja galotanina je prema metodi koju su opisali
Vermerris i Nicholson (2006), koris¢enjem kalijum jodata (K103) koji reaguje sa galoil estrima.
Tokom ove reakcije prvo nastaje jedinjenje crvene boje, a na kraju reakcije zute boje. Intenzitet
boje crvenog jedinjenja se o€itava na spektrofotometru na talasnoj duzini od 550 nm.

Koris¢eni rastvori:

1) kalijum jodat (K103, zasiceni rastvor)

2) standardni rastvor galne kiseline (1 mg/mL)
3) vodeni rastvor ekstrakta lista Viscum album L.
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Procedura:

U 3,5 mL ekstrakta lista doda se 1,5 mL zasi¢enog rastvora kalijum jodata, a zatim se
smes$a inkubira 40 min. na 40°C. Za standard je koriS¢ena galna kiselina. U toku inkubacije
dolazi do nastanka jedinjenja crvene boje, a promena apsorbance (do postizanja maksimalne
vrednosti) se prati spektrofotometrijski na 550 nm. Ukupna koli¢ina galotanina koja se nalazi
u uzorku izrazava se u mg ekvivalenta galne kiseline na g suve mase ekstrakta (mg GKE/g
SD). Rezultat je prikazan kao srednja vrednost tri uzastopna merenja za svaki uzorak.

3.3. HPLC analiza ekstrakta lista

Tecna hromatografija visokih performansi (engl. HPLC—,, high-performance liquid
chromatography ) je analiticka metoda za izolaciju, identifikaciju i kvantifikaciju hemijskog
sastava biljnih ekstrakata. Identifikacija i kvantifikacija polifenolnih jedinjenja u ekstraktu lista
Viscum album L. odredena je na HPLC sistemu (Agilent-1200 sa UV-Vis DAD detektorom za
multi detekciju talasnih duzina).

Procedura:

Kolona je termostatirana na 25°C, injekciona zapremina svih uzoraka je bila 5 pL i
izvrSeno je odvajanje u koloni Agilent-Eclipse XDBC-18 4.6 x 150 mm. Kao mobilna faza za
linearni gradijent koriS¢eni su sledeci rastvaraci:

- rastvara¢ A — H20 i 2% HCOOH
- rastvaraé¢ B — 80% ACN, 2% HCOOH i H,0

Komponente su razdvojene primenom linearnog gradijenta po slede¢oj Semi: 0-10 min.
0% B, 10-28 min. povecanje na 0-25% B, 28-30 min. 25% B, 30-35 min. povecanje na 25-50%
B, 35-40 min. poveéanje 50-80% B, i u poslednjih 5 min. se smanjuje na 80-0% B. Protok
mobilne faze podesen je na 0,8 mL/min.

Identifikacija polifenolnih jedinjenja prisutnih u ekstraktu lista je izvrSena poredenjem
retencionih vremena standarda i uzoraka pomocu apsorpcionih spektara pikova, metodom
spoljaSnjeg standarda. Od osnovnog standardnog rastvora koncentracije 1,0 mg/mL
rastvorenog u metanolu pripremljena je serija razblazenja odgovaraju¢ih masenih
koncentracija. Zatim su konstruisane kalibracione krive i na osnovu povrsine pikova koji su
dobijeni izraunata je ukupna koli¢ina polifenolnih jedinjenja u ekstraktu lista. U zavisnosti od
masene koncentracije standarda izracunati Su rezultati. Iz dobijenih jednacina linearne
zavisnosti izraCunate su masene koncentracije komponenti u ekstraktu lista. Sadrzaj
polifenolnih jedinjenja je izrazen u g po g suvog ekstrakta (ug/g).

3.4. Ispitivanje antioksidativnog potencijala ekstrakta lista

Za ispitivanje antioksidativnog potencijala ekstrakta lista imele (Viscum album L.)
korisc¢ene su slede¢e metode:

» ukupna antioksidativna aktivnost,

« antioksidativna aktivnost na nivou DPPH" radikala,

« antioksidativna aktivnost na nivou inhibicije lipidne peroksidacije,
« antioksidativna aktivnost na nivou hidroksil radikala (OH"), i

« antioksidativna aktivnost na nivou ABTS"" radikala.
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3.4.1. Odredivanje ukupne antioksidativne aktivnosti

Ukupna antioksidativna aktivnost ispitivanog ekstrakta lista imele odredena je fosfo-
molibdenskom metodom prema Prieto i sar. (1999). Metoda se zasniva na redukciji jona
Mo(VI) do jona Mo(V), prilikom koje nastaje fosfat-Mo(V) kompleks u kiseloj sredini u
prisustvu antioksidanta. Jedinjenje koje nastaje ovom reakcijom je zelene boje, a apsorbanca
je ocitavana na 695 nm. Askorbinska kiselina je koriS¢ena kao standardni antioksidant.

Koriséeni rastvori:

1) fosfomolibden reagens (28 mM natrijum-fosfat (NasPQO4) i 4 mM amonijum-molibdat
((NH4)2M004) u 0,6 M sumpornoj kiselini (H2S04))

2) standardni rastvor askorbinske kiseline (1 mg/mL)

3) vodeni rastvor ekstrakta lista Viscum album L.

Procedura:

Za konstrukciju kalibracione krive kori$éeni su standardni rastvori askorbinske kiseline
(koncentracijaod 0,1 do 2,0 mg/mL). U epruvete sa zapusa¢em se doda 0,3 mL uzorka (ekstrakt
lista i standard) i 3 mL fosfomolibden reagensa. Za slepu probu se umesto uzorka doda 0,3 mL
destilovane vode. Svi uzorci se inkubiraju 90 min. na 95°C i nakon hladenja do sobne
temperature, apsorbance se o€itavaju spektrofotometrijski na 695 nm u poredenju sa slepom
probom. Vrednosti ukupne antioksidativne aktivnosti u ekstraktu lista su odredene prema
dobijenoj jednacini kalibracione krive standardnog rastvora askorbinske kiseline. Dobijeni
rezultat je prikazan kao srednja vrednost tri uzastopna merenja svakog uzorka i izrazena je u
mg askorbinske kiseline na g ekstrakta (mg AKE/g+ SD).

3.4.2. Odredivanje antioksidativne aktivnosti merenjem nivoa DPPH" radikala

DPPH metoda se najceS¢e koristi za ispitivanje antioksidativnog kapaciteta biljnih
ekstrakata (Kumarasamy i sar., 2007), a pouzdana je zahvaljujuéi €injenici da je ljubicasto
obojeni DPPH* stabilan u radikalskoj formi. Reakcija neutralizacije DPPH" (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) radikala zasniva se na prenosu elektrona sa antioksidanta na radikal, $to dovodi
do stvaranja intermedijernog radikala koji preuzima proton, neutraliSe se i prelazi u DPPH-H
(Slika 20). Tokom ove reakcije boja rastvora prelazi iz ljubiCaste u Zutu, a stepen promene
intenziteta ljubiCaste boje srazmeran je antioksidativhom kapacitetu ekstrakta 1 meri se
spektrofotometrijski na 517 nm.

O:N
Antioksidant —
NO: — MR "

Biljni ekstrakt

Slika 20. Redukcija DPPH".
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Koriséeni rastvori:

1) rastvor DPPH (80 pg/mL)

2) standardni rastvori antioksidanata (askorbinska kiselina, galna kiselina i B-hidroksitoluol)
3) vodeni rastvor ekstrakta lista Viscum album L. (1 mg/mL)

Procedura:

U 100 mL etanola rastvori se 8 mg DPPH, tako da koncentracija bude 80 pg/mL. Kao
referentni standardi koris¢eni su askorbinska kiselina, galna kiselina i B-hidroksitoluol. Od
osnovnog rastvora ekstrakta i standarda napravljena je serija od 10 razblazenja zapremine 2
mL. U 2 mL uzorka (ekstrakt i standard) doda se 2 mL rastvora DPPH i ostavi u mraku 30
minuta. Uporedo se priprema i slepa proba sa etanolom umesto uzorka. Intenzitet obojenja i
sposobnost neutralizacije DPPH® radikala se odreduje spektrofotometrijski merenjem
apsorbance na 517 nm. Sposobnost “hvatanja” DPPH"* radikala je izracunata primenom sledece
formule:

A _A
[% neutralizacije] = —nirolezuzorka o 4

Akontrole

Vrednost ICso je definisana kao koncentracija ispitivanog uzorka koja neutralise 50% DPPH
radikala i izrazava se u pg/mL ekstrakta. Sve probe i kontrole su ispitivane u tri uzastopna
ponavljanja, a rezultat je izraZzen kao srednja vrednost ICso £+ SD.

3.4.3. Odredivanje antioksidativne aktivnosti na nivou inhibicije lipidne peroksidacije

Inhibicija stvaranja lipidnih peroksida u ekstraktu odreduje se tiocijanatnom metodom
koju su opisali Hsu i saradnici (2008), a zasnovana je na Fe-katalizovanoj reakciji razlaganja
hidroperoksida u kojoj se Fe?* oksiduje do Fe®'. Koli¢ina nastalog Fe** jona se odreduje
reakcijom sa tiocijanatom, a intenzitet crvene boje proporcionalan je koli¢ini Fe3* jona u
uzorku, kao 1 koli¢ini lipidnih peroksida i stepenu lipidne peroksidacije. Prisutni antioksidanti
smanjuju intenzitet boje rastvora, $to ukazuje na njihovu sposobnost da inhibiraju oksidaciju
linolne kiseline.

Koris¢eni rastvori:

1) emulzija linolne kiseline (0,2804 g linolne kiseline i 0,2804 g Tween-40 kao emulgatora u
50 mL 40 mM fosfatnog pufera, 0,2 M, pH 7.0)

2) standardi antioksidanata (1 mg/mL, askorbinska kiselina, a-tokoferol i B-hidroksitoluol)

3) amonijum-tiocijanat (30% NH4SCN)

4) vodeni rastvor ekstrakta lista Viscum album L. (1 mg/mL)

Procedura:

Pripremljena je serija standardnih rastvora antioksidanata i uzoraka. U 0,5 mL uzorka
(ekstrakt i standard) doda se 2,5 mL emulzije linolne kiseline, i smesa se inkubira 72 sata u
mraku na temperaturi od 37°C. Nakon toga se odmeri 0,1 mL alikvota reakcionog rastvora i
pomesa sa 4,7 mL etanola, 0,1 mL FeCl2 i 0,1 mL amonijum-tiocijanata. Apsorbanca ovako
dobijene smese se o€itava na talasnoj duzini od 500 nm. Kontrola se priprema sa metanolom
umesto uzorka. Kao standardi antioksidanata su uzeti askorbinska kiselina, a-tokoferol i f3-
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hidroksitoluol. Rezultat je prikazan kao srednja vrednost tri uzastopna merenja svakog uzorka,
a procenat inhibicije lipidne peroksidacije linolne kiseline je dobijen pomoc¢u formule:

Akontrole—Auzorka

[% inhibicije] = x 100

Akontrole

Kori$¢enjem softvera za analizu podataka Origine 8 dobijena je ICso vrednost koja se izrazava
u pg/mL ekstrakta.

3.4.4. Odredivanje sposobnosti neutralizacije hidroksil radikala

Za odredivanje sposobnosti ekstrakta da neutraliSe hidroksil radikale (OH") kori$¢ena
je modifikovana metoda Hinneburg-a i sar. (2006). OH" radikal je najreaktivniji slobodni
radikal kiseonika, a nastaje Fentonovom reakcijom izmedu Fe' jona i H2O2 u prisustvu
redukujuceg agensa (askorbinska kiselina). OH" radikal zatim oksiduje 2-deoksi-D-ribozu, a
nastali produkti reaguju sa TBA (tiobarbiturna kiselina) i daju rastvorima ruzicastu boju.

Koriséeni rastvori:

1) 5,6 mM 2-deoksi-D-riboza

2) 50 mM KH2POs-NaOH pufer, pH 7,4

3) 1 mM FeCls;

4) 1 mM EDTA

5) 10 mM H20>

6) 1 mM standardi antioksidanata (askorbinska kiselina i B-hidroksitoluol)
7) 2,8% TCA sa 1% TBA

8) vodeni rastvor ekstrakta lista Viscum album L. (1 mg/mL)

Procedura:

Kao standardi antioksidanata su uzeti askorbinska kiselina i [-hidroksitoluol.
Napravljena je serija razblaZenja ekstrakta lista i standarda. Reakcionoj smesi od 100 uL
ekstrakta ili standarda rastvorenih u vodi dodato je 500 pL 2-deoksi-D-riboze u 50 mM
KH2PO4-NaOH puferu (pH 7,4), 200 pL smese (100 pL FeClz i 100 uL EDTA u odnosu 1:1
v/v rastvora), 100uL H202 i 100 pL vodenog rastvora askorbinske kiseline. Kontroli je dodata
destilovana H2O umesto uzorka ekstrakta. Epruvete su muckane na vorteks mesalici i
inkubirane 30 min. na 50°C. Nakon inkubacije u svaku epruvetu je dodato po 1 ml 2,8% TCA
i 1 ml 1,0% TBA. Uzorci su centrifugirani i zagrevani u vodenom kupatilu 30 min. na 50°C.
Nakon hladenja, apsorbance rastvora su ocitavane spektrofotometrijski na 532 nm. 1Cso
vrednosti su izracunate na prethodno opisan nacin, a vrednosti inhibicije OH" radikala su
izraZzene u procentima iz apsorpcije kontrolnog i ispitivanog uzorka koris¢enjem obrasca:

Akontrole—Auzorka

x 100

[% inhibicije] =

Akontrole

3.4.5. Odredivanje antioksidativne aktivnosti merenjem nivoa ABTS™ radikala

Za odredivanje stepena neutralizacije ABTS'™ radikala (2,2'-azino-bis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonata) u prisustvu antioksidanata koris¢ena je metoda koju su opisali
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Re i sar. (1999). Metoda se zasniva na obezbojavanju rastvora stabilnog ABTS™" radikala
(tamno zelene boje) (Slika 21), koji je dobijen oksidacijom sa kalijum persulfatom (K2S20s) u
prisustvu nekih antioksidanata, a smanjenje apsorbance rastvora su ocitavane
spektrofotometrijski na 734 nm.
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Slika 21. ABTS hemijska reakcija sa antioksidantom

Koris¢eni rastvori:

1) 7 mM ABTS

2) 2,45 mM K2S20g (rastvoren u vodi)

3) rastvori standardnih antioksidanata

4) vodeni rastvor ekstrakta lista Viscum album L. (1 mg/mL)

Procedura:

Da bi nastao ABTS™ radikal, pomeSani su vodeni rastvori 7 mM ABTS i 2,45 mM
K2S>0gi ostavljeni 16 sati u mraku na sobnoj temperaturi. Dobijeni ABTS " rastvor je razblazen
metanolom da bi se dobio radni rastvor apsorbance 0,7 na 734 nm. Napravljena je serija
razblazenja rastvora ekstrakta i standardnih antioksidanata. U 900 pL radnog rastvora doda se
100 pL uzorka (ekstrakta i standarda). Kontrola se priprema sa metanolom umesto uzorka.
Reakciona smesa se inkubira 30 min. u mraku, a apsorbance uzoraka su oc¢itavane na 734 nm.
ICs0 vrednosti su izradunate na prethodno opisan nacin, a vrednosti inhibicije ABTS™ radikala
su izraZene u procentima iz apsorpcije kontrolnog i ispitivanog uzorka koris¢enjem obrasca:

A _A
[% inhibicije] — kontrole uzorka % 100
Akontrole

3.5. Ispitivanje citotoksi¢nosti u in vitro uslovima

U eksperimentima sa ¢elijskim linijama neophodni su kontrolisani uslovi (adekvatna
koncentracija CO2, kao i temperatura, vlaznost vazduha i odgovaraju¢a pH vrednost), Koji
obezbeduju najpovoljniju sredinu za rast i razvoj ¢elija. Pri gajenju ¢elija su neophodni i sterilni
uslovi, koji se postizu radom u laminarnoj komori, u kojoj je obezbedeno vertikalno strujanje
vazduha kroz filter koji omogucava preciS¢avanje vazduha, kao i1 koriS¢enje UV lampe i 96%
etanola za sterilisanje radnih povrS$ina, kako ne bi doslo do kontaminacije mikroorganizmima.
Takode, za rad se uvek koristi sterilisano laboratorijsko posude i pribor.
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3.5.1. Dizajn in vitro eksperimenta

U in vitro eksperimentima za pojedinacne tretmane je koriS¢ena serija rastvora dva
insekticida hlorpirifosa (Chlorpyrifos — CPF) i imidakloprida (Imidacloprid — IMI) u
koncentracijama 25, 50, 100, 200 i 300 M, koje su izabrane na osnovu studija Zhao i saradnika
(2019) i1 Bizerra i saradnika (2020). Takode, za pojedinacne tretmane je koriS¢ena i serija
vodenih rastvora ekstrakta lista imele Viscum album L. u slede¢im koncentracijama: 10, 20,
40, 50, 100, 200, 300, 400, 600 i 800 pg/mL. Nakon serije eksperimenata pojedinac¢nih
tretmana, za kombinovane tretmane ekstrakta i insekticida odabrane su po tri koncentracije (50,
100 i 300 uM) CPF i IMI, kao i tri koncentracije (100, 300 i 600 pg/mL) rastvora ekstrakta
lista imele. U eksperimentu su uradena tri ponavljanja za sve pojedina¢ne i kombinovane
tretmane insekticidima i ekstraktima u trajanju od 24 i 72 sata.

3.5.2. Celijska linija — MRC-5

U in vitro eksperimentima je kori§¢ena celijska linija humanih zdravih fibroblasta
pluca, (engl. ,,human lung fibroblasts*“ — MRC-5) (Slika 22), nabavljena iz repozitorijuma
¢elijskih kultura kompanije ATCC (engl. American Type Culture Collection).

ATCC Number: CCL-171
Designation:  MRC-§

Low Density ScaleBar=100um  High Density e Scal Bar= 100um
Slika 22. Morfoloski izgled ¢elija MRC-5 ¢elijske linije
(preuzeto sa: https://wwwe.atcc.org/products/ccl-171)

MRC-5 ¢elije su izduzenog, vretenastog oblika, a karakteriSe ih sposobnost brze deobe
(proliferacije) i adhezije za plasti¢nu povrsinu. Celije se gaje u sterilnim flaskovima povrsine
25 cm? i 75 cm? u hranljivom medijumu (engl. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium —
DMEM) u kome rastu i razmnozavaju se. DMEM medijum je sa visokim sadrzajem glukoze
(4,5 g/L), kome je dodato 10% fetalnog govedeg seruma (FBS), i antibiotika 100 ug/mL
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streptomicina i 100 IU/mL penicilina. Celije se gaje u inkubatoru u kome je podesena vlaznost
vazduha na 95%, temperatura od 37°C i 5% koncentracija CO..

3.5.2.1. Odmrzavanje Celija

Celijska linija fibroblasta plu¢a zamrznuta je u medijumu za krioprezervaciju, koji
sadrzi 20% FBS i 5% DMSO (dimetil-sulfoksid). Celije se drze u mikrotubama za zamrzavanje
u kontejnerima sa te¢nim azotom na temperaturi —196°C. Krioprezervacijom se smanjuje rizik
od kontaminiranja mikroorganizmima i drugim celijskim linijama, ali i od promena u
morfologiji ¢elija.

Nakon odmrzavanja, celije (zapremine 1 mL) se resuspenduju u 5 mL DMEM
medijuma zbog toksi¢nosti koju na ¢elije ima medijum za krioprezervaciju. Zatim se ova
suspenzija Celija centrifugira 10 min. na 1000Xg, supernatant se aspirira pomocu vakuum
pumpe, a istalozene ¢elije se resuspenduju u S mL DMEM medijuma i prebace se u mali flask
povrsine 25 cm? Medijum se zameni nakon 24 sata da bi se odstranio moguéi ostatak
krioprezervansa.

3.5.2.2. Pasaziranje Celija

Celije uzimaju hranljive materije iz medijuma i, dele¢i se, popunjavaju povriinu flaska.
Posle izvesnog broja deoba potrebno je prebaciti ¢elije u novi flask, odnosno izvrsiti pasazu
¢elija 1 smanyjiti njihovu koncentraciju. Pasaziranje ¢elija se vrsi kada pokrivenost dostigne 80—
90% povrsine flaska. Da bi se ¢elije odlepile sa povrSine flaska, ali 1 da bi se raskinule veze
izmedu susednih celija, pre svakog pasaZiranja, ali i pre zasejavanja Celija potrebno ih je
tripsinizirati primenom tripsina i EDTA (Freshney, 1983). Tripsinom se raskidaju peptidne
veze, a EDTA ima ulogu u vezivanju jona magnezijuma i kalcijuma neophodnih za formiranje
meducelijskih veza. U procesu tripsinizacije ¢elije u flasku se ispiraju dodavanjem 1 mL 0,25%
tripsin-EDTA, a onda se dodaje 1 mL tripsin-EDTA za flask od 25 cm? ili 2 ml za flask od 75
cm?. Prati se postepeno odlepljivanje éelija od povrsine flaska, i nakon 3-5 minuta u flasku se
nalazi razredena koncentracija ¢elija. Odmah nakon tripsinizacije se visi proces pasaziranja
tako S§to se odredena zapremina suspenzije Celija prebaci u novi flask, 1 u oba flaska se doda 5
ili 10 mL DMEM medijuma da bi se neutralisalo dejstvo tripsina.

3.5.2.3. Brojanje celija

Pre pocetka eksperimenta treba odrediti broj ¢elija kao 1 njihovu vijabilnost, odnosno
procenat zivih ¢elija koji se odreduje hemocitometrijski. Prilikom brojanja ¢elija koristi se boja
tripan plavo (engl. trypan blue). Zive éelije su nepropustljive za ovu boju, i prilikom dodavanja
boje nece se obojiti. Kod mrtvih celija, gde je integritet membrane narusen, dolazi do
propustanja plave boje u citoplazmu Celija, pa se posmatranjem pod mikroskopom mogu uociti
plavo obojene mrtve ¢elije za razliku od zivih Celija.

Suspenzija ¢elija se pomesa sa tripan plavom bojom u odnosu 1:1, odnosno po 10 pL.
Zatim se ova smeSa Sipa u Ngubauerovu komoru za brojanje celija. Za brojanje se koristi
svetlosni invertni mikroskop. Celije se broje u 3 velika dijagonalna kvadrata (0,0003 mm?), i
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izracunava se srednja vrednost koja se koristi prilikom preracuna da bi se odredio broj ¢elija
na 1 mL suspenzije, pri cemu se u obzir uzimaju i razblaZzenje i dimenzije komore.

Za odredivanje broja vijabilnih ¢elija koriste se sledece formule:

Broj ¢éelija/mL = srednja vrednost broja ¢elija iz tri kvadrata x razblazenje bojom (2) x 10*
(korekcioni faktor, dubina komore i zapremina u 1 mL)

% zivih Celija = broj zivih ¢elija/ukupan broj ¢elija (zive i mrtve) x 100

3.5.3. Ispitivanje vijabilnosti ¢elija MTT testom

Za ispitivanje vijabilnosti celija, kao 1 za odredivanje citotoksi¢nosti ispitivanih
supstanci koristi se kolorimetrijski MTT test (Mosmann, 1983). Da bi se utvrdilo da li ekstrakt
lista imele ispoljava ili ne Stetne efekte na zdrave Celije fibroblasta, sprovedeno je ispitivanje
stepena biokompatibilnosti, tj. bioloskog odgovora ¢elija na ispitivani ekstrakt i njegova
bezbedna primena kao potencijalnog terapeutika, primenom MTT testa. Takode, i za ispitivanje
nivoa citotoksi¢nosti insekticida CPF i IMI koris¢en je MTT test. Metoda se zasniva na reakciji
MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromida] jedinjenja (tetrazolijumova
so zute boje), koje se redukuje do ljubicasto obojenog formazana [5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
1,3-formazan] u prisustvu enzima zivih ¢elija, mitohondrijalne reduktaze (Slika 23).

©_</N=N' \ 8r Mitohondrijalna HN~IN
= reduktaza N__N

S /—CH N* Y=

\2‘ 5 ©/k r \/e_ CH3

MIT CH,

Vijabilna celija

Slika 23. MTT esej (preuzeto sa: https://www.cusabio.com/c-21030.html)

Nakon odredivanja broja MRC-5 ¢elija i1 zasejavanja u mikrotitarske ploce sa 96
bunari¢a (po bunarié¢u 10,000 (1x10%) ¢elija), ¢elije se inkubiraju 24 sata u inkubatoru (37°C,
5% COz2, 95% vlaznosti). Zatim se celije tretiraju sa 100 pL rastvora CPF i IMI, kao i sa 100
ML rastvora ekstrakta lista imele, pojedina¢no i u kombinaciji (opisano u 3.5.1. Dizajn in vitro
eksperimenta), dok se kontrolnim (netretiranim) ¢elijama doda 100 pL DMEM-a, i ¢elije se
ponovo inkubiraju 24 1 72 sata. Nakon isteka vremena inkubacije u svaki bunari¢ doda se po
20 pL MTT (koncentracije 5 mg/mL) i ¢elije se inkubiraju 4 sata na 37°C. U ovoj reakciji Zuto
obojena so MTT prelazi u ljubi¢asti formazan u prisustvu enzima mitohondrijalne reduktaze,
koja se nalazi samo u vijabilnim (Zivim) ¢elijama. Dobijeni formazan se rastvara dodavanjem
po 20 uL DMSO u svaki bunarié, a intenzitet boje proporcionalan je koli¢ini vijabilnih ¢elija.
Apsorbance se ocitavaju na 550 nm na ELISA ¢itacu (ELISA reader Optic System RT2100-
C).
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Celijska vijabilnost se izrazava procentualno (%), kada se podeli apsorbanca ¢elija koje
su tretirane (A uzorka) sa apsorbancom kontrolnih (netretiranih) ¢elija i taj broj pomnozi sa
100. Softer (CalcuSyn, BIOSOFT, Cambridge, UK) je koris¢en za izraCunavanje ICso
vrednosti, koje pokazuju citotoksicne efekte (koncentracije tretmana koje inhibiraju rast ¢elija
za 50%).

Auzorka

[% vijabilnosti Celija] = x 100

kontrole

3.6. In vivo eksperimenti

3.6.1. Eksperimentalne Zivotinje

U in vivo eksperimentima ove studije ispitivani su toksi¢ni efekti insekticida CPF i IMI,
kao i moguci protektivni efekti ekstrakta lista imele na muzjacima pacova Wistar soja.
Zivotinje su nabavljene sa Odeljenja za uzgoj laboratorijskih i eksperimentalnih Zivotinja na
Vojnomedicinskoj akademiji u Beogradu, starosti 8 nedelja i tezine 220 + 50 g. Cuvane su u
plasti¢nim kavezima (po dve jedinke u svakom kavezu) u vivarijumu Instituta za biologiju i
ekologiju Prirodno-matemati¢kog fakulteta u Kragujevcu. Zivotinje su gajene u kontrolisanim
laboratorijskim uslovima pri temperaturi 20-22°C i 12-¢asovnom ciklusu svetlost/mrak,
dobijale su briketiranu hranu za glodare (Veterinarski zavod, Subotica) i vodu ad libitum.

Eksperimentalna istraZivanja sprovedena su u skladu sa Zakonom o dobrobiti Zivotinja
i principima dobre laboratorijske prakse na osnovu direktiva Saveta Evrope (European Council
Directive, 86/609/EEC) o zastiti zivotinja koje se koriste u eksperimentalne i druge naucne
svrhe, a odobrena su od strane Eticke komisije za zastitu dobrobiti oglednih Zivotinja Prirodno-
matematickog fakulteta Univerziteta u Kragujevcu.

3.6.2. Eksperimentalni protokol in vivo

Period aklimatizacije zivotinja je trajao sedam dana pre pocetka tretmana, a tokom
ogleda zivotinje su dobijale hranu i vodu ad libitum. Nakon isteka ovog perioda zivotinjama je
ponovo izmerena telesna masa i 48 jedinki je podeljeno u 8 eksperimentalnih grupa, u svakoj
grupi po 6 zivotinja (N = 6), na slede¢i nacin:

1. Kontrola je primala fizioloski rastvor (0,5 mL);

2. CPF grupa je tretirana samo hlorpirifosom (Chlorpyrifos — CPF), doza 10 mg/kg/dan,
odnosno 35 mg/kg po tretmanu;

3. IMI grupa je tretirana samo imidaklopridom (Imidacloprid — IMI), doza 20 mg/kg/dan,
odnosno 70 mg/kg po tretmanu;

4. VAEL grupa je dobijala ekstrakt imele (Viscum album ekstrakt — VAE) u dozi 100
mg/kg/dan, odnosno 350 mg/kg po tretmanu;

5. CPF+VAEL grupa je tretirana kao grupa 2, i dobijala je i ekstrakt imele u dozi 100
mg/kg/dan, odnosno 350 mg/kg po tretmanu (kao grupa 4);
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6. CPF+VAEZ2 grupa je tretirana kao grupa 2, i dobijala je i ekstrakt imele u dozi od 50
mg/kg/dan, odnosno 175 mg/kg po tretmanu;

7. IMI+VAEL1 grupa je tretirana kao grupa 3, i dobijala je i ekstrakt imele u dozi 100
mg/kg/dan, odnosno 350 mg/kg po tretmanu (kao grupa 4);

8. IMI+VAE2 grupa je tretirana kao grupa 3, i dobijala je i ekstrakt imele u dozi od 50
mg/kg/dan, odnosno 175 mg/kg po tretmanu.

Zivotinje su tretirane pre podne izmedu 9:00 i 10:00 dva puta nedeljno u toku 4 nedelje,
pri ¢emu je kontrola dobijala fizioloski rastvor (0,5 mL) putem intragastralne sonde per os
(p.0.), CPF i IMI su davani u zapremini od 2 mL p.o., a vodeni rastvor ekstrakta lista imele
(VAEL i VAE2) je davan intraperitonealno (i.p.) u zapremini od 0,5 mL. Tretman dva puta
sedmic¢no je izabran prema studiji Elsharkawy i saradnika (2013). Akutna oralna LDso za CPF
je kod pacova 229 mg/kg t.m. (WHO, 2009), dok je za IMI 450 mg/kg t.m. (Tomlin i Tomlin,
1997). Izabrane koncentracije za CPF i IMI su u skladu sa studijama Albasher i sar. (2020) i
Vohrai sar. (2014).

N 1
4 / 0. o
He A 7 CH
PR CH;
Imidakloprid ; Hlorpirifos
(IM1) | (CPF) e
)\ N 3
Wistar I intragastral‘no"f:‘ 5
albino \ e ®
pacovi ) 2 Ekstrakt Viscum album L.
n=43 ; 2 (VAE)
: 3 ~ i & S . .
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U Hematoloski parametri
UBiohemijski parametri
UBiomarker neurotoksi¢nosti (AChE)
ULipidna peroksidacija, Reaktivne vrste (O2e-, H.O2, NO»)
UEnzimi AOS (SOD, CAT, GSH-Px, GR i GST)
UNeenzimske komponente AOS (GSH, GSSG i vitamin C)

UHistologija jetre i bubrega

Slika 24. Shematski prikaz in vivo tretmana
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3.6.3. Zrtvovanje Zivotinja i priprema uzoraka

Nakon 48 sati od zavrSetka tretmana u trajanju od 4 nedelje zivotinjama je ponovo
izmerena telesna masa. Zatim je svaka zivotinja anestezirana etrom i zrtvovana dekapitacijom.

Za odredivanje hematoloSkih parametara puna krv je sakupljena u mikrotube koje
sadrze K-EDTA kao antikoagulans. Analize su obavljene istog dana u akreditovanoj
biohemijskoj laboratoriji u Kragujevcu. Za odredivanje biohemijskih parametara uzorkovana
je krv bez upotrebe antikoagulansa, uzorci su ostavljeni na sobnoj temperaturi i centrifugirani
10 min. na 1000xg. Nakon centrifugiranja izdvojen je serum, zamrznut i ¢uvan do izvodenja
analiza. U serumu su odredivani svi biohemijski parametri u akreditovanoj laboratoriji u
Beogradu. Jetra, bubrezi i testisi su izdvojeni, merena je masa svakog organa, a zatim su isprani
u fiziolo§kom rastvoru, u kome su zamrznuti na -80°C do izvodenja potrebnih analiza. Delovi
tkiva jetre, bubrega i testisa su prema protokolu pripremani za odredivanje proteina, AChE,
enzima antioksidativnog sistema zaStite, redukovanog (GSH) i oksidovanog (GSSG)
glutationa, vitamina C, LPO 1 reaktivnih vrsta ROS i RNS. Za histopatoloske analize su
odvojeni uzorci tkiva jetre i bubrega i odmah su fiksirani u 4% formalinu.

3.6.4. Analize hematoloSkih i biohemijskih parametara

Hematolo$ke analize su obuhvatile odredivanje broja eritrocita (RBC - Red Blood
Cells), koncentracije hemoglobina (Hb), hematokrita (Hct), broja leukocita (WBC - White
Blood Cells) i trombocita (Pt - Platelet). Analize su sprovedene kori§¢enjem standardnih
metoda i protokola na automatizovanom hematoloSkom analizatoru Horiba Medical ABX
Micros 60 (Japan).

Biohemijske analize u serumu obuhvatile su odredivanje slede¢ih parametara:
koncentracije ukupnih proteina, albumina, glukoze, ukupnog holesterola, triglicerida,
bilirubina, uree, kreatinina, kao i aktivnosti alanin aminotransferaze (ALT), aspartat
aminotransferaze (AST), laktat dehidrogenaze (LDH) i holinesteraze (ChE). Sve biohemijske
analize su odredene na automatskom analizatoru Cobas Integra 400+ (Roche Diagnostics,
Switzerland), koris¢enjem dijagnostickih setova i prema klini¢kim protokolima.

Ukupni proteini odredivani su kolorimetrijskom metodom, koja se zasniva na reakciji
dvovalentnog bakra i peptidnih veza proteina u alkalnom rastvoru, pri ¢emu se formira
karakteristi¢ni ljubicasto obojeni biuretski kompleks:

A alkalni pH .
Protein + Cu?" —————— Cu-protein kompleks

Na-K-tartarat sprecava talozenje bakar hidroksida, a kalijum jodid sprecava autoredukciju
bakra. Intenzitet obojenja je direktno proporcionalan koncentraciji proteina i odreduje se
merenjem porasta apsorbance na 552 nm. Ukupni proteini su izrazeni u g/L.

Albumini — Za odredivanje albumina u serumu kori$¢ena je imunoturbidimetrijska
metoda. Albumin formira precipitat sa specificnim antiserumom S§to se odreduje
turbidimetrijski na 340 nm.

Glukoza — Heksokinaza (HK) katalizuje fosforilaciju glukoze pomo¢u ATP-a kako bi
se formirali glukoza-6-fosfat i ADP. Zatim, enzim glukoza-6-fosfat dehidrogenaza (G6PDH)
katalizuje oksidaciju glukoza-6-fosfata pomo¢u NADP" i nastaje NADPH:

HK
D-glukoza + ATP — D-glukoza-6-fosfat + ADP
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G6PDH
D-glukoza-6-fosfat + NADP*——— D-6-fosfoglukonat + NADPH + H*

Koncentracija nastalog NADPH je direktno proporcionalna koncentraciji glukoze, odreduje se
pracenjem povecanja apsorbance na 340 nm i izraZzena je u mmol/L.

Ukupan holesterol — Holesterol je u serumu prisutan pretezno u obliku holesterol
estara. Estri holesterola se cepaju pod uticajem holesterol esteraze, dajuci slobodan holesterol
I masne kiseline. Holesterol oksidaza zatim katalizuje oksidaciju holesterola u holest-4-en-3-
on i vodonik-peroksid. U prisustvu peroksidaze formirani vodonik-peroksid utie na
oksidativno spajanje fenola i 4-aminoantipirina (4-AAP) u crvenu kinon-iminsku boju:

CE
Estri holesterola + H,O — holesterol + RCOOH
CHOD
Holesterol + O, — holest-4-en-3-on + H202

POD
2 H,O, + 4-AAP + fenol — kinon-imin + 4 H,O

Intenzitet formiranog obojenja je direktno proporcionalan koncentraciji holesterola, a odreduje
se merenjem povecanja apsorbance na 512 nm i izrazen je u mmol/L.

Trigliceridi — Metoda za odredivanje triglicerida se bazira na kori§¢enju lipoproteinske
lipaze iz mikroorganizama za brzu i kompletnu hidrolizu triglicerida do glicerola, nakon cega
sledi oksidacija u dihidroksiaceton fosfat i vodonik-peroksid. Nastali vodonik-peroksid zatim
reaguje sa 4-aminofenazonom i 4-hlorofenolom pod katalitickim dejstvom peroksidaze i
formira crveno obojenje. Intenzitet crvene boje je direktno proporcionalan koncentraciji
triglicerida i meri se fotometrijski. Trigliceridi su izrazeni u mmol/L.

LPL
Trigliceridi + 3 HO —— glicerol + 3 RCOOH

. peroksidaza . L
H>0> + 4-aminofenazon + 4-hlorofenol———4-(p-benzokinon-monoimino)-fenazon + 2

H,0 + HCI

ALT Katalizuje reakciju izmedu L-alanina i 2-oksoglutarata. Nastao piruvat se redukuje
uz pomo¢ NADPH u reakciji katalizovanoj LDH da bi se formirao L-laktat i NAD*. Stepen
oksidacije NADH je direktno proporcionalan katalitickoj aktivnosti ALT, Sto se odreduje
merenjem pada apsorbance na 340 nm i izrazena je u J/L.

ALT
L-alanin + 2-oksoglutarat — piruvat + L-glutamat

LDH
Piruvat + NADH + H*— L-laktat + NAD*

AST u uzorku katalizuje transfer amino grupe izmedu L-aspartata i 2-oksoglutarata, pri
¢emu se formiraju oksalacetat i L-glutamat. Oksalacetat reaguje sa NADH u prisustvu malat
dehidrogenaze (MDH) i formira se L-malat i NAD™:

AST
L-aspartat + 2-oksoglutarat — oksalacetat + L-glutamat

MDH
Oksalacetat + NADH + H* — L-malat + NAD"

Stepen oksidacije NADH je direktno proporcionalan katalitickoj aktivnosti AST i
detektuje se merenjem pada apsorbance pri talasnoj duzini od 340 nm i izrazena je u J/L.

LDH u uzorku katalizuje konverziju L-laktata do piruvata, pri ¢emu se NAD* redukuje
do NADH. Stepen oksidacije NADPH je direktno proporcionalan kataliti¢koj aktivnosti LDH,
a apsorbanca se meri na 340 nm i izraZena je u J/L.
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L-laktat +NAD" — piruvat + NADH + H*

Bilirubin — Ukupni bilirubin u prisustvu odgovarajuéeg rastvarajuceg agensa reaguje
sa 3,5-dihlorofenil diazonijumom (3,5-DPD) u jako kiseloj sredini i formira azobilirubin.
Intenzitet formirane crvene boje je direktno proporcionalan ukupnom bilirubinu i meri se
fotometrijski.

kiselina

Bilirubin + 3,5-DPD —— azobilirubin

Kreatinin — U alkalnom rastvoru, kreatinin formira Zuto-crveni kompleks sa pikratom.
Brzina stvaranja boje proporcionalna je koncentraciji kreatinina u uzorku, a apsorbanca se meri

na 520 nm i izrazena je u umol/L.
L. o . . alkalnapH )
Kreatinin + pikrinska kiselina ———  Zuto-crveni kompleks

Urea — Dejstvom enzima ureaze molekul uree se hidrolizuje i nastaju amonijak i ugljen-
dioksid. Zatim, u reakciji amonijaka sa 2-oksoglutaratom u prisustvu glutamat dehidrogenaze
(GLDH) i koenzima NADH nastaje L-glutamat i NAD®. U ovoj reakciji dva mola NADH se
oksiduju do NAD" za svaki mol hidrolizovane uree:

ureaza

Urea + 2 H,O ——— 2 NH4* + CO3*

GLDH
NH4" + 2-oksoglutarat + NADH —— L-glutamat + NAD" + H,0

Stepen smanjenja koncentracije NADPH je direktno proporcionalan koncentraciji uree u
uzorku, a detektuje se merenjem apsorbance na 340 nm i izrazena je u mmol/L.

3.6.5. Priprema uzoraka tkiva homogenizacijom

Uzorci tkiva jetre, bubrega i testisa, koji su ¢uvani na -80°C, kori§¢eni su za pripremanje
homogenata (10%) i odredivanje parametara oksidativno-antioksidativnog statusa. Odmereno
je po 500 mg ispitivanih uzoraka tkiva, koji su usitnjeni na ledu, a zatim homogenizerom (IKA
ULTRA-TURRAX T18 basic, Germany) homogenizovani na ledu u 5 mL saharoznog pufera
(koji sadrzi 0,25 M saharozu, 0,1 M EDTA i 0,05 M Tris-HCI, pH 7.4). Odnos tkiva i pufera
je bio 1:10 (w/v). Dobijeni homogenati su sonifikovani ultrasoni¢nim homogenizerom
(Bandelin Sonoplus HD2070, Germany) na frekvenciji od 20 KHz u tri ponavljanja od 10
sekundi i zatim centrifugirani (JANETZKI K-24, Germany) 30 minuta na 15,000xg na +4°C.
Izdvojeni supernatanti tkiva su zamrznuti i ¢uvani na -80°C do daljih analiza.

3.6.5.1. Odredivanje koncentracije proteina u tkivima

Kako bi se odredila aktivnost enzima u jetri, bubregu i testisu, potrebno je odrediti
koncentraciju proteina prema metodi Lowry i sar. (1951). Ova metoda zasniva se na reakciji
peptidnih veza proteina i Cu?* jona u alkalnoj sredini (dolazi do redukcije Cu?* u Cu* jon), kao
i reakciji fosfomolibdensko-fosfovolframskog reagensa (Folin-Ciocalteu) sa kompleksom Cu™-
protein, kao i sa aromati¢nim aminokiselinama triptofanom, tirozinom i cisteinom, koje su
prisutne u proteinima. Kao proizvod reakcije nastaje jedinjenje plave boje sa maksimumom
apsorpcije pri talasnoj duzini od 500 nm. Intenzitet boje je srazmeran koncentraciji proteina
prisutnih u supernatantu tkiva.
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KoriS¢eni rastvori:

1) 0,2 N NaOH

2) reagens | (2 % Na2COs + 0,2 N NaOH)

3) 0,13 M CuSO4 - 5H,0

4) 0,13 M K-Na-tartarat

5) reagens Il (1 mL 0,13 M CuS0O4-5H20 + 1 mL 0,13 M K,Na-tartarat, dopuniti do100 mL
Reagensom I)

6) Folin-Ciocalteu reagens (razblazen u odnosu 1:2 sa destilovanom vodom)

7) standardni rastvor govedeg seruma albumina (BSA- Bowine Serum Albumin)

Procedura:

Da bi se odredila koncentracija proteina konstruisana je kalibraciona kriva. Za
pravljenje serije razblazenja (koncentracija 100, 200, 300, 400, 500, 600 i 700 pg/mL) koris¢en
je kao standard govedi serum albumin (engl. Bovin Serum Albumin, BSA) rastvoren u
destilovanoj vodi (10 mg BSA u 10 mL dH20).

Za analize su kori$¢eni uzorci supernatanta ispitivanih tkiva odredenog razblazenja
kako bi dobijena koncentracija proteina bila u opsegu kalibracione krive. U epruvete se odmeri
3 mL reagensa II, zatim se doda po 0,1 mL razblazenog uzorkai 0,1 mL 0,2 N NaOH. Epruvete
se promuckaju i inkubiraju 15 min. na sobnoj temperaturi. Zatim se u epruvete doda 0,6 mL
razblazenog Folin-Ciocalteu reagensa, dobro se promuckaju i inkubiraju na sobnoj temperaturi
30 min. Standardni rastvori albumina i slepa proba se pripremaju istovetno (umesto uzorka
tkiva dodaje se ista zapremina rastvora BSA, ili dH,O za slepu probu). Vrednosti apsorbanci
se oCitavaju spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 500 nm u poredenju sa slepom probom.
Koncentracije proteina u uzorcima ispitivanih tkiva izraGunavaju se koris¢enjem kalibracione
krive 1 izrazene su u mg proteina/mL homogenata tkiva (mg/mL).

3.6.6. Odredivanje aktivnosti enzima antioksidativnog sistema zastite
3.6.6.1. Odredivanje aktivnosti SOD

Za odredivanje aktivnosti enzima superoksid-dismutaze (SOD) u tkivima jetre, bubrega
i testisa kori$¢ena je pirogalolska metoda prema Marklund i Marklund (1974), koja se zasniva
na sposobnosti enzima SOD da inhibira spontanu autooksidaciju pirogalola u baznoj sredini.

KoriS¢eni rastvori:
1) Tris-HCI pufer (1 M Tris-HCIl + 5 mM EDTA), pH 8,0 (podesava se sa 10% HCI)
2) pirogalol (10 mM pirogalol u 10 mM HCI)

Procedura:

U kivetu se doda 100 pL Tris-HCI pufera, zatim 10 uL uzorka (supernatanta tkiva), 20
ML rastvora pirogalola i na kraju 1 mL destilovane vode. Slepa proba se priprema bez uzorka
tkiva. Promene apsorbanci se mere na spektrofotometru u toku 4 minuta, na talasnoj duzini od
420 nm. Aktivnost SOD se dobija na osnovu promena apsorbanci uzoraka i slepe probe na
slede¢i nacin:

2 X (AAslepe probe—AA uzorka)

SOD (ng) =

V uzorka (ml)x AA slepe probe X konc. proteina (Z:l—“?)
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Dobijene vrednosti aktivnosti enzima SOD su izrazene u jedinicama (J) po mg proteina u
supernatantu tkiva (J/mg proteina).

3.6.6.2. Odredivanje aktivnosti CAT

Aktivnost enzima katalaze (CAT) odredena je u supernatantima jetre, bubrega i testisa
metodom Kkoja se zasniva na merenju brzine razgradnje H202 na H20 i Oz uz pomo¢ CAT, a
meri se spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 230 nm (Beutler, 1982).

Koris¢eni rastvori:
1) Tris-HCI pufer (1 M Tris-HC1 + 5 mM EDTA), pH 8,0 (podeSava se sa 10% HCI)
2) 10 mM H20>

Procedura:

U kvarcnu kivetu se doda 50 pL Tris-HCI pufera i 5-10 pL uzorka u zavisnosti od tkiva.
Za jetru i bubreg su prethodno pravljena razblazenja (R=21). Na kraju se dodaje 1 mL 10 mM
H20,. Smanjenje apsorbance usled potro$nje H>O> je proporcionalno aktivnosti enzima CAT
u uzorku tkiva, 1 prati se u toku 2,5 minuta na talasnoj duzini od 230 nm. U ovoj metodi koristi
se 10 mM H20, jer ova koncentracija sprecava stvaranje veceg broja mehurica u kiveti tokom
oslobadanja O2. Da bi se dobila 10 mM H202 izmeri se apsorbanca 0,9 mL 1 M fosfatnog
pufera (pH 7,0) koji je prethodno razblazen sa dH20 u odnosu 1:10, pri ¢emu je dobijena
vrednost OD:. Nakon toga se doda 0,1 mL 30% rastvora H20> razblazenog sa dH2O u odnosu
1:100 i ocitana vrednost apsorbance je OD2. Koncentracija razblazenog H>O> se dobija na
osnovu primene obrasca: C = 141 mM x (OD2-ODy). Koncentracija od 10 mM se podesava
razblazenjem 30% rastvora H202 sa dH20 u odnosu C/10. Aktivnost CAT dobija se na osnovu
promene apsorbanci i milimolarnog ekstinkcionog koeficijenta (za H202 na 230 nm iznosi
0,071), a prema sledecoj formuli:

CAT(ng): R X AA

mg

konc. proteina (W) XV uzorka (ml) x €

Aktivnost enzima CAT izraZava se U jedinicama po miligramu proteina (J/mg proteina).

3.6.6.3. Odredivanje aktivnosti GSH-Px

Za odredivanje aktivnosti enzima glutation peroksidaze (GSH-Px) u supernatantima
jetre, bubrega i testisa koriS¢ena je metoda Tamura i sar. (1982). Metoda se zasniva na
zajednickoj aktivnosti enzima GSH-Px i GR. GSH-Px redukcijom H202 i organskih
hidroperoksida katalizuje oksidaciju GSH u GSSG, a zatim u prisustvu GR katalizuje se
redukcija GSSG u GSH, pri ¢emu se oksiduje koenzim NADPH u NADP~,

Koris¢eni rastvori:

1) 0,2 MM NADPH (rastvoren u 1% NaHCO3)

2) 1 mM GSH

3) 1 mM NaN3

4) ImM EDTA

5) 0,5 M fosfatni pufer (0,5 M K2HPO4 + 0,5 M KH2POg), pH 7,0
6) 0,03 M t-butil hidroperoksid

7) GR (100 J./mL)
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Procedura:

U kvarcnu kivetu se doda redom 1,6 mL dH20, 0,6 mL NADPH, 0,3 mL rastvora GSH,
0,1 mL NaNg3 (koji ima sposobnost da inaktivise CAT), 0,1 mL EDTA, 0,3 mL 0,5 M fosfatnog
pufera (pH 7,0), zatim 0,1 mL t-butil hidroperoksida i odredena zapremina uzorka (15 pL
supernatanta jetre i bubrega, ili 50 pUL supernatanta testisa). Reakcija zapoCinje kada se doda 5
ML GR. Zaslepu probu se koriste svi rastvori izuzev uzorka. Promene apsorbanci uzorka i slepe
probe se ocitavaju u toku 3 minuta pri talasnoj duzini od 340 nm. AKtivnost enzima se
izraCunava na osnovu promena apsorbanci i molarnog ekstincionog koeficijenta za koenzim
NADPH koji iznosi 6,22x10° M-tcm™.

(AA uzorka—AA slepe probe) X 1.5 X 1000
6.22 X V (ml) X konc. proteina (%)

GSH-Px (mig) =

Aktivnost enzima GSH-Px se izrazava u J/mg proteina, i ova jedinica aktivnosti predstavlja
koli¢inu nmol NADPH koja je oksidovana u jednom minutu (nmol NADPH/min).

3.6.6.4. Odredivanje aktivnosti GR

Za odredivanje aktivnosti enzima glutation reduktaze (GR) kori$¢ena je metoda prema
Glatzle i sar. (1974). Metoda se zasniva na redukciji GSSG u GSH u prisustvu koenzima
NADPH, koju katalizuje GR. Aktivnost GR se prati preko oksidacije NADPH u NADP*
spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 340 nm.

Koris¢eni rastvori:

1) 0,5 M fosfatni pufer (0,5 M KoHPO4 + 0,5 M KH2PO4), pH 7,4
2) 2 mM GSSG

3)0,5mM EDTA

4) 0,1 mM NADPH (rastvoren u 1% NaHCO:s)

Procedura:

U kvarcnu kivetu za ocitavanje na spektrofotometru se doda 0,6 mL fosfatnog pufera
(pH 7,4), zatim 0,1 mL GSSG, 0,1 mL EDTA, 2 mL dH20 i uzorak tkiva (10 pL supernatanta
jetre 1 bubrega, odnosno 100 pL supernatanta testisa). Dodavanjem 0,1 mL NADPH zapocinje
reakcija. Za slepu probu se koriste svi rastvori osim uzorka. U toku 3 minuta mere se promene
apsorbance uzorka i slepe probe. Aktivnost enzima GR se dobija na osnovu promena vrednosti
apsorbanci i molarnog ekstincionog koeficijenta koji za NADPH na 340 nm iznosi 6,22x10°
M-cm™, a izrazava se u J/mg proteina. Jedinica aktivnosti GR predstavlja broj nmol NADPH
koji se oksiduju u jednom minutu (nmol NADPH/min).

(AA uzorka—AA slepe probe)

GR (--) =

6.22 X V uzorka (ml) x konc. proteina (%)

3.6.6.5. Odredivanje aktivnosti GST

Za odredivanje aktivnosti enzima glutation-S-transferaze (GST) u ispitivanim tkivima
koriS¢ena je metoda Habig i sar. (1974). Princip ove metode se zasniva na katalizi reakcije
vezivanja 1-hloro-2,4-dinitro-benzena (CDNB) za —SH grupu aminokiseline cisteina iz GSH
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pomocu enzima GST, tokom koje nastaje CDNB-GSH konjugat. Formirajem ovog konjugata
belezi se porast apsorbance koja je proporcionalna aktivnosti GST ispitivanog uzorka, a meri
se spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 340 nm.

Koriséeni rastvori:

1) 0,5 M fosfatni pufer (0,5 M KoHPO4 + 0,5 M KH2POy4), pH 6,5
2) 25 mM CDNB u 95% etanolu

3) 20 mM GSH

Procedura:

U kvarcnu kivetu se prvo doda 1 mL dH20, zatim 50 pL CDNB rastvora u 95% etanolu,
300 pL fosfatnog pufera (pH 6,5), 150 uL GSH i na kraju se doda uzorak (supernatanti tkiva:
10 pL jetre, 20 pL bubrega i 5 pL testisa) kojim otpocinje reakcija. Slepa proba se priprema
bez uzorka tkiva. Promene apsorbanci uzorka i slepe probe se ocitavaju spektrofotometrijski
na talasnoj duzini od 340 nm u toku 3 minuta. Aktivnost enzima GST se preracunava na osnovu
promene apsorbanci i koriS¢enjem molarnog ekstinkcionog koeficijenta za CDNB-GSH
konjugat koji iznosi 9,6x10° M-icm™. Dobijene vrednosti se izrazavaju u J/mg proteina i
predstavljaju broj nmol CDNB-GSH konjugata koji je nastao u jednom minutu, odnosno nmol
CDNB-GSH/min.

GST (L

) __ (AAuzorka— AA slepe probe) x 1.5 X 1000
mg

" 9.6 X V uzorka (ml) x konc. proteina (%)

3.6.7. Odredivanje neenzimskih komponenti antioksidativnog sistema zastite

3.6.7.1. Odredivanje koncentracije glutationa

Za odredivanje koncentracija redukovanog (GSH) i oksidovanog (GSSG) glutationa u
ispitivanim tkivima dodato je 125 pL 10% sulfosalicilne kiseline u 250 L homogenata. Uzorci
su centrifugirani 5 min. na 10.000 rpm na +4°C, a dobijeni supernatanti tkiva se koriste za dalje
analize.

Za odredivanje ukupnog i redukovanog glutationa (GSH) kori$¢ena je metoda Baker i
sar. (1990) uz izvesne modifikacije. Metoda je zasnovana na oksidaciji redukovane forme
glutationa (GSH) uz pomo¢ sulfidnog reagensa (5,5'-ditio-bis(2-nitrobenzoeva kiselina),
DTNB), pri ¢emu se gradi Zuto jedinjenje (5'-tio-2-nitrobenzoeva kiselina, TNB) i oksidovani
glutation (GSSG, glutation disulfid).

Ukupni glutation

Koris¢eni rastvori:

1) Fosfat-EDTA pufer (100 mM fosfat + 1 mM EDTA, pH 7,4)

2) reakciona smesa (150 pL fosfat-EDTA pufer (pH 7,4) + 0,7 U glutation reduktaze
(GR)/mL reakcione smese + 1 mM NADPH + 1 mM DTNB)

3) rastvor GSH kao standard

72



Doktorska disertacija Marija Milosevi¢

Procedura:

Za konstrukciju kalibracione krive koris¢ena je serija rastvora GSH kao standarda
(koncentracije 15, 30, 45, 60 i 100 pumol/mL). U svaki bunari¢ mikrotitar ploc¢e se doda po 50
ML supernatanta tkiva i po 100 pL reakcione smesSe, napravljene neposredno pre pocetka
analize. Na isti na¢in je uraden protokol za standardne rastvore i slepu probu (bez uzorka tkiva).
Da bi se dobile vrednosti ukupnog glutationa reakcionoj smesi je dodat GR koji redukuje GSSG
u GSH u prisustvu koenzima NADPH. Plo¢e se inkubiraju 5 min. na sobnoj temperaturi, nakon
Cega se apsorbance ocitavaju na 405 nm na ELISA ¢itacu (ELISA reader Optic System, Model
2100-C; Biotech SL, Spain). Odreden je ekstinkcioni koeficijent (F) na osnovu vrednosti
apsorbanci 1 koncentracija serije standardnih rastvora GSH dobijen prema jednacini
kalibracione krive:

F=(A1l/C1+ A2/C2 + ... + A5/C5)/5
nmol GSH = A/F

Koncentracije ukupnog GSH su izracunate na osnovu vrednosti apsorbanci uzoraka i
ekstinkcionog koeficijenta F, a izraZzene su u nmol GSH/mg tkiva.

Redukovani glutation (GSH)

KoriS¢eni rastvori:
1) Fosfat-EDTA pufer (100 mM fosfat + 1 mM EDTA, pH 7,4)
2) reakciona smesa (150 pL fosfat-EDTA pufer (pH 7,4) + 1 mM NADPH + 1 mM DTNB)

Procedura:

U bunari¢e mikrotitar ploce se doda po 50 pL supernatanta tkiva (jetre, bubrega i
testisa), zatim se doda po 100 pL reakcione smeSe (bez dodavanja GR) pripremljene pre
pocetka analize. Plo¢e se zatim inkubiraju 5 min. na sobnoj temperaturi, a zatim se apsorbance
oCitavaju na 405 nm na ELISA c¢itacu. Za izraCunavanje koncentracije GSH potrebno je
konstruisati kalibracionu krivu na osnovu vrednosti apsorbanci serije poznatih koncentracija
GSH. Koncentracije redukovanog GSH su izrazene u nmol/mg tkiva.

Koncentracije oksidovanog glutationa (GSSG) su izraZzene u nmol/mg tkiva, a dobijaju
se oduzimanjem vrednosti redukovanog glutationa od ukupnog glutationa.

3.6.7.2. Odredivanje koncentracije vitamina C

Princip dinitrofenilhidrazinske metode (Omaye i sar., 1979), koja je koriS¢ena za
odredivanje koncentracije vitamina C u tkivima, zasniva se na oksidaciji askorbinske kiseline
(AsA, Vit C) u dehidroaskorbinsku kiselinu (DAsA) pomocu aktivnog uglja, a zatim DAsA
spontano prelazi u diketogulonsku kiselinu. U prisustvu rastvora 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNFH) diketogulonska kiselina gradi derivat bis-2,4-dinitro-fenilhidrazon, koji se rastvara u
sumpornoj kiselini, daju¢i postojanu crveno-braonkastu boju, a apsorbance se ocitavaju
spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 540 nm. Uloga aktivnog uglja, koji se dodaje
uzorcima tkiva pored oksidacije AsA u DASA, ima i ulogu u obezbojavanju rastvora.
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Koriséeni rastvori:

1) 6% trihlorsiréetna kiselina (TCA)

2) 9 N sumporna kiselina (H2SO4)

3) 85% sumporna kiselina (H2S0.)

4) 2,4-DNFH-tiokarbamidni reagens: rastvor 2,4-dinitrofenilhidrazina i tiouree (1 g 2,4-DNFH
i 2 g (NH2)2CS rastvori se u 50 ml 9N HzSOq, filtrira Whatman N°12 filter papirom i ¢uva
na +4°C u tamnoj boci)

5) aktivni ugalj

6) standardni rastvor askorbinske kiseline (CsHgOs, Merck)

Procedura:

Da bi se odredila koncentracija vitamina C konstruisana je kalibraciona kriva. Za
pravljenje serije razblaZenja (koncentracija 8-80 pg/mL) koriS¢ena je askorbinska kiselina (20
mg) rastvorena u 10 mL 6% TCA. Ocitavanjem vrednosti apsorbanci standardnih rastvora
razlicitih koncentracija konstruisana je kalibraciona kriva.

Na vagi se odmeri 100 mg tkiva (jetre i testisa) i pripreme homogenati sa 6 mL TCA,
koji se zatim centrifugiraju 15 min. na 1500xg. Dobijenim supernatantima, koji se izdvoje u
Ciste epruvete, doda se 0,1 g aktivnog uglja i nakon muckanja i inkubacije od 10 min. na sobnoj
temperaturi rastvor se filtrira Whatman N°12 filter papirom. U epruvete sa zapusacem odmeri
se 2 mL filtrata (uzorak tkiva i standard) i doda po 0,5 mL 2,4-DNFH-tiokarbamidnog
reagensa. Za slepu probu se umesto uzorka doda 2 mL 6% TCA. Svi uzorci se inkubiraju 10
min. na 100°C, a zatim se epruvete prenesu u ledeno vodeno kupatilo (na 0°C) i brzo ohlade.
Nagradeni hidrazoni rastvaraju se dodavanjem po 2,5 mL 85% H>SOj4 (kap po kap uz mesanje).
Epruvete se zatim inkubiraju 10 min. na sobnoj temperaturi. VVrednosti apsorbanci se o¢itavaju
spektrofotometrijski na 540 nm u poredenju sa slepom probom. Koncentracije vitamina C u
uzorcima ispitivanih tkiva izraCunavaju se koris¢enjem kalibracione krive standardnih rastvora
i izrazene su u pg% Vit C, odnosno pg Vit C na 100 mg tkiva.

100 Vit C

=ug — tki
masa tkiva (mg) ng 100 mg thiva

ug sa krive x 1.5 x

3.6.8. Odredivanje aktivnosti holinesteraza

3.6.8.1. Odredivanje aktivnosti acetilholinesteraze

Metoda koja je koris¢ena za odredivanje aktivnosti acetilholinesteraze (AChE) opisali
su Ellman i sar. (1961). Princip metode se zasniva na hidrolizi supstrata (acetiltioholin jodida,
AthChl) katalitickom aktivno$¢u enzima AChE, i nastaju tioholin i acetat (sir¢etna kiselina).
U reakciji tioholina sa reagensom DTNB nastaje jedinjenje zute boje (5'-tio-2-nitrobenzoeva
kiselina, TNB). Enzimska aktivnost se odreduje porastom intenziteta zute boje TNB
spektrofotometrijski na 406 nm.

. . AChE A
acetiltioholin — tioholin + acetat

tioholin + DTNB — TNB

KoriSc¢eni rastvori:
1) 0,05 M fosfatni pufer (pH 7,9)
2) 0,25 mM DTNB
3) 0,156 M AthChl
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Procedura:

U kvarcnu kivetu se odmeri 3 mL fosfatnog pufera i doda se 0,1 mL acetiltioholin jodida
(AthChl) i uzorak (15 pL supernatanta jetre, a po 20 UL supernatanta bubrega i testisa). Slepa
proba se priprema bez uzorka tkiva. Promena apsorbance se prati na talasnoj duzini od 406 nm
u toku 1 min, ¢emu prethodi pauza od 1 min. Aktivnost enzima se prera¢unava prema slepoj
probi i izrazava se u umol/min/g tkiva.

(AA uzorka — AA slepe probe) X 1.56 (zapremina kivete u ml) x 1000

13.33 (—m) x 1 (cm) x V uzorka (ml) x 1.67 (=9

AChE = c
umol ml

3.6.8.2. Odredivanje aktivnosti holinesteraze

Aktivnost enzima holinesteraze (ChE) u serumu je odredena po metodi koju su opisali
Schmidt i sar. (1992). Holinesteraza Kkatalizuje hidrolizu supstrata butiriltioholina
(butiriltioholin jodida) do tioholina i butirata. Tioholin smanjuje zuti heksacijanoferat (I1I) do
skoro bezbojnog heksacijanoferata (11). Obezbojavanje rastvora se meri spektrofotometrijski
na talasnim duzinama izmedu 405 i 415 nm. Aktivnosti enzima ChE u serumu su izrazene u
jedinicama (J) po litru (J/L).

ChE
Butiriltioholin + HoO —— tioholin + butirat

3.6.9. Odredivanje parametara redoks statusa

Za odredivanje koncentracija reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) i azota (RNS) u tkivima
jetre, bubrega 1 testisa vrSena je ekstrakcija 200 pL homogenata tkiva uz dodavanje 100 pL 3
M perhlorne kiseline (PCA i 400 uL 20 mM EDTA. Uzorci su inkubirani 15 min. na ledu
(0°C), a zatim centrifugirani 5 min. na 10000 rpm na +4°C. Dobijeni supernatanti tkiva (~1
mL) su neutralisani sa 2 M K>COs (~150 pL) i koriste se za dalje analize.

3.6.9.1. Odredivanje koncentracije superoksid radikala

Za odredivanje koncentracije superoksid radikala (O2"") u uzorcima tkiva koris¢ena je
metoda Auclair i Voisin (1985). Metoda se zasniva na redukciji nitroblu-tetrazolijuma (NBT)
do nitroblu-formazana plave boje u prisustvu O>" radikala. Koli¢ina redukovanog formazana
je proporcionalna koncentraciji O™ koji se stvara u bioloskim i hemijskim sistemima.

Koris¢eni rastvori:

1) 50 mM Tris-HCI pufer (pH 8,6)

2) 0,1 mM EDTA

3) 0,1 mM NBT

4) 0,1 mg/mL gelatin

5) reakciona smesa (50 mM Tris-HCI pufer (pH 8.6) + 0,1 mM EDTA + 0,1 mM NBT
+ 0,1 mg/mL gelatin)
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Procedura:

U bunari¢e mikrotitar ploce se doda po 190 pL reakcione smeSe napravljene
neposredno pre pocetka analize. Ploce se inkubiraju 5 min. na sobnoj temperaturi, a zatim se
apsorbance (A1) o¢itaju na 550 nm na ELISA ¢itacu (ELISA reader Optic System, Model 2100-
C; Biotech SL, Spain). Zatim se u svaki bunari¢ doda po 10 pL supernatanta tkiva i ploce se
inkubiraju 5 min. na sobnoj temperaturi, a zatim se ocitaju apsorbance (Az) na 550 nm na
ELISA citacu.

Koncentracija O™ radikala se preracunava kao razlika vrednosti apsorbanci (A2—A1)
podeljene sa molarnim ekstinkcionim koeficijentom koji za 1 umol/mL monoformazana iznosi
15x10° Mcm™ i izrazava se u nmol/mg tkiva.

3.6.9.2. Odredivanje koncentracije vodonik peroksida

Za odredivanje koncentracije vodonik peroksida (H202) u uzorcima tkiva korisc¢ena je
kolorimetrijska metoda Pick i Keisari (1980). Metoda se zasniva na sposobnosti H20, da
oksiduje fenol crveno (Phenol Red) u prisustvu peroksidaze rena (engl. horseradish peroxidase
— HRPO) kao katalizatora.

Koriséeni rastvori:

1) 0,28 mM fenol crveno (phenol red solution - PRS)

2) peroksidaza rena — HRPO tip Il enzim (1 J./mL)

3) 1 M NaOH

4) reakciona smesa [0,28 mM fenol crveno (PRS) + peroksidaza rena (1 J./mL)]

Procedura:

U bunari¢e mikrotitar ploce se doda po 50 pL supernatanta tkiva i 50 pL reakcione
smese napravljene neposredno pre pocetka analize. Plo¢e se inkubiraju 60 min. na 37°C, a
zatim se doda u svaki bunari¢ po 10 pL 1 M NaOH. Serija standardnih rastvora H>O>
(koncentracija 2,5, 5, 10 i 20 nmol/mL) i slepa proba su prosli istu proceduru. Vrednosti
apsorbanci se o¢itavaju na 600 nm na ELISA ¢itacu (ELISA reader Optic System, Model 2100-
C; Biotech SL, Spain) u poredenju sa slepom probom. Koncentracije H202 u uzorcima
ispitivanih tkiva izraCunavaju se koris¢enjem kalibracione krive standardnih rastvora i izrazene
su u nmol/mg tkiva.

3.6.9.3. Odredivanje koncentracije nitrita

Koncentracija nitrita (NO27), kao indikatora NO, odredena je kolorimetrijskom
metodom prema Green i sar. (1982). Metoda se zasniva na oksidaciji NO u NO2~ koji u reakciji
sa sulfanil-amidnom kiselinom i N-1-naftiletilendiamin dihidrohloridom (NED) daje stabilno
azotno jedinjenje purpurne boje.

Koris¢eni rastvori:

1) sulfanilamidni reagens (1% sulfanilamid + 5% fosforna kiselina)

2) 0,1% N-1-naftiletilendiamin dihidrohlorid [N-(1-Naphthyl)ethylenediamine
dihydrochloride — NED]
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Procedura:

U bunari¢ce mikrotitar plo¢e doda se po 50 pL supernatanta tkiva i 50 pL
sulfanilamidnog reagensa napravljene neposredno pre pocetka analize. Ploce se inkubiraju 10
min. na sobnoj temperaturi, a zatim se doda u svaki bunari¢ po 50 uL NED i ponovo inkubiraju
10 min. na sobnoj temperaturi, zasti¢eni od svetla. Serije standardnih rastvora nitrita (100 mM)
u koncentracijama od 1,56 pM, 3,13 pM, 6,25 uM, 12,5 puM, 50 uM i 100 uM su prosli kroz
istu proceduru. Vrednosti apsorbanci se oc¢itavaju na 550 nm na ELISA ¢itacu (ELISA reader
Optic System, Model 2100-C; Biotech SL, Spain) u poredenju sa slepom probom.
Koncentracije nitrita u uzorcima ispitivanih tkiva izraCunavaju se koriS¢enjem kalibracione
krive standardnih rastvora i izrazene su u nmol/mg tkiva.

3.6.10. Odredivanje koncentracije lipidnih peroksida

Odredivanje koncentracije lipidnih peroksida (LPO) u tkivima jetre, bubrega i testisa
radeno je prema metodi Rehncrona i sar. (1980), koja se zasniva na reakciji krajnjih proizvoda
procesa lipidne peroksidacije (malondialdehida — MDA) sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA).
Za odredivanje koncentracije LPO u ispitivanim tkivima odmereno je 100 mg tkiva i
homogenizovano u 1 mL 1,15% KCI (odnos 1:10). Dobijeni homogenati tkiva se koriste za
dalje analize.

KoriS¢eni rastvori:

1) 40% TCA

2) 0,3% NaOH

3) 0,6% TBA (u 0,3% NaOH)

Procedura:

U 300 puL homogenata ispitivanih tkiva je dodato 100 puL 40% TCA. Uzorci su
inkubirani 15 min. na ledu (0°C), a zatim centrifugirani 10 min. na 1000xg na 4°C. Dobijeni
supernatanti tkiva se odmere i u svaki uzorak od 300 pL doda se po 100 uL. TBA, sadrzaj se
dobro promucka i inkubira u vodenom kupatilu 15 min. na 100°C. Za slepu probu se umesto
uzorka doda ista zapremina TCA. Uzorci su zatim ohladeni na sobnoj temperaturi, a vrednosti
apsorbanci se o¢itavaju na ELISA citacu (ELISA reader Optic System, Model 2100-C; Biotech
SL, Spain) na 530 nm. Koncentracija LPO se prera¢unava kao razlika vrednosti apsorbanci
uzorka i slepe probe uz koris¢enje molarnog ekstinkcionog koeficijenta za MDA (1,56x10° M-
tem™) i izrazava se u nmol MDA/mg tkiva.

MDA (nM/mg tkiva) = AA X R x 106 /¢

3.6.11. HistopatoloSka analiza isecaka jetre i bubrega

Da bi se ispitao uticaj tretmana insekticidima i ekstraktima lista imele na strukturu tkiva
jetre i bubrega, delovi tkiva su kori$¢eni za histopatoloSke analize. Odvojeni su uzorci tkiva
jetre i jedan bubreg i fiksirani u 4% rastvoru formalina u toku 24 sata. Nakon fiksacije, uzorci
tkiva se ispiraju vodom, a zatim se prenose u automatizovani tkivni procesor (TP1050, Leica
Biosystems Nussloch GmbH, Germany), u kome se vrsi uklanjanje vode, odnosno
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dehidratacija tkiva kroz seriju rastvora alkohola rastuc¢ih koncentracija (50%, 70%, 96% i
100%). Zatim, uzorci tkiva se stavljaju u organski rastvara¢ ksilol, koji omogucava da se
strukture u tkivu bolje vide, a predstavlja ujedno i medijum u kome se parafin dobro rastvara.
Uzorci tkiva se zatim tretiraju parafinom, stavljaju se u modlice u koje se uliva rastopljeni
parafin, i kalupe se u parafinske blokove. Nakon hladenja, kada parafin oc¢vrne, kalup sa
parafinom se postavlja na mikrotom (Leica RM2035, Austria), uredaj za secenje tkivnih
preseka. Dobijeni preseci debljine 4-6 um se stavljaju na predmetnu plocicu, ali posto se
parafin jos uvek nalazi u tkivu neophodno je njegovo izvlacenje (deparafinizacija) rastvaranjem
u organskom rastvaracu ksilolu. Nakon toga vrsi se rehidratacija tkiva kroz seriju opadajucih
koncentracija rastvora alkohola (100%, 96% i 70%). Uzorci tkiva su zatim isprani dH2O i ovaj
postupak omogucava da boje bolje prodru u tkivo.

Tkivni preseci se zatim boje hematoksilinom i eozinom (H&E bojenje), a visak boje se
ispira. Kako bi se dobio trajni preparat, tkivni presek se ponovo dehidratiSe alkoholima i
prekrije pokrovnom plo¢icom, koja se lepi nevodenim medijumom (Canada balsam). Postupak
pripreme ovakvih preparata za histopatoloske analize ima za cilj ofuvanje morfoloskih
struktura tkiva koje su priblizne nativhom uzorku.

Ovako dobijeni histoloSki preparati jetre 1 bubrega eksperimentalnih Zivotinja su
posmatrani pod svetlosnim mikroskopom (Zeiss, Axioskop 40). Koris¢enjem raCunara i
softvera preparati su analizirani u cilju uo¢avanja narusenih struktura i histopatoloskih promena
u ispitivanim tkivima. Fotografije svakog preparata napravljene su pri uveéanju od 100 puta
(Glisi¢ i Stankovi¢, 2017).

3.7. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza rezultata u ovoj doktorskoj disertaciji uradena je koriS¢enjem SPSS
softverskog paketa (IBM-SPSS 23 za Windows, Cikago, IL, SAD). Za utvrdivanje postojanja
statisticki znacajnih razlika izmedu ispitivanih grupa (kontrolnih i eksperimentalnih)
primenjena je jednofaktorijalna analiza varijanse (one-way analysis ANOVA), a zatim su
kori§¢eni post-hoc testovi da bi se ustanovile statisticki znacajne razlike izmedu srednjih
vrednosti, a kori§¢eni su Tukey’s/Dunnett’s T3 testovi. U svim testovima Kriterijum za
statistiCku znacajnost je p<0,05. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost *+ standardna
greska. Dobijeni rezultati su prikazani tabelarno i graficki, a histopatoloske analize su
prikazane u vidu tabela i mikrografija. ICso vrednosti su preracunate iz kalibracione krive dozne
zavisnosti koriSéenjem softvera za analizu podataka (CalcuSyn, BIOSOFT, Velika Britanija).
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4.1. Hemijski profil i bioloSka aktivnost ekstrakta

Nakon dobijanja ekstrakta ispitivane biljne vrste, imele (Viscum album L.), odreden je
sadrzaj ukupnih fenola, zatim sadrzaj ukupnih flavonoida, kondenzovanih tanina i galotanina i
ukupna antioksidativna aktivnost, a rezultati su prikazani u Tabeli 2.

Tabela 2. Sadrzaj fenolnih jedinjenja i ukupna antioksidativna aktivnost
ekstrakta lista Viscum album L.

Ekstrakt Sadrzaj
Ukupni fenoli (mg GAE/Q) 94,38 £ 0,62
Ukupni flavonoidi (mg RUE/g) 65,24 + 0,23
Kondenzovani tanini (mg GAE/q) 44,65 + 0,09
Galotanini (mg GAE/q) 29,64 + 0,38
Ukupna antioksidativna aktivnost (mg AKE/g) 128,65 + 0,92

Rezultati ukupnih fenola, kondenzovanih tanina i galotanina u ekstraktu lista Viscum
album L. izrazeni su u mg ekvivalenta galne kiseline po gramu suve mase ekstrakta (mg GAE/g
+ SD). SadrZaj ukupnih fenola iznosi 94,38 + 0,62 mg GAE/g, §to predstavlja znac¢ajnu koli¢inu
ukupnih fenola u ekstraktu lista. Sadrzaj kondenzovanih tanina (44,65 £ 0,09 mg GAE/Q) je za
oko 45% manji u odnosu na sadrzaj ukupnih fenola, dok je sadrzaj galotanina (29,64 + 0,38
mg GAE/g) za oko 60% manji u odnosu na sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktu lista. Rezultat
ukupnih flavonoida izrazen je u mg ekvivalenta rutina po gramu suve mase ekstrakta (mg
RUE/g). Zabelezena je znatno niza vrednost ukupnih flavonoida (65,24 + 0,23 mg RUE/Q) i za
oko 30% je manja u odnosu na sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktu lista Viscum album L.

Vrednost ukupne antioksidativne aktivnosti u ekstraktu lista izrazena je u mg
askorbinske kiseline na g suvog ekstrakta (mg AKE/g £ SD) i iznosi 128,65 + 0,92, $to je u
saglasnosti sa ukupnim sadrzajem fenolnih jedinjenja.

Rezultati antioksidativnog potencijala ekstrakta lista imele odredeni su primenom
testova, koji se zasnivaju na razli¢itim mehanizmima ispoljavanja antioksidativne aktivnosti:
na nivou DPPH" radikala, na nivou inhibicije lipidne peroksidacije, na nivou hidroksil radikala
(OH), i na nivou ABTS " radikala, a prikazani su u Tabeli 3. Rezultati su izrazeni u pug/mL
ekstrakta kao 1Cso vrednosti i definisane kao koncentracije ispitivanih uzoraka koje neutralisu
50% slobodnih radikala. Antioksidativna aktivnost ekstrakta lista uporedivana je sa
standardima antioksidanata galnom kiselinom, askorbinskom kiselinom, BHT i a-tokoferolom.
Treba naglasiti da niza vrednost ICsp ukazuje na vecu antioksidativnu aktivnost ispitivanog
ekstrakta imele, odnosno bolju sposobnost inhibiranja Stetnog procesa lipidne peroksidacije u
¢elijama.
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Tabela 3. Antioksidativni potencijal ekstrakta lista Viscum album L.

ICs0 (Lg/mL)
Uzorak DPPH* L|p|_dna__ OH" ABTS™
peroksidacija
Viscum album L. 7,28 £0,83 18,11 + 0,82 22,02 + 0,83 5,09 + 0,23

Galna kiselina 3,79+ 0,69 255,43 + 11,68 59,14 + 1,10 1,96 £+ 0,41
Askorbinska

kiselina 6,05+ 0,34 > 1000 160,55 +2,31 10,98 + 0,95
BHT 15,61 + 1,26 1,00 £ 0,23 33,92 +0,79 7,23 +0,87
a-tokoferol - 0,48 £ 0,05 - -

Zabelezeno je da ekstrakt lista Viscum album L. ima najvedi stepen inhibicije ABTS"*
radikala (5,09 £ 0,23 pg/mL), zatim DPPH" radikala (7,28 + 0,83 pug/mL), a znatno manji
stepen inhibicije lipidne peroksidacije (18,11 + 0,82 pg/mL) i OH" radikala (22,02 + 0,83
pg/mL). Rezultati pokazuju da ekstrakt lista imele ima vecu antioksidativnu aktivnost na nivou
DPPH" radikala u poredenju sa standardom BHT, a takode ispoljava i ve¢u aktivnost na nivou
inhibicije lipidne peroksidacije u odnosu na galnu i askorbinsku kiselinu. Ekstrakt je pokazao
vecu antioksidativnu aktivnost u pogledu hvatanja OH" radikala u odnosu na sve ispitivane
standarde. ABTS™ test je pokazao da galna kiselina ispoljava najve¢u aktivnost na nivou
ABTS " radikala, dok je ekstrakt lista imele pokazao vecu antioksidativnu aktivnost na nivou
ABTS " radikala u poredenju sa askorbinskom kiselinom i BHT.

Za kvantitativnu analizu sastava polifenolnih jedinjenja u ekstraktu lista imele
koris¢ena je HPLC-DAD tehnika. Rezultati su dobijeni preko kalibracione krive referentnih
standarda, a na osnovu povrsine pikova dobijena je ukupna koli¢ina polifenolnih jedinjenja. Na
Slici 25 dat je hromatogram najdominantnijih komponenti prisutnih u ekstraktu lista Viscum
album L.

mAY

Slika 25. Hromatogram ekstrakta lista Viscum album L.

U Tabeli 4 prikazane su jednacine kalibracionih kriva, regresioni koeficijent (R2),
raspon ili opseg (Hg/UL), vreme retencije (RT/min), limit detekcije (LOD/pg/uL) i limit
kvantifikacije (LOQ/ug/uL) za svaki standard.
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Tabela 4. Analiticki parametri za 15 fenolnih jedinjenja koris¢enih za HPLC-DAD analizu

Jedinjenje Kalibraciona kriva (R?) (3375%) (Ew-li—r:) (tg/ﬁ*L*) (IL Cég:;
p-Hidroksibenzojeva y=99344x+01 09998  0.006-50.000  17.65 0003 0,010
Kafeinska kiselina y =32,241.5x-0.1 1.0000 0.001-34.000 21.19 0,009 0,030
Vanilinska kiselina y =10,781.0x + 0.5 0.9995 0.006-30.000 22.15 0,003 0,010
Hlorogenska kiselina y=10,491.8x - 0.5 0.9998 0.050-26.200 22.25 0,035 0,116
p-kumarinska kiselina y =16,239.7x - 0.8 0.9997 0.042-20.000 24.83 0,042 0,140
Ferulna kiselina y =24,685.7x — 0.7 0.9998 0.035-22.000 27.35 0,029 0,097
Sinapinska kiselina y=13,3325x + 1.1 0.9998 0.040-22.200 29.11 0,032 0,106
Rutin y =4589.0x - 0.7 0.9999 0.067-17.000 29.30 0,052 0,173
Apigenin-glikozid y =4289.0x - 0.7 0.9999 0.060-26.000 32.21 0,052 0,173
Ruzmarinska kiselina y =5385.2x + 0.7 0.9998 0.025-20.000 33.58 0,018 0,060
Kvercetin y =10,336.2x + 0.3 0.9996 0.045-20.000 36.50 0,033 0,110
Luteolin y = 15,958.6x — 0.2 0.9998 0.045-7.200 37.31 0,030 0,100
Naringenin y =14,797.5x + 1.0 1.0000 0.065-32.000 37.85 0,055 0,183
Kempferol y =13,636.5x + 0.1 0.9997 0.040-27.000 38.29 0,029 0,097
Apigenin y =6229.8x + 1.2 0.9996 0.055-16.000 40.10 0,045 0,150

* vreme retencije, ™ limit detekcije,

Fkk

limit kvantifikacije

Rezultati u Tabeli 5 pokazuju sadrzaj polifenolnih jedinjenja u ekstraktu lista imele,
izrazen u pg/g i %. Kvantitativnom analizom je utvrden sledeci sastav: kafeinska kiselina,
hlorogenska Kkiselina, p-kumarinska kiselina, ferulna kiselina, rutin, apigenin-glikozid,
kvercetin, kempferol i apigenin. U ekstraktu lista imele nisu detektovani p-hidroksibenzojeva

kiselina, vanilinska kiselina, sinapinska kiselina, luteolin i naringenin.

Najvise zastupljeni flavonoidi su rutin (4,467 pg/g ili 37,6%), kempferol (2,229 pg/g
ili 18,8%), kvercetin (2,145 pg/g ili 18,1%), apigenin (1,874 pg/g ili 15,8%) i apigenin-glikozid
(0,792 ng/g ili 6,7%). Od polifenolnih kiselina najzastupljenija je p-kumarinska kiselina (1,1%
ili 0,125 pg/g), kafeinska kiselina (0,8% ili 0,090 pg/g), a potom ferulna kiselina (0,6% ili
0,076 pg/g) i hlorogenska kiselina (0,5% ili 0,060 pg/g).
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Tabela 5. Sadrzaj polifenolnih jedinjenja u ekstraktu lista imele

Jedinjenje Sadrzaj (ug/g) Sadrzaj (%)

p-Hidroksibenzojeva ND ND
kiselina

Kafeinska kiselina 0,090 0,8
Vanilinska kiselina ND ND
Hlorogenska kiselina 0,060 0,5
p-kumarinska kiselina 0,125 1,1
Ferulna kiselina 0,076 0,6
Sinapinska kiselina ND ND
Rutin 4,467 37,6
Apigenin-glikozid 0,792 6,7
Ruzmarinska kiselina ND ND
Kvercetin 2,145 18,1
Luteolin ND ND
Naringenin ND ND
Kempferol 2,229 18,8
Apigenin 1,874 15,8
Y 11,858 100

ND — nije detektovano

4.2. Ispitivanje Celijske vijabilnosti MTT testom

Primenom MTT testa prvo je ispitivan nivo citotoksi¢nosti insekticida hlorpirifosa
(CPF) i imidakloprida (IMI) na vijabilnost ¢elija fibroblasta plu¢a (MRC-5) u in vitro
tretmanima. Celije su inkubirane sa rastu¢im koncentracijama (25, 50, 100, 200 i 300 pM)
insekticida u kratkotrajnom tretmanu (period od 24 sata) i dugotrajnom tretmanu (period od 72
sata). Takode, za pojedinacne tretmane je koriS¢ena i serija vodenih rastvora ekstrakta lista
imele, Viscum album L., u slede¢im koncentracijama: 10, 20, 40, 50, 100, 200, 300, 400, 600 i
800 pg/mL. Nakon serije eksperimenata pojedina¢nih tretmana, za kombinovane tretmane
ekstrakta i insekticida odabrane su po tri koncentracije CPF i IMI (50, 100 i 300 uM), kao i tri
koncentracije rastvora ekstrakta lista imele (100, 300 i 600 pg/mL). 1 u kombinovanim
tretmanima ¢elije su inkubirane u trajanju od 24 i 72 sata.

Rezultati analize vijabilnosti MRC-5 ¢elija prikazani u Tabeli 6 i na Grafiku 1 pokazuju
da u svim primenjenim koncentracijama u kratkotrajnom (24 sata) i dugotrajnom (72 sata)
tretmanu insekticid CPF dovodi do dozno-zavisnog smanjenja vijabilnosti. Najmanja
koncentracija CPF od 25 pM smanjuje vijabilnost na 90,25 + 1,50%, dok je najveca
koncentracija od 300 uM dovela do znacajnog smanjenja vijabilnosti na 67,62 + 0,70% u
odnosu na kontrolu (100 £ 2,00%). Nakon tretmana od 72 sata CPF takode dovodi do dozno-
zavisnog smanjenja vijabilnosti MRC-5 ¢elija, i najmanja koncentracija od 25 uM smanjuje
vijabilnost na 86,32 £ 1,61%, dok najveca koncentracija CPF (300 uM) znacajno smanjuje
vijabilnost na 48,16 + 1,34% u poredenju sa netretiranim kontrolnim ¢elijama (100 + 2,69%).
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Grafik 1. Vijabilnost ¢elija MRC-5 linije nakon kratkotrajnog i dugotrajnog tretmana
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“Statisti¢ki zna€ajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
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Tabela 6. Efekti insekticida CPF i IMI na vijabilnost ¢elija MRC-5 linije u kratkotrajnom i
dugotrajnom tretmanu

Celijska vijabilnost (% kontrole)

CPF IMI
24 sata 72 sata 24 sata 72 sata

Kontrola 100,00+2,00  100,00+2,69 100,00 + 1,97 100,00 + 2,99
25UM 90,25+150°  86,32+1,61" 91,99 +0,77 96,54 + 4,99
50uM 86,34+0,77°  73,65+191" 92,87 + 1,27 94,07 + 2,02
100uM 81,11+2,36°  57,37+2.25 87,70 + 1,15 92,21 +1,21
200puM 7460 +1,47°  54,57+1,09" 88,35+ 1,30 91,62 + 1,13
300uM 67,62+0,70°  4816+1,34" 84,45 + 2,30 80,56 + 3,60

“Statisti¢ki zna¢ajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).

Za insekticid IMI su koriSc¢ene iste koncentracije pri proceni Celijske vijabilnosti, a
rezultati su prikazani u Tabeli 6 i na Grafiku 2. Posle kratkotrajnog tretmana pokazano je da
koncentracije 25 i 50 ne smanjuju znacajno vijabilnost u odnosu na kontrolu (100 + 1,97%),
dok su koncentracije 100 uM (87,70 % 1,15%), 200 uM (88,35 + 1,30%) i 300 uM (84,45 +
2,30%) izazvale smanjenu vijabilnost, koja je bila znac¢ajna u odnosu na netretirane ¢éelije. U
dugotrajnom tretmanu samo najveca koncentracija od 300 uM IMI dovodi do znacajnog
smanjenja vijabilnosti ¢elija na 80,56 + 3,60% u odnosu na kontrolu (100 + 2,99%).

Grafik 2. Vijabilnost ¢elija MRC-5 linije nakon kratkotrajnog i dugotrajnog tretmana
insekticidom 1Ml
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*Statisti¢ki znadajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).

Ispitivan je 1 uticaj ekstrakta lista imele (VAE) na ¢elijsku vijabilnost u kratkotrajnom
(24 sata) i dugotrajnom (72 sata) tretmanu, a rezultati su prikazani u Tabeli 7 i na Grafiku 3.
Pokazano je da nakon tretmana od 24 sata viSe koncentracije ekstrakta VAE statisticki znacajno
povecavaju vijabilnost MRC-5 ¢elija u odnosu na kontrolu (100 £ 2,92%), osim koncentracija
od 10, 20 i 50 pg/mL. Rezultati vijabilnosti ¢elija i nakon tretmana od 72 sata pokazuju da
VAE u svim ispitivanim koncentracijama povecavaju vijabilnost ¢elija, ali bez statisticke

znacajnosti.

Tabela 7. Efekti VAE u rastu¢im koncentracijama na vijabilnost ¢elija MRC-5 linije u

kratkotrajnom i dugotrajnom tretmanu

Celijska vijabilnost (% kontrole)

VAE
24 sata 72 sata

Kontrola 100,00 + 2,92 100,00 + 5,55
10 pg/mL 106,86 + 0,93 108,77 + 3,65
20 pg/mL 105,90 + 1,58 114,91 + 4,87
40 pg/mL 108,75 + 1,50" 113,48 + 4,22
50 pg/mL 105,90 + 1,62 119,95 + 2,19
100 pg/mL 108,34 + 0,73" 120,44 + 1,99
200 pg/mL 108,83+ 1,01" 123,36 + 5,32
300 pg/mL 112,09 + 1,20" 122,52 + 3,54
400 pg/mL 110,15+ 1,60" 116,04 + 2,87
600 pg/mL 112,19 +1,63" 124,75 + 0,84
800 pg/mL 111,40 + 2,33" 121,39 + 2,95

“Statisti¢ki znatajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
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Grafik 3. Vijabilnost ¢elija MRC-5 linije nakon kratkotrajnog i dugotrajnog tretmana VAE
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“Statisti¢ki zna€ajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).

Ispitivani su i kotretmani izabranih koncentracija oba insekticida (CPF i IMI) i ekstrakta
VAE na ¢elijsku vijabilnost (Grafici 4 i 5).

Rezultati pokazuju da kotretmani CPF i VAE u svim primenjenim koncentracijama
nakon 24 sata dovode do dozno-zavisnog statisti¢ki znac¢ajnog povecanja vijabilnosti MRC-5
¢elija u odnosu na kontrolu, osim CPF u koncentracijama od 100 uM i 300 uM u kombinaciji
sa najmanjom koncentracijom ekstrakta (100 ug/mL), koji nisu izazvali promenu vijabilnosti

¢elija (Grafik 4).

U dugotrajnim (72 sata) kotretmanima CPF i ekstrakta imele u sve tri ispitivane
koncentracije insekticida (50 uM, 100 uM i 300 uM) i ekstrakta imele (100 pg/mL, 300 pg/mL
i 600 pg/mL) vijabilnost ¢elija bila je znacajno smanjena u odnosu na kontrolu (100,00 + 1,57)

(Grafik 4).
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Grafik 4. Vijabilnost ¢elija MRC-5 linije nakon kratkotrajnog i dugotrajnog kotretmana CPF
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*Statisticki znacajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
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Grupa Al: 50 pM CPF + 100 pg/mL VAE; A2: 50 uM CPF + 300 pg/mL VAE; A3: 50 uM CPF + 600 pg/mL

VAE;

Grupa B1: 100 uM CPF + 100 pg/mL VAE; B2: 100 uM CPF + 300 pg/mL VAE; B3: 100 uM CPF + 600

pg/mL VAE;

Grupa C1: 300 uM CPF + 100 pg/mL VAE; C2: 300 uM CPF + 300 pg/mL VAE; C3: 300 uM CPF + 600

pug/mL VAE.

Takode, ispitivani su i kotretmani insekticida IMI u tri koncentracije (50 uM, 100 uM
i 300 uM) i ekstrakta VAE u tri koncentracije (100 pg/mL, 300 pg/mL i 600 pg/mL) (Grafik

5).

Insekticid IMI je nakon 24 sata u sve tri koncentracije (50 uM, 100 uM i 300 uM) u
kotretmanu sa koncentracijama 100 pg/mL i 300 pg/mL ekstrakta VAE doveo do statisticki
znafajnog smanjenja vijabilnosti MRC-5 ¢elija. Medutim, IMI je u sve tri koncentracije u
kotretmanu sa najvecom koncentracijom od 600 pg/mL ekstrakta VAE doveo do statisticki
znacajnog povecanja vijabilnosti ¢elija i to 50 UM IMI na 115,61 + 1,09%, 100 pM IMI na
112,73 £ 0,90% i 300 uM IMI na 107,40 £ 1,38% u odnosu na kontrolu (100,00 + 1,45%).
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Grafik 5. Vijabilnost ¢elija MRC-5 linije nakon kratkotrajnog i dugotrajnog kotretmana IMI
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“Statisti¢ki znaGajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
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Grupa Al: 50 pM IMI + 100 pg/mL VAE; A2: 50 uM IMI + 300 pg/mL VAE; A3: 50 uM IMI + 600 pg/mL

VAE;

Grupa B1: 100 uM IMI + 100 pg/mL VAE; B2: 100 pM IMI + 300 pg/mL VAE; B3: 100 pM IMI + 600

pg/mL VAE;

Grupa C1: 300 uM IMI + 100 pg/mL VAE; C2: 300 uM IMI + 300 pg/mL VAE; C3: 300 uM IMI+ 600 pg/mL

VAE.

Nakon perioda od 72 sata, IMI je u koncentracijama 50 uM i 300 uM u kotretmanu sa
najmanjom izabranom koncentracijom 100 pg/mL ekstrakta VAE doveo do statisticki
znacajnog smanjenja vijabilnosti MRC-5 ¢elija (Al - 93,8 £ 0,95% i C1 - 90,9 + 1,45%) u
odnosu na kontrolu (100,00 + 1,99%). Medutim, rezultati kotretmana IMI u sve tri
koncentracije sa ve¢im koncentracijama ispitivanog ekstrakta (300 pg/mL i 600 pg/mL) su
pokazali statisticki zna¢ajno povecanje vijabilnosti MRC-5 ¢elija (A2 1 A3, B21B3, C21iC3).
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4.3. Promena telesne mase i mase organa Zivotinja

U Tabeli 8 data je procentualna vrednost promene telesne mase Zivotinja nakon efekta
tretmana, a najveci prirast zabelezen je kod tretiranih grupa IMI+VAE2 (32,64 + 2,55%),
VAEL (19,68 £ 2,37%) i CPF+VAE2 (18,37 £ 1,54%) u poredenju sa kontrolom (10,06 +
1,01%). Jetra, bubrezi i testisi su nakon zrtvovanja izmereni, a odnos njihovih masa i telesne
mase na kraju eksperimenta su takode dati u Tabeli 8, i nisu zabelezene znacajne promene.

Tabela 8. Promena telesne mase (t.m.) i odnosi telesne mase i mase ispitivanih tkiva
kontrolne i tretiranih grupa

Parametar

. Promena . Odnos .
Eksperimentalne Odnos jetra/t.m. Odnos testis/t.m.
grupe telesne mase x 1000 bubreg/t.m. % 1000

(%) x 1000

Kontrola 10,06 + 1,01 24,09 + 0,24 7,22 +0,29 9,53+0,33
CPF 5,49 £ 0,64 32,54 +0,37 7,13+0,18 9,71+0,26
IMI 11,96 + 3,12 30,56 + 1,44 6,98 + 0,30 8,64 + 1,37
VAE1 19,68 + 2,37 28,97 £ 0,93 6,83+ 0,20 10,50 £ 0,48
CPF + VAE1 8,98 £ 1,54 28,74 +0,1 559+0,11 8,31+0,21
CPF + VAE2 18,37 + 1,54 30,03 + 1,40 6,85 + 0,39 8,86 £ 0,36
IMI + VAEL 8,08 £ 2,47 29,45+ 0,42 6,95+ 0,19 10,13 +£0,42
IMI + VAE2 32,64 + 2,55 38,13+ 1,54 7,14 £ 0,25 9,36 + 0,39

4.4. HematoloSki parametri

Rezultati hematoloSkih parametara prikazani su u Tabeli 9. Broj eritrocita (RBC) je
znacajno smanjen u grupi tretiranoj sa CPF (6,18 £ 0,10x10%/L) u odnosu na kontrolu (7,26 +
0,07x10%?/L). U grupi CPF+VAE1 (7,53 + 0,12x10%/L) broj RBC je znadajno poveéan u
odnosu na CPF grupu, dok u grupi CPF+VAE2 (6,67 + 0,15x10%/L) broj RBC pokazuje
znaajnu razliku u odnosu na kontrolu i grupu tretiranu sa CPF. IMI, kao i kotretmani
IMI+VAEL i IMI+VAE2 nisu doveli do znacajnih promena u broju RBC. Grupa VAE1
pokazala je znadajnu razliku (7,18 + 0,12x10%%/L) u broju RBC u odnosu na CPF grupu.
Koncentracija hemoglobina (Hb) znacajno je snizena u CPF grupi (132,0 = 2,6 g/L) i grupi
CPF+VAE2 (127,5 £ 2,1 g/L) u odnosu na kontrolnu vrednost (143,8 + 2,6 g/L). U grupi
CPF+VAEL (143,2 + 1,3 g/L) koncentracija Hb je znacajno povecana u odnosu na grupu koja
je dobijala CPF. Kotretman insekticida CPF i VAEL uzrokovao je povecanje hematokrita (Hct)
(44,37 + 0,49%) u odnosu na kontrolu (39,82 £ 0,80%) i CPF (40,83 £ 0,90%). Broj leukocita
(WBC) je znacajno poveéan u grupi tretiranoj CPF (5,10 + 0,22x10%L) i CPF+VAE2 (4,62 +
0,31x10%L) u odnosu na kontrolnu grupu (2,98 + 0,26x10%L). Grupe VAEL (2,32 + 0,30
x10%L) i CPF+VAEL1 (3,93 + 0,15 x10%L) pokazale su smanjen broj WBC u odnosu na CPF
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grupu. Broj trombocita (PLT) je znacajno smanjen u grupi IMI (873,0 + 27,1x10%L) u odnosu
na kontrolu (1090,0 + 32,7x10%L), dok je u grupi VAE1 broj PLT (1138,3 + 51,4x10%L)
znacajno povecan U odnosu na IMI grupu.

Tabela 9. Hematoloski parametri kontrolne i eksperimentalnih grupa

Parametar
Eksperimentalne RBC Hb Hct WBC PLT
grupe (x10%/L) (9/L) (%) (x10%/L) (x10%L)
Kontrola 7,26 + 0,07 1438+ 2,6 39,82+ 0,80 2,98+0,26 1090,0 + 32,7
CPF 6,18 £ 0,10" 132,0+2,6" 40,83 + 0,90 5,10+ 0,22" 1042,0 £37,5
IMI 7,01 +£0,16 136,5+1,3 41,98 +1,38 3,10+ 0,38 873,0+27,1"
VAE1 7,18 +0,12% 137,8+1,9 41,20+ 0,51 2,32 +0,30* 1138,3 £ 51,48
CPF + VAE1 7,53 +0,12% 1432 +1,3% 44,37 £ 0,49 3,93+0,15% 10715+315
CPF + VAE2 6,67 £0,15™ 1275+21" 40,42 + 0,79 4,62 £0,31" 970,3+8,2
IMI + VAE1L 7,41+0,10 1355+ 0,9 42,82 + 0,46 3,92 +0,26 1017,8+42,4
IMI + VAE2 6,94 + 0,37 133,0+£1,5 41,10+ 1,13 2,98 +£0,13 950,0 + 15,5

*Statisticki znacajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisti¢ki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
$Statisticki zna¢ajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).

4.5. Biohemijski parametri

Rezultati biohemijskih parametara u serumu pacova kontrolne i eksperimentalnih grupa
prikazani su u Tabelama 10-13.

Tretmani sa insekticidima CPF i IMI, kao i ekstraktom VAEL nisu doveli do statisticki
znacajne promene ukupnih proteina u serumu u odnosu na kontrolu. Zabelezeno je znacajno
smanjenje albumina u serumu kod tretiranih grupa CPF+VAE1l (20,44 = 2,08 g/L) i
CPF+VAE2 (24,01 £ 1,61 g/L) u poredenju sa kontrolom (44,83 + 1,70 g/L) i grupom koja je
tretirana samo CPF (43,52 £+ 1,00 g/L) (Tabela 10).

Nivo glukoze je kod zivotinja kojima je aplikovan CPF bio zna¢ajno povisen (10,12 +
0,59 mmol/L) u odnosu na kontrolnu vrednost (7,10 + 0,36 mmol/L). Grupe koje su pored CPF
dobijale i imelu u veéoj dozi CPF+VAEL (6,49 £ 0,15 mmol/L) i u manjoj dozi CPF+VAE2
(6,97+ 0,32 mmol/L) pokazale su dozno-zavisno smanjenje nivoa glukoze u odnosu na CPF.
Ostale eksperimentalne grupe nisu pokazale zna¢ajne promene u odnosu na kontrolu. Ukupni
holesterol je bio znacajno povisen u grupama koje su dobijale samo CPF (2,30 + 0,13 mmol/L)
i samo IMI (2,34 £ 0,09 mmol/L) u odnosu na kontrolu (1,93 = 0,04 mmol/L). Vrednosti
ukupnog holesterola su znacajno smanjene u odnosu na kontrolu i na CPF grupu u grupama
koje su dobijale pored CPF i ekstrakt, CPF+VAE1 (1,33 £ 0,10 mmol/L) i CPF+VAE2 (1,29
+ 0,07 mmol/L) (Tabela 10).
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Trigliceridi su znacajno poviseni u grupama koje su dobijale samo CPF (0,51 + 0,03
mmol/L) ili samo IMI (0,47 + 0,03 mmol/L) u odnosu na kontrolnu vrednost (0,33 + 0,01
mmol/L). Grupa CPF+VAE1 imala je trigliceride smanjene (0,33 £ 0,04 mmol/L) u odnosu na
CPF grupu, dok je grupa IMI+VAEL imala smanjene trigliceride (0,37 + 0,02 mmol/L) u
odnosu na IMI tretman. Kod pacova koji su dobijali samo ekstrakt imele (VAEL) trigliceridi
su bili znac¢ajno smanjeni (0,37 + 0,03 mmol/L) u odnosu na tretmane sa CPF ili IMI (Tabela
10).

Tabela 10. Efekti VAE na biohemijske parametre pacova tretiranih insekticidima CPF i IMI

Parametar
Eksperimentalne O <uPn! Albumini Glukoza Ukupni Trigliceridi
i proteini (/L) (mmol/L) holesterol (mmol/L)
(9/L) (mmol/L)

Kontrola 56,88+ 3,00 44,83+1,70 7,10+ 0,36 1,93 £ 0,04 0,33+0,01
CPF 64,38+ 0,46 4352+1,00 10,12+0,59° 2,30+0,13" 0,51 +0,03"
IMI 64,45+196 41,40+1,31 7,87 £0,10 2,34 +0,09" 0,47 +0,03"
VAE1 63,85+0,98 43,60+ 0,39 7,60 + 0,36" 1,73+ 0,078 0,37 + 0,03
CPF+VAE1 4585+4,70 20,44+208% 6,49+0,15" 1,33+0,10% 0,33 +0,04*
CPF+VAE2  49,78+427 24,01+161% 6,97+0,32* 1,29 +£0,07* 0,45 £ 0,04
IMI + VAE1 54,98+2,24 3555+1,86 7,85+ 0,25 1,95+0,13 0,37 + 0,028
IMI + VAE2 5492+2,79 37,17 +3,55 8,02+0,21 1,74 £ 0,20 0,42+ 0,02

“Statisticki zna¢ajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisti¢ki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
$Statisticki zna¢ajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).

Znacajno povecanje aktivnosti enzima ALT u serumu u odnosu na kontrolu (32,17 +
0,95 J/L) zabelezeno je u grupama CPF (44,50 + 1,65 J/L) i IMI (44,67 £ 1,73 J/L). Aktivnost
ALT u grupi CPF+VAEI] bila je zna¢ajno manja (29,33 £ 3,53 J/L) u odnosu na grupu CPF,
dok je kod grupe IMI+VAEI zabelezeno smanjenje aktivnosti ALT (34,67 +2,19 J/L) u odnosu
na zivotinje kojima je aplikovan samo IMI (Tabela 11).

Aktivnost enzima AST je znacajno povecana kod pacova kojima je aplikovan CPF
(168,3 £ 10,7 J/L) u odnosu na kontrolu (110,0 + 2,6 J/L), dok je kod pacova tretiranih VAE1
(117,5 £ 9,6 J/L) i CPF+VAE1(109,8 + 5,3 J/L) aktivnost AST znacajno smanjena u odnosu
na tretman CPF. Porast aktivnosti LDH u serumu pacova je statisticki znacajan u grupama koje
su tretirane CPF (1505,2 + 104,6 J/L) ili IMI (1415,8 £ 24,7 J/L) u odnosu na kontrolu (925,7
+ 155,2 J/L). Znacajno povecanje bilirubina zabelezeno je u serumu zivotinja tretiranih CPF
(4,10 = 0,50 pmol/L), CPF+VAEL (3,40 £ 0,23 pmol/L), CPF+VAE2 (3,27 + 0,37 pmol/L),
IMI (3,63 £ 0,26 pmol/L) i IMI+VAEL1 (3,43 = 0,24 pmol/L) u odnosu na kontrolne vrednosti
(1,87 £ 0,18 pmol/L) (Tabela 11).
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Tabela 11. Aktivnost enzima ALT, AST i LDH i koli¢ina bilirubina u serumu
kontrolne i eksperimentalnih grupa

Parametar

Eksperimentalne ALT AST LDH Bilirubin

grupe (J/L) (J/L) (J/L) (umol/L)

Kontrola 32,17 £ 0,95 110,0+£2,6 925,7 + 155,2 1,87 +0,18
CPF 44,50 +1,65" 168,3 + 10,7 1505,2 + 104,6 4,10 + 0,50"
IMI 44,67 +1,73" 130,2 £5,2 1415,8 + 24.7" 3,63+0,26"
VAE1 39,83+ 2,36 117,5 + 9,6% 936,0 + 113,5 1,47 + 0,56%
CPF + VAE1 29,33 + 3,537 109,8 + 5,3" 966,2 + 100,4 3,40+0,23"
CPF + VAE2 36,83 £ 4,70 116,8 £ 11,2 1135,2 +178,8 3,27 +0,37"
IMI + VAE1 34,67 + 2,198 110,7 £9,1 1029,3 + 135,0 3,43+0,24"
IMI + VAE2 39,50 + 3,18 126,5+7,9 1066,5+ 112,8 3,17+ 0,44

*Statisticki zna¢ajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisti¢ki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p <0,05).
$Statisticki zna¢ajno u poredenju sa IMI grupom (p <0,05).

Nivo uree znacajno je povisen u serumu zivotinja koje su dobijale CPF (8,57 £ 0,75
mmol/L) u odnosu na kontrolne zivotinje (3,90 + 0,30 mmol/L). Zabelezeno je znacajno
smanjenje uree u grupama CPF+VAEL (4,23 + 0,20 mmol/L) i CPF+VAE2 (4,42 = 0,14
mmol/L), kao i u grupi koja je dobijala samo VAEL (5,15 £ 0,20 mmol/L) u odnosu na CPF.
Vrednosti kreatinina u serumu zivotinja koje su tretirane CPF ili IMI nisu bile statisticki
znacajno povecane u odnosu na kontrolu (Tabela 12).

U eksperimentalnim grupama koje su tretirane insekticidima CPF i IMI, kao i
ekstraktom VAE1 1 VAE2 u kotretmanu promene aktivnosti ChE u serumu nisu statisticki
znacajne (Tabela 13).

Tabela 12. Efekti VAE na ureu i kreatinin u serumu pacova tretiranih sa CPF i IMI

Parametar

Eksperimentalne grupe Urea Kreatinin

(mmol/L) (umol/L)
Kontrola 3,90 +£0,30 25,83+2,18
CPF 8,57 +0,75 30,17+1,74
IMI 5,05+ 0,26 27,17+ 2,12
VAE1L 5,15 + 0,207 24,67+ 1,45
CPF + VAE1 4,23 +0,20% 25,50+ 1,98
CPF + VAE2 4,42 +0,14* 23,17 £ 1,66
IMI + VAEL 5,07+ 0,36 23,50 +1,48
IMI + VAE2 4,70 £ 0,35 24,00 £ 1,98

*Statisticki znacajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisti¢ki zna¢ajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
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Tabela 13. Efekti VAE na aktivnost ChE u serumu pacova tretiranih sa CPF i IMI

Parametar

Eksperimentalne ChE

grupe (J/L)

Kontrola 168,17 + 6,76
CPF 145,50 + 20,39
IMI 233,17 £ 28,65
VAE1l 188,83 + 25,18
CPF + VAE1 155,33 + 13,07
CPF + VAE2 129,00 =+ 14,00
IMI + VAE1 153,67 £13,58
IMI + VAE2 156,00 £ 10,61

4.6. Aktivnost enzima AChE u jetri, bubregu i testisu

U Tabeli 14 i na Grafiku 6 date su vrednosti aktivnosti enzima AChE izmerene u
ispitivanim tkivima. Aktivnost enzima AChE u jetri inhibirana je u grupama CPF (0,16 + 0,02
pmol/min/g tkiva) i IMI (0,13 = 0,01 pmol/min/g tkiva) u odnosu na kontrolu (0,36 £ 0,02
umol/min/g tkiva). Znacajno smanjenje aktivnosti AChE u odnosu na kontrolu zabelezeno je i
u kotretmanima CPF+VAEl (0,22 = 0,02 pmol/min/g tkiva), CPF+VAE2 (0,17 %
0,01pmol/min/g tkiva), IMI+VAE1 (0,20 + 0,02 umol/min/g tkiva) i IMI+VAE2 (0,25 + 0,02
pmol/min/g tkiva). Aktivnost AChE je znacajno veéa u grupi VAE1L (0,37% 0,02 pmol/min/g
tkiva) u poredenju sa grupama tretiranim samo CPF ili IMI, ali vrednost je priblizna kontroli.

U bubregu i testisu su zabeleZene male promene aktivnosti AChE kod eksperimentalnih
grupa u odnosu na kontrolu, ali te promene nisu statisti¢ki znacajne.

Tabela 14. Vrednosti aktivnosti AChE ispitivanih tkiva pacova u kontroli i eksperimentalnim

grupama

Parametar AChE (umol/min/g tkiva)
Srlzsg):rlmentalne Jetra Bubreg Testis
Kontrola 0,36 + 0,02 0,15 £ 0,02 0,19+ 0,01
CPF 0,16 +0,02" 0,11 £0,02 0,16+ 0,01
IMI 0,13+0,01° 0,13+0,01 0,18+ 0,01
VAE1 0,37 + 0,028 0,14 + 0,02 0,18 + 0,01
CPF+VAE1l  0,22+0,02" 0,12 + 0,02 0,18 + 0,01
CPF+VAE2  0,17+0,01" 0,12 +0,01 0,16 + 0,01
IMI+VAEL  0,20+0,02" 0,12 + 0,01 0,18 +0,02
IMI + VAE2  0,25+0,02"8 0,11 0,01 0,16 + 0,01

*Statisticki znacajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisti¢ki zna¢ajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
$Statisticki zna¢ajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).
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Grafik 6. Efekti VAE na aktivnost enzima AChE u ispitivanim tkivima pacova tretiranih
insekticidima CPF i IMI
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*Statisticki znadajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisti¢ki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
8Statisticki znadajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).
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4.7. Parametri oksidativnog stresa u jetri, bubregu i testisu
4.7.1. Koncentracije ROS i RNS u tkivima
4.7.1.1. Koncentracija superoksid anjon radikala (O2")

Rezultati iz Tabele 15 i Grafika 7 pokazuju da se koncentracije O2* u jetri pacova
tretiranih insekticidom CPF ili IMI nisu statisticki znacajno razlikovale u poredenju sa
kontrolom. U bubregu, u grupama CPF+VAE1 (0,76 = 0,03 umol NBT/g tkiva) i CPF+VAE2
(0,77 £ 0,05 umol NBT/g tkiva), pokazane su znac¢ajno vece koncentracije O* radikala (0,76
+ 0,03 umol NBT/g tkiva i 0,77 £ 0,05 umol NBT/g tkiva) u poredenju sa CPF grupom (0,50
+ 0,09 umol NBT/g tkiva), ali vrednosti su priblizne kontroli (0,72 + 0,05 pmol NBT/g tkiva).
U testisu nije bilo statisticki znacajnih razlika u koncentracijama O* radikala medu grupama.

Tabela 15. Koncentracija superoksid anjon radikala (O2*) u ispitivanim tkivima pacova
kontrolne i eksperimentalnih grupa

Parametar O2* (umol NBT/qg tkiva)
Shfgsrimemame Jetra Bubreg Testis
Kontrola 0,71+ 0,05 0,72+ 0,05 0,78 £ 0,04
CPF 0,84 + 0,03 0,50 + 0,09 0,76 £ 0,05
IMI 0,83 +0,08 0,77 £ 0,03 0,80 £ 0,04
VAE1 0,75+ 0,08 0,68 + 0,07 0,77 £ 0,07
CPF + VAE1 0,79+£0,03 0,76 +0,03* 0,81+0,11
CPF + VAE2 0,77 £ 0,05 0,77 + 0,05% 0,84 £ 0,04
IMI + VAEL 0,82 £0,05 0,55+0,12 0,69 £0,08
IMI + VAE2 0,78 + 0,08 0,64 + 0,05 0,77 £0,10

#Statisti¢ki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
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Grafik 7. Efekti VAE na koncentraciju superoksid anjon radikala (O2*") u ispitivanim tkivima
tretiranih insekticidima CPF i IMI
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#Statisti¢ki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
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4.7.1.2. Koncentracija vodonik peroksida (H2032)

Koncentracije H2O> u ispitivanim tkivima su prikazane u Tabeli 16 i na Grafiku 8.
ZabeleZene su povecane koncentracije H2O2 u jetri u grupama koje su tretirane CPF (110,0 +
8,0 umol/g tkiva) i IMI (119,7 + 8,8 pumol/g tkiva) u odnosu na kontrolu (85,7 = 8,8 umol/g
tkiva), koje nisu bile statisti¢ki znacajne, dok je najmanja vrednost zabeleZena u grupi VAEL
(77,0 £ 7,9 umol/g tkiva). U bubregu i testisu takode nije bilo statisti¢ki znac¢ajnih razlika u
koncentracijama H202 medu grupama.

Tabela 16. Koncentracija vodonik peroksida (H20:) u ispitivanim tkivima pacova kontrolne i
eksperimentalnih grupa

Parametar H20: (umol/g tkiva)
Shfg:”memame Jetra Bubreg Testis
Kontrola 85,7+8,8 70,5%5,6 91,8+4/4
CPF 110,0+8,0 55,2+6,1 107,8 + 4,8
IMI 119,7 £ 8,8 67,7+12,7 113,0£5,9
VAE1 77,0 £7,98 785+7,2 89,7+6,3
CPF + VAE1 985+75 81,0+£59 90,3+5/4
CPF + VAE2 100,0 + 9,6 86,2+ 3,7 107,7 £6,2
IMI + VAE1L 112,8 £ 11,5 825+7,1 86,8 + 8,4
IMI + VAE2 108,3 £ 8,8 76,8 +7,9 100,7 £ 7,5

$Statisticki zna¢ajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).

Grafik 8. Efekti VAE na koncentraciju vodonik peroksida (H202) u ispitivanim tkivima
tretiranih insekticidima CPF i IMI
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8Statisticki znadajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).

4.7.1.3. Koncentracija nitrita (NO2)

U Tabeli 17 i Grafiku 9 prikazane su koncentracije NO2 u ispitivanim tkivima. U jetri
su povecane koncentracije NO2™ u grupama CPF (244,5 + 25,7 umol/g tkiva) i IMI (241,0 £
25,5 umol/g tkiva), IMI+VAEL (263,8 £+ 18,4 umol/g tkiva) i IMI+VAE2 (262,1 + 23,0 umol/g
tkiva) u odnosu na kontrolu (196,5 + 11,9 umol/g tkiva), ali ova povecanja nisu statisticki
znacajna.

U bubregu su snizene vrednosti NO2 u grupama CPF (225,1 + 13,9 umol/g tkiva) i IMI
(227,1 + 13,1 pmol/g tkiva) u odnosu na kontrolu (289,0 = 29,5 umol/g tkiva), ali ove promene
nisu bile statisticki znacajne. U grupama VAEL (321,4 + 18,4 umol/g tkiva), CPF+VAEL
(317,5 = 20,4 pmol/g tkiva) i CPF+VAE2 (329,5 + 14,4 umol/g tkiva) su povecane
koncentracije NO2  u odnosu na CPF grupu (225,1 £ 13,9 pumol/g tkiva), dok su vrednosti NO>
u grupi IMI+VAEL1 (351,3 + 25,2 umol/g tkiva) povec¢ane u odnosu na IMI grupu (227,1 + 13,1
pmol/g tkiva). U testisu nisu zabelezene znacajne razlike u koncentracijama NOz  izmedu

grupa.
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eksperimentalnih grupa

Tabela 17. Koncentracija nitrita (NO2") u ispitivanim tkivima pacova kontrolne i

Parametar NO2 (umol/g tkiva)
sr‘tfg:r'mema'”e Jetra Bubreg Testis
Kontrola 196,5+119 289,0 £ 29,5 313,6 £ 18,2
CPF 2445 + 25,7 225,1+13,9 344,4 + 15,5
IMI 2410+ 255 227,1+13,1 306,2 + 20,1
VAE1L 209,4 +19,2 3214 + 18,4# 3249 + 15,3
CPF + VAE1 180,0+ 14,1 3175+ 20,4# 313,5+9,5
CPF + VAE2 210,6 £ 21,5 3295+ 14,4# 332,6 +18,4
IMI+ VAEL ~ 2638+184  3513+252%8 32554255
IMI + VAE2 262,1 + 23,0 302,9+21,8 320,8 £ 10,9

#Statisti¢ki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
$Statisti¢ki zna¢ajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).

Grafik 9. Efekti VAE na koncentraciju nitrita (NO2") u ispitivanim tkivima tretiranih
insekticidima CPF i IMI
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#Statisti¢ki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
8Statisticki zna¢ajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).

4.7.2. Koncentracija LPO

Koncentracije LPO u ispitivanim tkivima prikazane su u Tabeli 18 i na Grafiku 10.
Rezultati pokazuju da je nakon subakutnog tretmana doslo do porasta LPO u jetri jedinki u
grupama CPF (1,70 £ 0,15 nmol MDA/mg tkiva) i IMI (1,97 = 0,23 nmol MDA/mg tkiva) u
odnosu na kontrolne jedinke (0,99 + 0,04 nmol MDA/mg tkiva). U grupi IMI+VAE1 (1,01 £
0,06 nmol MDA/mg tkiva) zabelezeno je znacajno smanjenje LPO u odnosu na grupu tretiranu
sa IMI. Zivotinje koje su dobijale samo VAE1 imale su znagajno nizu vrednost LPO u jetri
(0,94 £ 0,10 nmol MDA/mg tkiva) u odnosu na grupe CPF i IMI, ali vrednost je priblizna
kontroli. U bubregu nisu zabelezene statisticki znacajne razlike u koncentracijama LPO izmedu
grupa.

U testisu, u grupi tretiranoj CPF, koncentracija LPO je zna¢ajno povecana (1,55 + 0,11
nmol MDA/mg tkiva) u poredenju sa kontrolnim vrednostima (1,02 + 0,09 nmol MDA/mg
tkiva). U grupi sa kotretmanom CPF+VAEL (1,00 £ 0,20 nmol MDA/mg tkiva) zabelezeno je
znacajno smanjenje LPO u odnosu na grupu CPF.

Tabela 18. Koncentracija LPO u ispitivanim tkivima pacova kontrolne i eksperimentalnih grupa

Parametar LPO (nmol MDA/mg tkiva)
Sﬁfgfr'memame Jetra Bubreg Testis
Kontrola 0,99 + 0,04 2,16 +0,20 1,02 +0,09
CPF 1,70+0,15" 2,49 +0,19 155+011"
IMI 1,97 +0,23" 2,61+0,24 1,17 + 0,05
VAE1 0,94 + 0,108 2,21 +0,28 1,11+0,21
CPF+VAE1  1,34:0,13 2,24 +0,32 1,00+ 0,10
CPF+VAE2  141+0,19 2,37 +0,23 1,28 +0,10
IMI +VAEL  1,01+0,06% 2,39+0,19 1,15+0,10
IMI + VAE2 1,14 + 0,07 1,97 + 0,27 1,07 £0,13

*Statisticki znadajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisti¢ki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
8Statisticki znadajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).
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Grafik 10. Efekti VAE na koncentraciju LPO u ispitivanim tkivima tretiranih
insekticidima CPF i IMI
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*Statisti¢ki zna¢ajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisti¢ki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
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4.8. Parametri antioksidativnog sistema zastite u jetri, bubregu i testisu

4.8.1. Neenzimske komponente antioksidativne zastite

Koncentracije GSH, GSSG i vitamina C u ispitivanim tkivima prikazane su u Tabelama
19-22 i na Graficima 11-14.

Koncentracija GSH u jetri pacova tretiranih sa CPF (3,93 = 0,28 nmol/mg tkiva) ili IMI
(2,82 + 0,14 nmol/mg tkiva) je znacajno smanjena u poredenju sa kontrolom (4,99 + 0,15
nmol/mg tkiva). Grupe CPF+VAE2 (3,93 + 0,20 nmol/mg tkiva), IMI+VAEL (3,06 £ 0,19
nmol/mg tkiva) i IMI+VAE2 (2,53 £+ 0,09 nmol/mg tkiva) takode su pokazale znacajnu razliku
u koncentraciji GSH u odnosu na kontrolu. Grupa koja je dobijala samo ekstrakt (VAEL)
pokazala je znacajno povecanje koncentracije GSH (4,42 + 0,25 nmol/mg tkiva) u odnosu na
IMI grupu (Tabela 19 i Grafik 11). Koncentracija GSSG u jetri nije se statisticki znac¢ajno
razlikovala u grupama CPF i IMI u odnosu na kontrolne vrednosti. Jedino je grupa koja je
dobijala ekstrakt imele (VAE1) pokazala znacajnu razliku (0,11 = 0,012 nmol/mg tkiva) u
odnosu na IMI grupu (0,18 + 0,014 nmol/mg tkiva) (Tabela 19 i Grafik 11).

Tabela 19. Koncentracija GSH i GSSG u jetri pacova u kontrolnoj i eksperimentalnim
grupama

Jetra

Eksperimentalne grupe GSH (nmol/mg tkiva)  GSSG (nmol/mg tkiva)

Kontrola 4,99 + 0,15 0,13+ 0,015
CPF 3,93+0,28" 0,15+ 0,011
IMI 2,82+0,14" 0,18 +0,014
VAE1 4,42 + 0,258 0,11 +0,0128
CPF + VAE1 4,28 +0,11 0,14 + 0,014
CPF + VAE2 3,93+0,207 0,15+ 0,010
IMI + VAE1 3,06 £0,19" 0,14 £ 0,012
IMI + VAE2 2,53+0,09 0,17 + 0,008
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Grafik 11. Efekti VAE na koncentraciju GSH i1 GSSG u jetri pacova tretiranih sa CPF i IMI
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*Statisti¢ki zna¢ajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
SStatisticki znac¢ajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).

Tabela 20. Koncentracija GSH i GSSG u bubregu pacova u kontrolnoj i tretiranim grupama

Bubreg
Eksperimentalne grupe GSH (nmol/mg tkiva)  GSSG (nmol/mg tkiva)
Kontrola 2,31+£0,15 0,05 + 0,005
CPF 1,96 +0,11 0,08 + 0,005
IMI 2,14 +£0,16 0,07 £ 0,006
VAE1 2,62 +0,24% 0,05 + 0,006*
CPF + VAE1 2,29+0,12 0,07 £ 0,003
CPF + VAE2 2,02 +£0,15 0,08 + 0,006"
IMI + VAEL 2,22 +0,13 0,06 £ 0,004
IMI + VAE2 2,10 £ 0,06 0,08 £0,013

“Statisti¢ki zna€ajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisti¢ki zna¢ajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
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Grafik 12. Efekti VAE na koncentraciju GSH i GSSG u bubregu pacova tretiranih sa CPF i
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“Statisti¢ki znacajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisti¢ki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).

Tabela 21. Koncentracija GSH i GSSG u testisu pacova u kontrolnoj i tretiranim grupama

Testis
Eksperimentalne grupe GSH (nmol/mg tkiva)  GSSG (nmol/mg tkiva)
Kontrola 1,50 £ 0,08 0,04 £ 0,003
CPF 1,32 £ 0,06 0,05 £ 0,004
IMI 1,37 £ 0,05 0,05 £ 0,002
VAE1 1,35+ 0,09 0,05 + 0,003
CPF + VAE1 1,33 +£0,09 0,05 + 0,005
CPF + VAE2 1,27 £0,07 0,05 + 0,003
IMI + VAEL 1,34+ 0,08 0,05 £ 0,004
IMI + VAE2 1,36 £0,11 0,04 £ 0,002

105



Doktorska disertacija Marija Milosevi¢

Grafik 13. Efekti VAE na koncentraciju GSH i GSSG u testisu pacova tretiranih sa CPF i
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U bubregu pacova tretiranih sa CPF i IMI zabelezena je snizena koncentracija GSH u
odnosu na kontrolu, ali bez statisticke znacajnosti. Samo u grupi VAE1 pokazana je znacajna
razlika koncentracije GSH (2,62 + 0,24 nmol/mg tkiva) u odnosu na CPF grupu (1,96 £ 0,11
nmol/mg tkiva). Koncentracija GSSG u bubregu bila je zna¢ajno poveéana u grupi CPF (0,08
+ 0,005 nmol/mg tkiva) i CPF+VAE2 (0,08 + 0,006 nmol/mg tkiva) u poredenju sa kontrolnom
grupom (0,05 + 0,005 nmol/mg tkiva), dok je grupa tretirana VAE1 pokazala znac¢ajno smanjen
GSSG (0,05 £ 0,006 nmol/mg tkiva) u poredenju sa CPF grupom (Tabela 20 i Grafik 12).

U testisu nisu zabelezene statisticki znacajne razlike u koncentracijama GSH 1 GSSG
izmedu eksperimentalnih grupa (Tabela 21 i1 Grafik 13).

U Tabeli 22 i na Grafiku 14 prikazani su rezultati efekata tretmana na koncentracije
vitamina C u jetri i testisu. Koncentracija vitamina C znacajno je povecana u jetri u grupama
CPF (30,37 £ 1,63 ug%) i IMI (39,37 £ 2,67 ug%) u odnosu na kontrolu (15,58 * 1,46 ug%).
Takode, povecana koncentracija vitamina C zabelezena je i u kotretmanima CPF+VAE1 (25,94
+ 1,85 ug%), CPF+VAE2 (28,71 £+ 2,57 ug%), IMI+VAE1 (32,28 £1,53 ug%) i IMI+VAE2
(37,37 £ 3,00 pug%) u poredenju sa kontrolnim vrednostima. Koncentracija vitamina C izmedu
grupa IMI i VAEL (22,35 + 2,53 ug%) pokazuje znacajne razlike. U testisu je koncentracija
vitamina C znacajno povecana kod jedinki tretiranih sa IMI (60,37 + 3,89 ug%) i jedinki iz
grupa CPF+VAEL (69,66 + 2,34 ng%), CPF+VAE2 (62,30 £ 2,43ug%) i IMI+VAE2 (64,09 +
1,62 ug%) u odnosu na kontrolu (45,40 + 2,56 pug%), dok je koncentracija vitamina C u grupi
CPF+VAE] bila povisena i u odnosu na CPF grupu (53,16 + 1,62 ug%).
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Tabela 22. Koncentracija vitamina C u ispitivanim tkivima pacova u kontroli i
eksperimentalnim grupama

Parametar Vitamin C (ug%)
Eksperimentalne grupe Jetra Testis
Kontrola 15,58 + 1,46 45,40 + 2,56
CPF 30,37 +1,63" 53,16 + 1,62
IMI 39,37 +2,67" 60,37 + 3,89
VAE1 22,35 +2,53% 55,68 + 3,26
CPF + VAEL 25,94 +1,85" 69,66 + 2,34
CPF + VAE2 28,71+257" 62,30 +2,43"
IMI + VAE1 32,28 +1,53" 51,40 + 1,42
IMI + VAE2 37,37 +3,00" 64,00 +1,62"

*Statisticki znadajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisti¢ki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
SStatisticki zna¢ajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).

Grafik 14. Efekti VAE na koncentraciju vitamina C u ispitivanim tkivima tretiranih sa CPF i
IMI

Jetra

30

pg %
2
>

*
EeZetelesy . .

Kontrola CPF IMI VAEl CPF+ CPF+
VAEl VAE2

$0 Testis

*’#
* *
60
~ T i
40 %
20 :
0 e

Kontrola CPF IMI VAEl CPF+ CPF+
VAEl VAE2

ng %

*Statisti¢ki zna¢ajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisti¢ki zna¢ajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
$Statisticki znac¢ajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).
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4.8.2. Enzimi antioksidativnog sistema zaStite u jetri, bubregu i testisu

Rezultati aktivnosti enzima SOD u ispitivanim tkivima prikazani su u Tabeli 23 i na
Grafiku 15.

Aktivnost SOD u jetri pacova znac¢ajno je povecana u grupama koje su tretirane CPF
(22,74 £ 0,84 J/mg proteina) i IMI (24,02 + 1,36 J/mg proteina) u odnosu na kontrolu (16,90 £
0,69 J/mg proteina). Tretman CPF+VAEL pokazao je znatajno smanjenje aktivnosti SOD u
jetri (19,30 = 0,75 J/mg proteina) u odnosu na grupu tretiranu samo CPF, dok je u grupi
IMI+VAEL1 aktivnost SOD bila smanjena (18,71 £ 0,67 J/mg proteina) u odnosu na IMI grupu.
Zivotinje koje su dobijale samo ekstrakt (VAE1) pokazale su zna¢ajnu razliku u aktivnosti
SOD (15,82 £ 0,67 J/mg proteina) u odnosu na zivotinje koje su dobijale samo insekticide CPF
ili IMI.

Oba insekticida su dovela do znacajnog povecanja aktivnosti SOD u bubregu, u CPF
grupi (60,37 + 2,95 J/mg proteina) i IMI grupi (50,08 £ 3,93 J/mg proteina) u odnosu na
kontrolu (24,80 = 1,40 J/mg proteina). U grupama VAE1 (33,57 + 2,91 J/mg proteina),
CPF+VAEL (24,31 £ 1,95 J/mg proteina) i CPF+VAE2 (24,11 + 1,43 J/mg proteina)
zabelezena je znacajno snizena aktivnost SOD u odnosu na CPF grupu. Smanjena je aktivnost
SOD i u grupama IMI+VAE1 (25,55 £ 1,74 J/mg proteina) i IMI+VAE2 (24,87 * 2,67 J/mg
proteina) u odnosu na IMI grupu.

Tabela 23. Aktivnosti SOD u ispitivanim tkivima pacova u kontroli i eksperimentalnim
grupama

Parametar

SOD (J/mg proteina)

Eksperimentalne

grupe Jetra Bubreg Testis

Kontrola 16,90 + 0,69 24,80 + 1,40 13,48 + 1,20
CPF 22,74 + 0,84 60,37 + 2,95 17,81+ 1,17
IMI 24,02+ 1,36 50,08 + 3,93 18,85 + 0,22
VAE1 15,82 + 0,67* 33,57 £ 2,91 14,82 + 1,15
CPF + VAE1 19,30 + 0,75* 24,31 + 1,95 16,23 + 0,63
CPF + VAE2 20,17 + 0,96 24,11 + 1,43 14,55 + 0,43
IMI + VAE1 18,71+ 0,675 25,55 + 1,748 11,71+ 0,825
IMI + VAE2 21,15+ 1,53 24,87 + 2,67¢ 13,37 + 0,98°

*Statisticki znacajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisti¢ki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
$Statisticki zna¢ajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).
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Grafik 15. Efekti VAE na aktivnost SOD u ispitivanim tkivima pacova tretiranih
insekticidima CPF i IMI
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*Statisticki znadajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).

#Statisti¢ki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
$Statisticki znac¢ajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).

Aktivnost SOD u grupama CPF (17,81 £ 1,17 J/mg proteina) i IMI (18,85 = 0,22 J/mg
proteina) bila je znacajno povecana u odnosu na kontrolu (13,48 + 1,20 J/mg proteina), dok je
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zabeleZzena znacajno Snizena aktivnost SOD u grupama IMI+VAE1 (11,71 £ 0,82 J/mg
proteina) i IMI+VAE2 (13,37 £ 0,98 J/mg proteina) u poredenju sa IMI grupom.

Efekti tretmana insekticidima CPF i IMI i ekstrakta lista imele VAEL i 2 u kotretmanu
na aktivnost CAT u jetri, bubregu i testisu prikazani su u Tabeli 24 i na Grafiku 16.

Aktivnost CAT u jetri zivotinja iz CPF grupe bila je znacajno smanjena (272,6 + 15,22
J/img proteina), dok je u grupi IMI bila znacajno povisena (448,18 + 16,11 J/mg proteina) U
poredenju sa kontrolom (401,9 £ 6,7 J/mg proteina). Kotretmani CPF+VAEL (436,5 £ 20,44
J/mg proteina) i CPF+VAE2 (425,4 + 11,41 J/mg proteina) pokazali su znac¢ajno povecanje
aktivnosti CAT u jetri u odnosu na CPF grupu. Grupe VAEL (373,1 + 9,54 J/mg proteina) i
IMI+VAEL1 (364,0 = 10,38 J/mg proteina) imale su smanjenu aktivnost CAT u odnosu na IMI.

U bubregu su izmerene povisene vrednosti CAT u grupama CPF (583,9 £ 23,2 J/mg
proteina) i IMI (551,9 + 60,6 J/mg proteina) u odnosu na kontrolu (250,7 £ 17,7 J/mg proteina).
Kotretmani CPF+VAE1 (117,7 £ 9,3 J/mg proteina) i CPF+VAE2 (190,2 + 21,1 J/mg
proteina), kao i IMI+VAEL (174,0 £ 13,4 J/mg proteina) i IMI+VAE2 (207,5 £ 34,4 J/mg
proteina) doveli su do zna¢ajnog smanjenja aktivnosti CAT u bubregu u odnosu na grupe CPF
i IMI. Grupa VAEL1 (241,8 + 20,4 J/mg proteina) ima smanjenu aktivnost CAT u odnosu na
CPF i IMI grupu.

Tabela 24. Aktivnosti CAT u ispitivanim tkivima pacova u kontroli i eksperimentalnim

grupama

Parametar CAT (J/mg proteina)
Shfg:“mema'”e Jetra Bubreg Testis
Kontrola 401,9 6,7 250,7 +17,7 64405
CPF 272,6+152°  5839:231" 72408
IMI 4481+16,1"  551,9+60,6" 8,8+0,6"
VAE1 373,1+95°%  241,8+20,4% 5,6 +0,3
CPF+VAEl 4365204  117,7+93™ 6,7+0,3
CPF+VAE2  4254:114%  190,2+21,1% 8,0+0,1
IMI +VAEL  364,0+10,3%  174,0+1348 70£0,2
IMI + VAE2 404,9 + 6,3 207,5 + 34,48 78405

“Statisti¢ki znaGajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisti¢ki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
$Statisticki zna¢ajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).
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Grafik 16. Efekti VAE na aktivnost CAT u ispitivanim tkivima pacova tretiranih
insekticidima CPF i IMI
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“Statisticki znadajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisti¢ki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
8Statisticki znadajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).

Aktivnost CAT u testisu kod pacova posle tretmana sa IMI pokazala je znacajno
povecanje (8,8 £ 0,6 J/mg proteina) u poredenju sa kontrolnom grupom (6,4 + 0,5 J/mg
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proteina), dok je u grupi VAEI1 znacajno smanjena (5,6 + 0,3 J/mg proteina) u odnosu na IMI
grupu.

Promene u aktivnosti enzima GSH-Px u ispitivanim tkivima pacova nakon tretmana
date su u Tabeli 25 i na Grafiku 17.

Izrazena redukcija aktivnosti enzima GSH-PX zabelezena je u jetri zZivotinja koje su
tretirane sa CPF (64,06 + 4,52 J/mg proteina) u odnosu na kontrolu (99,35 = 1,76 J/mg
proteina), dok je u grupi tretiranoj sa IMI zna¢ajno povecana aktivnost ovog enzima (159,62 +
7,18 J/mg proteina). U grupama VAE1 (105,23 £ 8,38 J/mg proteina) i CPF+VAE1 (119,39 £
12,07 J/mg proteina) zabeleZzene Su znacajno povecane vrednosti GSH-Px u odnosu na CPF
grupu, dok su grupe VAEL i IMI+VAE1 (102,82 + 12,31 J/mg proteina) pokazale smanjenu
aktivnost GSH-Px u odnosu na IMI grupu.

Poveéana aktivnost GSH-Px u bubregu zapaza se u grupama CPF (83,46 + 5,48 J/mg
proteina) i IMI (126,26 = 8,07 J/mg proteina) u odnosu na kontrolu (57,67 = 3,45 J/mg
proteina). U grupi CPF+VAE1 aktivnost GSH-Px bila je znacajno niza (42,28 + 3,33 J/mg
proteina) u odnosu na CPF grupu. U grupama VAEL (62,00 £ 6,34 J/mg proteina) i IMI+VAE1
(40,30 £ 4,12 J/mg proteina) vrednosti GSH-Px su bile zna¢ajno nize u odnosu na IMI grupu.
U grupi IMI+VAE2 zabelezene su znaéajno nize vrednosti GSH-Px (32,20 £+ 4,46 J/mg
proteina) u poredenju sa kontrolom i IMI grupom.

Aktivnost GSH-Px u testisu znac¢ajno je smanjena u grupama VAEI (2,95 + 0,23 J/mg
proteina), CPF+VAEL1 (3,50 + 0,45 J/mg proteina) i CPF+VAE2 (2,60 * 0,22 J/mg proteina) u
odnosu na CPF grupu, dok je njen porast zabelezen u grupi IMI+VAE2 (5,49 + 0,43 J/mg
proteina) u odnosu na IMI grupu (2,19 + 0,25 J/mg proteina) i kontrolu (3,92 £ 0,28 J/mg
proteina).

Tabela 25. Aktivnosti GSH-Px u ispitivanim tkivima pacova u kontroli i
eksperimentalnim grupama

Parametar GSH-Px (J/mg proteina)
Shfg:"mema'”e Jetra Bubreg Testis
Kontrola 99,35+ 1,76 57,67 + 3,45 3,02+0,28
CPF 64,06 +452°  8346+548" 5,25 + 0,41
IMI 159,62 +7,18°  126,26+8,07 2,19+0,25
VAE1 105,23 +8,38"% 62,00 + 6,348 2,95 + 0,23
CPF+VAEl 119,39:12,07" 42,28+ 3,33" 3,50+ 0,45"
CPF+VAE2 115,02 +16,51 65,37 + 6,37 2,60 + 0,22"
IMI + VAEL  102,82+12,31%5 40,30 +4,128 3,03 + 0,50

IMI + VAE2 119,95+17,08 32,20 +4,46"% 5,49 + 0,438

*Statisticki znacajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisti¢ki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
$Statisticki znac¢ajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).
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Grafik 17. Efekti VAE na aktivnost GSH-Px u jetri, bubregu i testisu pacova tretiranih
insekticidima CPF i IMI
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*Statisticki znacajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisti¢ki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
$Statisticki znac¢ajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).

Aktivnosti enzima GR u ispitivanim tkivima pacova prikazane su u Tabeli 26 i na
Grafiku 18. Aktivnost GR u jetri zivotinja tretiranih sa CPF bila je smanjena (5,87 = 1,17 J/mg
proteina), dok je porast aktivnosti ovog enzima zabelezen u IMI grupi (24,24 + 1,77 J/mg
proteina) u odnosu na kontrolne Zivotinje (16,68 + 0,53 J/mg proteina). U grupama VAE1
(18,32 £ 1,65 J/mg proteina), CPF+VAEL (24,38 + 2,37 J/mg proteina) i CPF+VAE2 (21,91 +
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3,04 J/mg proteina) zabelezeno je znacajno povecanje aktivnosti enzima GR u odnosu na CPF
grupu.

Aktivnost GR u bubregu znac¢ajno je povecana u grupi tretiranoj insekticidom CPF
(174,87 £ 14,09 J/mg proteina) u poredenju sa kontrolom (99,84 + 12,31 J/mg proteina). U
grupama VAEL (126,10 + 10,96 J/mg proteina), CPF+VAE1 (61,99 * 2,96 J/mg proteina) i
CPF+VAE2 (68,31 + 7,76 J/mg proteina) zabelezene su znacajno smanjene aktivnosti GR u
bubregu u poredenju sa CPF grupom, dok su kod grupa IMI+VAEL (73,43 + 10,68 J/mg
proteina) i IMI+VAE2 (50,62 + 7,77 J/mg proteina) zabelezene znacajno nize aktivnosti GR u
odnosu na zivotinje tretirane sa IMI. U testisu pacova nisu zabeleZene znacajne promene U
aktivnosti enzima GR izmedu eksperimentalnih grupa.

Tabela 26. Aktivnosti GR u ispitivanim tkivima pacova u kontroli i eksperimentalnim

grupama

Parametar GR (J/mg proteina)
Eksperimentalne .
grupe Jetra Bubreg Testis
Kontrola 16,68 + 0,53 99,84 +12,31 2,70+ 0,26
CPF 587+1,17  174,87+14,09°  2,26+0,14
IMI 2424 +177° 156,88 + 23,72 3,35+0,35
VAE1 18,32 +1,65" 126,10 + 10,96" 3,00+0,71

CPF+VAEl 2438:237"  61,99+296" 2,82 +0,53
CPF+VAE2 2191:304% 6831+7,76" 1,92 +0,34
IMI+VAEL  20,95+126  73,43+10,68° 1,45+ 0,47
IMI + VAE2  2558+3,94  50,62+7,77° 2,12 +0,46

“Statisti¢ki zna¢ajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisti¢ki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
$Statisticki zna¢ajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).
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Grafik 18. Efekti VAE na aktivnost GR u jetri, bubregu i testisu pacova tretiranih
insekticidima CPF i IMI
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*Statisticki znadajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisti¢ki zna¢ajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
$Statisticki znac¢ajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).

Promene u aktivnosti enzima GST u jetri, bubregu i testisu Zivotinja date su u Tabeli
27 i na Grafiku 19. Aktivnosti GST u jetri znacajno su povecane u grupama CPF (381,3 + 24,5)
i IMI (468,7 + 20,2 J/mg protein), kao i u grupama kotretmana IMI+VAE1 (360,6 + 25,2 J/mg
proteina) i IMI+VAE2 (435,8 *+ 36,3 J/mg proteina) u odnosu na kontrolu (236,9 + 17,4 J/mg
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proteina). U grupi CPF+VAEI doslo je do smanjenja aktivnosti GST (280,9 = 9,4 J/mg
proteina) u poredenju sa CPF grupom. Grupa VAEL imala je zna¢ajno nize vrednosti GST
(249,4 £ 10,3 J/mg proteina) u odnosu na grupe CPF i IMI.

Aktivnost GST u bubregu bila je znacajno poveéana u grupama CPF (131,6 £ 6,3 J/mg
proteina) i IMI (131,6 + 6,7 J/mg proteina) u poredenju sa kontrolom (84,3 £ 8,1 J/mg proteina).
Grupa VAEL imala je razli¢ite vrednosti GST (41,7 £ 3,4 J/mg proteina) u poredenju sa
grupama kontrola, CPF i IMI. Kod Zivotinja iz grupe CPF+VAE1 smanjena je aktivnost GST
(48,5 £ 2,0 J/mg proteina) u poredenju sa kontrolom i CPF grupom, dok je kod grupe
CPF+VAE2 zabelezeno smanjenje aktivnosti ovog enzima (54,1 + 3,4 J/mg proteina) u odnosu
na grupu CPF. ZabeleZena je smanjena aktivnost GST u grupi IMI+VAEL (62,0 £ 7,9 J/mg
proteina) u odnosu na zivotinje tretirane sa IMI, dok je u grupi IMI+VAE2 zapaZena smanjena
aktivnost GST (33,7 £ 2,7 J/mg proteina) u odnosu na grupe kontrola i IMI.

U testisu kod Zivotinja iz grupe CPF izmerene su znaajno povisene vrednosti GST
(681,8 = 28,5 J/mg proteina) u odnosu na kontrolu (518,8 £ 29,5 J/mg proteina). Kotretmani
CPF+VAEL (384,1 £ 21,8 J/mg proteina) i CPF+VAE2 (264,2 + 14,3 J/mg proteina) pokazali
su izrazito smanjenje u aktivnosti GST u odnosu na kontrolu i CPF grupu, dok su vrednosti
GST u grupama IMI+VAEL (162,2 + 11,3 J/mg proteina) i IMI+VAE2 (267,7 + 39,9 J/mg
proteina) bile znacajno niZe u poredenju sa vrednostima kontrolne grupe.

Tabela 27. Aktivnosti GST u ispitivanim tkivima pacova u kontroli i eksperimentalnim

grupama

Parametar GST (J/mg proteina)
Sr'ffg:“mema'”e Jetra Bubreg Testis
Kontrola 236,9+ 17,4 84,3+8,1 518,8 + 29,5
CPF 381,3+24,5" 131,6 +6,3" 681,8 + 28,5"
IMI 468,7 +20,2" 131,6 +6,7 416,8 £ 69,3
VAE1 249,4 + 10,3% 41,7 + 3,47 598,5+ 28,9
CPF + VAE1 280,9 + 9,4% 48,5 +2,0% 384,1+21,8%
CPF + VAE2 309,1+ 20,3 54,1 + 3,4% 264,2 + 14,3™
IMI + VAE1 360,6 + 25,2 62,0 +7,98 162,2 +11,3"
IMI + VAE2 435,8 + 36,3" 33,7127 267,7 39,9

*Statisti¢ki zna¢ajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisticki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
$Statisticki znac¢ajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).



Doktorska disertacija Marija Milosevi¢

Grafik 19. Efekti VAE na aktivnost GST u jetri, bubregu i testisu pacova tretiranih
insekticidima CPF i IMI
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*Statisticki znadajno u poredenju sa kontrolom (p<0,05).
#Statisti¢ki znacajno u poredenju sa CPF grupom (p<0,05).
8Statisticki znadajno u poredenju sa IMI grupom (p<0,05).
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4.8.3. Histopatoloska analiza iseCaka jetre i bubrega

Potencijalni protektivni efekti Viscum album L. na tretmane insekticidima CPF i IMI
ispitivani su i analizom morfoloskih promena izabranih tkiva. Rezultati histopatoloske analize
isecaka jetre i bubrega prikazani su u Tabeli 28 i 29, i na Slici 26 i 27, koje su snimljene pri
uvecanju mikroskopa od 100 puta. Intenzitet morfoloskih promena oznacen je kao: odsustvo
promene (-), blaga promena (+), umerena promena (++) i izraZena promena (+++).

Histopatoloski nalaz uzoraka tkiva jetre kontrolne grupe koja nije bila tretirana
pokazuje normalnu histolosku strukturu hepatocita sa blagom kongestijom i infiltracijom u
nekim uzorcima. Kod zivotinja tretiranih sa CPF zapazene su slede¢e promene: abnormalna
¢elijska morfologija sa balonskom degeneracijom u nekim uzorcima i blagom fokalnom i
konfluentnom nekrozom. Takode se uocavaju blaga kongestija i hiperplazija Kupferovih ¢elija
i umerena infiltracija limfocita. Zivotinje tretirane sa IMI pokazuju umerenu kongestiju,
hidropsnu degeneraciju, fokalnu nekrozu i sinusoidalnu infiltraciju limfocita, blagu
hiperplaziju Kupferovih ¢elija i konfluentnu nekrozu.

Tabela 28. Histopatoloske promene u tkivu jetre pacova kontrolne i eksperimentalnih

grupa
Eksperimentalne grupe
— N

Histopatoloski parametri . '&':J g g g

[ — = = > >

5 & s £ & & 3 3

< O = > o O 2 =
Kongestija + + ++ + ++ ++ ++ ++
Oticanje c§11]e-h|dr0psna ) i ot ot N N ot N .
degeneracija-balonska degeneracija
Fokalna nekroza - + ++ - - + - +
Konfluentna nekroza - + + - - - - -
Hiperplazija Kupferovih ¢elija - + + - - - - -
Portni, periportni i sinusoidalni + r it i N N N N

inflamatorni infiltrat sa limfocitima

Legenda: bez promena (-), promena lakog (+), umerenog (++) i teSkog (+++) intenziteta.

Kotretman sa ve¢om i manjom dozom imele (CPF+VAE1 i CPF+VAE2) doveo je do
ublaZavanja promena koje je uzrokovao CPF. Kod kotretmana sa obe doze imele zapaza se
umerena kongestija, blaga do umerena hidropsna degeneracija i blaga do umerena infiltracija
limfocita. Samo u grupi CPF+VAE2 prisutna je blaga fokalna nekroza. Kod Zivotinja tretiranih
sa IMI u kotretmanu sa ve¢om dozom imele (VAEI, 350mg/kg) uocavaju se umerena
kongestija i slab limfocitni infiltrat, dok se hidropsna degeneracija i fokalna nekroza zapazaju
samo u nekim uzorcima jetre. Kod jedinki kotretiranih sa manjom dozom imele (VAEZ2,
175mg/kg) zapaza se umerena kongestija, slaba hidropsna degeneracija, fokalna nekroza i
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infiltracija limfocita u portnim prostorima. IseCci jetre u grupi u kojoj je aplikovan samo
ekstrakt imele ukazuju na blagu kongestiju, infiltraciju limfocita i oticanje ¢elija.

U bubregu kontrolne grupe pokazana je blaga kongestija i hidropsha degeneracija
epitela kanalica i to samo kod nekih jedinki. Kod jedinki kojima je davan CPF pored blage
kongestije zapazaju se i blaga atrofija glomerula, nekroza i deskvamacija epitela tubula i
atrofija epitela tubula. Prisutan je i slab eozinofilni sadrzaj u lumenu kanali¢a i krvarenje u
intersticijumu. Hidropsna degeneracija epitela kanali¢a je umerenog intenziteta. Kod jedinki
kojima je davan IMI takode se zapazaju blaga kongestija, atrofija glomerula i umerena
hidropsna degeneracija, kao i slab sadrzaj eozinofila u lumenu kanalica i intersticijalni edem.
Nekroza i deskvamacija epitela tubula i atrofija epitela tubula su izrazenije za razliku od grupe
koja je primala CPF.

Grupe kojima je pored CPF aplikovan ekstrakt imele u ve¢oj i manjoj dozi (CPF+VAEI1
i CPF+VAE?2) ispoljile su umerenu kongestiju, zatim blagu atrofiju glomerula, nekrozu i
deskvamaciju epitela tubula, atrofiju epitela tubula i intersticijalni edem. Hidropsna
degeneracija epitela kanalica u grupi sa ve¢om dozom imele (CPF+VAE]I) je bila blaga, dok
je u grupi sa manjom dozom imele (CPF+VAE2) bila zapazena degeneracija umerenog
intenziteta. Slab eozinofilni materijal bio je prisutan kod grupe CPF+VAE2.

Tabela 29. Histopatoloske promene u tkivu bubrega pacova kontrolne i eksperimentalnih

grupa
Eksperimentalne grupe
— N
Histopatoloski parametri © '?":J '&J E %
[ — 2 = > >
5 & 3z £ & & 3 3
Y, O = > o o = =
Kongestija + + + + ++ ++ + ++

Glomeruloskleroza-hijalinoza-atrofija
glomerula i prosirenje subkapsularnog - + + - + + + +
Boumanovog prostora

Hidropsna degeneracija epitela

s + ++ ++ + + ++ + +
kanalic¢a
Nekroza i deskvamacija epitela tubula - + ++ + + + + +
Atrofija epitela tubula - + ++ - + + + +
Eozinofilan sadrzaj u lumenu kanali¢a - + + - - + + +
Krvarenje u intersticijumu - + + + + + + +

Legenda: bez promena (-), promena lakog (+), umerenog (++) i teSkog (+++) intenziteta.

U kotretmanu IMI sa ve¢om (350 mg/kg) i manjom (175mg/kg) dozom ekstrakta imele
zapazaju se blaga atrofija glomerula, hidropsna degeneracija epitela kanali¢a, nekroza 1
deskvamacija epitela tubula i atrofija epitela tubula, kao i prisustvo eozinofilnog materijala u
lumenu kanali¢a 1 intersticijalni edem. U grupi IMI+VAEI1 zabelezena je blaga kongestija, za
razliku od IMI+VAEZ2, gde je kongestija bila umerenog intenziteta. Grupa koja je primala samo
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imelu (VAEL) ispoljila je blagu kongestiju, hidropsnu degeneraciju, nekrozu i deskvamaciju
epitela tubula i intersticijalni edem kod nekih jedinki.

Slika 26. Mikrografije iseCaka tkiva jetre pacova kontrolne i eksperimentalnih grupa

Legenda: | — Kontrola (0,5 mL NaCl); Il — CPF (35 mg/kg); Il — IMI (70 mg/kg); IV — VAE (350 mg/kg); V —
CPF (35 mg/kg) + VAE1 (350 mg/kg); VI — CPF (35 mg/kg) + VAE2 (175 mg/kg); VII — IMI (70 mg/kg) +
VAEL1 (350 mg/kg); VIII — IMI (70 mg/kg) + VAE2 (175 mg/kg).

Strelice: K — kongestija; OC — oticanje ¢elije; HD — hidropsna degeneracija; BD — balonska degeneracija; FN —
fokalna nekroza; KN —konfluentna nekroza; HKC — hiperplazija Kupferovih ¢elija; I — infiltracija limfocita; IPP
— infiltracija portnih prostora, IS — infiltracija sinusoida.
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Slika 27. Mlkrograﬁ Je iseCaka tkiva bubrega pacova kontrolne i eksperlmentalnlh grupa
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Legenda: | — Kontrola (0,5 mL NaCl); Il — CPF (35 mg/kg); 1l — IMI (70 mg/kg); IV — VAE (350 mg/kg); V —
CPF (35 mg/kg) + VAEL (350 mg/kg); VI — CPF (35 mg/kg) + VAE2 (175 mg/kg); VII — IMI (70 mg/kg) +
VAEL1 (350 mg/kg); VIII — IMI (70 mg/kg) + VAE2 (175 mg/kg).

Strelice: K — kongestija; G — glomeruloskleroza; A — atrofija epitela tubula; DE — deskvamacija epitela; HD —
hidropsna degeneracija; N — nekroza; ES — eozinofilni sadrzaj, LIl — limfocitna infiltracija u intersticijumu.
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Zagadenje zivotne sredine ima veliki uticaj u nastanku brojnih bolesti biljaka, Zivotinja
i ljudi. Jedan od glavnih faktora zagadenja Zivotne sredine je velika i neracionalna primena
pesticida u poljoprivredi, koji su namenjeni za uniStavanje ili suzbijanje brojnih Stetnih
organizama i korova, a ostaci se mogu detektovati u vazduhu, vodi, zemljistu i sedimentu (Gill
I Garg, 2014). Ispitivanje potencijalne toksi¢nosti pesticida na neciljne organizme je od velikog
znacaja u pogledu oCuvanja zivotne sredine i zaStite zdravlja ljudi. Pesticidi predstavljaju
znacajan rizik po zdravlje ljudi usled lake dostupnosti, kao i nekontrolisane i nepravilne
primene (van de Merwe i sar., 2018; Zeng i sar., 2021). Utvrdeno je da mnogi pesticidi mogu
ispoljiti toksi¢ne efekte koji zavise od doze pojedinih jedinjenja, njihovog toksi¢nog
potencijala, kao i hemijskih karakteristika, toksikokinetickih i toksikodinamickih osobina, itd.
Takode, dolazi do ispoljavanja toksi¢nih efekata i usled akutnog trovanja, koje moze da bude
namerno ili slucajno, usled profesionalne ili neprofesionalne izlozenosti, ali 1 usled Stetnog
delovanja rezidua pesticida koje su prisutne u vodi ili hrani (Zeng i sar., 2021; Ganie i sar.,
2022).

Veliku grupu pesticida predstavljaju organofosforna jedinjenja (OFJ), koja su najcesce
koriS¢ena zbog Sirokog spektra fizicko-hemijskih i bioloskih osobina u poljoprivredi, industriji
1 domacinstvima. Hlorpirifos (CPF) je hlorovano organofosfatno jedinjenje i najviSe koris¢eni
insekticid zbog velike efikasnosti u zastiti mnogih poljoprivrednih kultura od brojnih Stetnih
insekata. Prisutan je svuda u zivotnoj sredini, pa su i zivotinje i ljudi izlozeni CPF, najcesce
prilikom upotrebe ili kontakta, udisanja kontaminiranog vazduha u blizini tretiranih povrSina,
ali 1 preko mogucih rezidua u hrani ili vodi. lako ne dolazi do biomagnifikacije, CPF ulazi u
lanac ishrane i moze biti izuzetno toksian za pcele 1 druge korisne insekte, kao i za razliCite
vrste beskicmenjaka i kicmenjaka (Uchendu i sar., 2012; Watts, 2013; Vucini¢ i sar., 2014;
Rezende-Teixeira i sar., 2022).

Insekticid CPF se zbog toksi¢nosti i sve veceg razvoja rezistencije u poslednjih
nekoliko godina sve manje koristi. Istrazivanja su usmerena na sintezu novih jedinjenja
pesticida sa manjim stepenom toksi¢nosti i sa novim mehanizmom delovanja, koja mogu imati
veliki znacaj i primenu u poljoprivredi, veterini, medicini i komunalnoj higijeni.

Neonikotinoidi su sistemic¢ni insekticidi Sirokog spektra koji, zbog velike selektivnosti
i manje toksi¢nosti za Zivotnu sredinu, imaju mnoge prednosti i predstavljaju zamenu za
konvencionalne grupe insekticida, kao S$to su organohlorna jedinjenja, organofosforni
insekticidi, karbamati i piretroidi (Janji¢, 2009; Rezende-Teixeira i sar., 2022). Neonikotinoidi

.....

nego kod ki¢menjaka, $to je osnova njihovog selektivnog dejstva (Tomizawa i Casida, 2005).

Imidakloprid (IMI) se zbog specifiénog mehanizma delovanja i insekticidne aktivnosti
Sirokog spektra veoma intenzivno koristi Sirom sveta. U poredenju sa nikotinom, IMI i
strukturno sliéni neonikotinoidi su kompetitivni modulatori i ireverzibilni agonisti NAChR i
pokazuju specifi¢no delovanje na nervni sistem insekata u odnosu na sisare. Sve veca upotreba
IMI i njegova potencijalna toksi¢nost u humanoj populaciji dovode do povecanih
farmakokinetickih proucavanja i saznanja o efektima na neciljne organizme. Novija
istrazivanja pokazuju da IMI moZe da uzrokuje razlicite biohemijske i fizioloske promene i da
izazove niz toksi¢nih efekata (Tomizawa i Casida, 2009; Casida, 2018; Schmidt, 2018; Kati¢ i
sar., 2021; Qui i sar., 2022).

Kod intoksikacije organofosfatima dolazi do blokiranja fizioloske funkcije enzima
AChE i hiperstimulacije NAChR i mMAChR, a kasnije i do prestanka sinapticke transmisije. U
terapiji akutnog trovanja se, pored dekontaminacije, koriste i specifi¢ni lekovi kao $to su
farmakoloski antidoti atropin i oksimi. Atropin je antagonista mMAChR na postganglijskim
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nervnim vlaknima parasimpatikusa i uklanja efekte akumulacije ACh, dok oksimi deluju na
enzimski sistem i reaktiviraju inhibirane holinesteraze. Osim antidota, u konvencionalnoj
terapiji se uspesno primenjuje i diazepam i drugi antikonvulzivi. Medutim, u brojnim klinickim
i eksperimentalnim studijama je pokazano da ovi lekovi nisu potpuno efikasni i dovoljni u
terapiji trovanja OFJ i mogu ispoljiti nezeljene efekte zbog dugotrajnog koris¢enja. Na primer,
u osnovnoj terapiji pacijenti primaju veoma visoku dozu atropina, koji ispoljava efekte i na
NAChR i dovodi do antiholinergickog delirijuma, dok brzo davanje visoke doze oksima
pacijentima moze dovesti do povracanja, tahikardije i dijastolne hipertenzije (Jokanovi¢, 2010;
Zeng i sar., 2021). Shodno tome, pronalazenje novih efikasnih agenasa protiv toksi¢nih efekata
pesticida i dalje je aktuelna tema.

Poslednjih godina, velika paznja je usmerena na znacaj biljaka i njihovih metabolita
zbog antioksidativnih i antiinflamatornih svojstava, kao i njihove uloge u primarnoj
zdravstvenoj zastiti. Uprkos trendovima molekularne biologije 1 hemije, koji obezbeduju brzu
eskalaciju sintetizovanih de novo lekova, biljke i dalje ostaju tradicionalni izvor lekovitih
jedinjenja (Al-Attar, 2015). Lekoviti znacaj biljaka pripisuje se obilju fitokonstituenata, koji
ukljucuju alkaloide, flavonoide, vitamine, tanine i terpenoide. Ova jedinjenja imaju terapeutska
svojstva u lecenju razli¢itih metabolickih bolesti zahvaljuju¢i bioloskim aktivnostima poput
detoksikacije toksi¢nih enzima, inhibicije Celijskog osStecenja, regulacije genske ekspresije,
antimikrobnog i antiinflamatornog delovanja (Majeed i sar., 2021). Takode, u nekim
istrazivanjima je pokazano da uzimanje prirodnih antioksidanata moze da smanji rizik od
velikog broja zdravstvenih komplikacija kao S§to su rak, neurodegenerativni poremecaji i
dijabetes (Pohl i Lin, 2018; Hrelia i sar., 2020). Znacajna protektivna uloga koju imaju prirodni
antioksidanti u odrzavanju zdravlja ljudi rezultat je njihovog redukcionog potencijala u
neutralizaciji ROS 1 RNS zbog njihove tendencije doniranja vodonika, ¢ime se spre¢avaju
oksidativna oStecenja koja ovi radikali uzrokuju (Majeed 1 sar., 2021).

U ovoj doktorskoj disertaciji cilj istrazivanja je ispitivanje efekata ekstrakata lista bele
imele (Viscum album L.) na toksi¢nost izazvanu insekticidima CPF i IMI u in vitro i in vivo
tretmanima. U prvom delu istrazivanja su obuhvatila analizu fitohemijskog sastava ekstrakata
lista bele imele (VAE), sa akcentom na jedinjenja iz grupe polifenola, kao i ispitivanje
farmakoloskog delovanja i1 antioksidativnog potencijala ekstrakata. Drugi deo istrazivanja
obuhvata ispitivanje i uporedivanje mehanizma toksi¢nosti dva najvise koris¢ena insekticida iz
razli¢itih klasa, iz klase organofosfata — CPF i iz klase neonikotinoida — IMI. U in vitro
eksperimentu ispitivana je citotoksi¢nost pojedinacnih tretmana insekticida CPF i IMI i
ekstrakata listova imele, kao i kotretmani insekticida i ekstrakata listova imele u izabranim
koncentracijama. U in vivo eksperimentu ispitivani su efekti subakutnog tretmana CPF, IMI i
kotretmana sa ekstraktom lista imele na hematolosko-biohemijske parametre, parametre
neurotoksi¢nosti, oksidativno-antioksidativnog statusa, kao i histopatoloske promene u jetri i
bubrezima muzjaka pacova soja Wistar albino.

5.1. Fitohemijske analize ekstrakta lista imele

Ekstrakcija biljnog materijala je prvi i veoma vazan korak u analiticCkom procesu
razli¢itih studija koje se bave sekundarnim metabolitima biljaka. Takode, antioksidativna
aktivnost biljnih ekstrakata zavisi i od izbora tipa ekstrakcije. Za razliku od konvencionalnih
tehnika ekstrakcije kao Sto je sokslet ekstrakcija, koja ukljucuje toksicne organske rastvarace
koji ostaju u odredenom udelu u ekstraktu nakon isparavanja, razvijene su nove
nekonvencionalne tehnike ekstrakcije, poput ultrazvuéne ekstrakcije, u kojima se koriste
netoksi¢ni rastvaraci poput vode (Maskovi¢ i sar., 2018). Kvalitativno odredivanje ukupnog
sadrzaja polifenola, kao i karakterizacija bioloski aktivnih jedinjenja koja su prisutna u
ispitivanom biljnom ekstraktu pruzaju nam uvid u fitohemijski sastav ekstrakata, ali i ukazuju
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na biolosku aktivnost biljne vrste, ili njenih delova. |z tog razloga, u okviru istrazivanja u ovoj
doktorskoj disertaciji, za ekstrakciju aktivnih komponenti iz listova bele imele, Viscum album
L., sakupljanih sa kruske (Pyrus communis L.), kori§¢ena je metoda ultrazvucne ekstrakcije.
Rezultati istraZivanja pokazuju (Tabela 2) da sadrzaj ukupnih fenola iznosi 94,38 + 0,62 mg
GAE/g, §to predstavlja znacajnu koli¢inu ukupnih fenola u vodenom ekstraktu lista imele.
Medutim, zabeleZena je manja vrednost ukupnih flavonoida za oko 30% (65,24 + 0,23 mg
RUE/g), sadrzaj kondenzovanih tanina za oko 45% (44,65 + 0,09 mg GAE/g), dok je sadrzaj
galotanina manji za oko 60% (29,64 + 0,38 mg GAE/Q) u odnosu na sadrzaj ukupnih fenola u
ekstraktu lista. U ekstraktu lista imele je odredena i vrednost ukupne antioksidativne aktivnosti
koja iznosi 128,65 + 0,92 mg AKE, $to je u saglasnosti sa ukupnim sadrzajem fenolnih
jedinjenja.

Pietrzak i sar. (2013) su ispitivali ekstrakte imele (sa vrste Abies alba Mill.), dobijene
razliitim tipovima ekstrakcije (ultrazvucna ekstrakcija, maceracija, maceracija uz mesanje,
ubrzana ekstrakcija rastvaracem 1 ekstrakcija pod refluksom). Njihovi rezultati su pokazali da
je sastav flavonoida i fenolnih kiselina varirao u zavisnosti od tipa ekstrakcije, pri cemu je
pokazano da je najveca koli¢ina polifenola detektovana u ekstraktu imele dobijenom uz
primenu metode ultrazvucne ekstrakcije (57,673 GAE/g).

Imela je ispitivana u pogledu apsorpcije nutrijenata, vode i metabolita iz biljke
domacina (Oluwaseun i Ganiyu, 2008; Vicas i sar., 2011). Otkriveno je da se metaboli¢ki profil
ove biljke znacajno menja u odnosu na tip domaéina na kome raste, a to uti¢e i na njenu
antioksidativnu aktivnost i moze se pripisati razlikama u pogledu sadrzaja polifenolnih
jedinjenja (Majeed i sar., 2021). Sengul i sar. (2009) su poredili metanolne ekstrakte nadzemnih
delova 8 medicinskih biljaka, medu kojima i Viscum album L., i pokazali da je njen ekstrakt na
drugom mestu po koli¢ini ukupnih fenola. Majeed 1 sar. (2021) su odredivali sadrzaj ukupnih
fenola u vodenim, metanolnim i etanolnim ekstraktima razli¢itih delova imele sa tri biljne vrste
(Populus ciliata L., Juglans regia L. i Ulmus villosa L), a rezultati ove studije su pokazali da
je najveci sadrzaj fenolnih jedinjenja bio prisutan u etanolnom ekstraktu bobice 1 metanolnom
ekstraktu izdanka imele sa Populus ciliata L. Stefanucci i sar. (2020) poredili su ekstrakte imele
lista, ploda i semena i dobili rezultate koji pokazuju da je ekstrakt lista najbogatiji polifenolima.
Iz rezultata navedenih studija (Stefanucci i sar., 2020; Majeed i sar., 2021) moze se zakljuciti
da tip rastvaraca i deo biljke od koga je pravljen ekstrakt imaju zna€ajan uticaj na dobijeni
sadrzaj polifenola. Vicas 1 sar. (2011) su poredili sadrzaj ukupnih fenola iz vodenih 1
metanolnih ekstrakata imele dobijene iz listova i pokazali da je najveci sadrzaj polifenola bio
prisutan u vodenom ekstraktu lista. Takode, utvrdeno je da koli¢ina fenola varira u odnosu na

godisnje doba, i da je imela bogatija fitonutrijentima u maju nego u decembru (Vicas i sar.,
2011).

Tecéna hromatografija visokih performansi (HPLC) koristi se kako bi se dobio detaljniji
uvid u sastav ekstrakta, odnosno kako bi se kvantifikovala fenolna jedinjenja prisutna u
ispitivanom biljnom materijalu. Ovom kvantitativnom analizom utvrden je sadrzaj polifenolnih
jedinjenja u ekstraktu lista imele i prikazan u Tabeli 5, dok je na Slici 25 dat hromatogram
najdominantnijih komponenti. NajviSe zastupljeni flavonoidi su rutin (37,6%), kempferol
(18,8%) i kvercetin (18,1%), a iz podklase flavona apigenin (15,8%). Takode, pored
flavonoida, ekstrakt sadrzi 1 sekundarne metabolite koji pripadaju hidroksicimetnim
kiselinama: p-kumarinska kiselina, kafeinska kiselina, ferulna kiselina i hlorogenska kiselina,
ali u znatno manjoj koli¢ini. Ovi sekundarni metaboliti, kao i Sadrzaj i koli¢ina pojedinih
polifenolnih jedinjenja u ekstraktu lista imele ukazuju i na njihovu potencijalnu biolosku i
farmakolosku aktivnost, ali i na antioksidativni potencijal, zbog ¢ega se ovoj biljci moze
pripisati vazan medicinski znacaj.
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Biljni ekstrakti su bogati polifenolnim jedinjenjima, koja stupaju u medusobne
interakcije, a da bi se stekao uvid u antioksidativni potencijal ekstrakata, potrebno je primeniti
nekoliko in vitro metoda sa razli¢itim mehanizmima. U ovoj doktorskoj disertaciji za
ispitivanje antioksidativnog potencijala ekstrakata lista imele koriS¢eni su testovi, koji se
zasnivaju na razli¢itim mehanizmima ispoljavanja antioksidativne aktivnosti: ,.hvatanju i
deaktivaciji slobodnih radikala (DPPH, OH® i ABTS™ radikala) i inhibiciji lipidne
peroksidacije, a rezultati kao ICso vrednosti su prikazani u Tabeli 3. Antioksidativna aktivnost
ekstrakta lista uporedivana je sa standardima antioksidanata galnom kiselinom, askorbinskom
kiselinom, BHT i a-tokoferolom. Zabelezeno je da ekstrakt lista imele ima najveci stepen
inhibicije ABTS™ radikala (5,09 pg/mL), zatim DPPH" radikala (7,28 pg/mL), a znatno manji
stepen inhibicije lipidne peroksidacije (18,11 pg/mL) i OH" radikala (22,02 pg/mL). Nize ICso
vrednosti ukazuju na vecéu antioksidativnu aktivnost ispitivanog ekstrakta imele, odnosno veéu
neutralizaciju slobodnih radikala i bolje inhibiranje Stetnog procesa lipidne peroksidacije u
¢elijama. Pokazana je vec¢a antioksidativna aktivnost ekstrakta lista na nivou DPPH" radikala
(7,28 pg/mL) u poredenju sa standardom BHT (15,61 pg/mL), a takode i veca aktivnost na
nivou inhibicije lipidne peroksidacije (18,11 pg/mL) u odnosu na galnu (255,43 pg/mL) i
askorbinsku kiselinu (> 1000 pg/mL). Vecéa antioksidativna aktivnost ekstrakta lista je
pokazana i u pogledu hvatanja OH' radikala (22,02 pug/mL) u odnosu na sve ispitivane
standarde (BHT 33,92 pg/mL, galna kiselina 59,14 pg/mL, askorbinska kiselina 160,55
pg/mL). ABTS " test je pokazao da galna kiselina (1,96 pg/mL) ispoljava najvecu aktivnost na
nivou ABTS " radikala, dok je ekstrakt lista imele pokazao vecu antioksidativnu aktivnost na
nivou ABTS" radikala (5,09 pg/mL) u poredenju sa askorbinskom kiselinom (10,98 pug/mL) i
BHT (7,23 pg/mL).

Stefanucci i sar. (2020) su za ispitivanje antioksidativnog potencijala u ekstraktima
lista, ploda i semena imele primenili metode inhibicije DPPH" i ABTS"* radikala. Za oba testa
ekstrakti lista imele su pokazali najbolji rezultat, odnosno ekstrakt lista je u poredenju sa
ispitivanim ekstraktima ploda i semena ispoljio najbolju antioksidativnu aktivnost u pogledu
neutralizacije slobodnih radikala. Takode, primenom DPPH testa ustanovljeno je da postoje
variranja u kapacitetu neutralizacije slobodnih radikala u zavisnosti od biljke domacina 1 tipa
rastvaraca koji je kori$éen za pripremu ekstrakata. U studiji Majeed i sar. (2021) bolji potencijal
u ,.hvatanju* slobodnih radikala ispoljili su metanolni 1 etanolni ekstrakti u poredenju sa
vodenim. Ekstrakt imele je ispoljio i znacajan potencijal u inhibiciji lipidne peroksidacije, u
odnosu na standarde - galnu i askorbinsku kiselinu, zahvaljujuéi efektima polifenola.
Medusobna interakcija polifenola i lipidnog dvosloja predstavlja jedan od mehanizama u zastiti
od oksidacije membrane. Polifenolna jedinjenja koja se nalaze u nepolarnom delu lipidnog
dvosloja, svojim antioksidativnim delovanjem i interakcijom sa slobodnim radikalima
inhibiraju propagaciju procesa lipidne peroksidacije, ili povecavaju fluidnost membrane
(Oteiza i sar., 2005).

5.2. In vitro tretman

U in vitro eksperimentima ove doktorske disertacije koris¢ena je MRC-5 ¢elijska linija
(Celije humanih zdravih fibroblasta pluca) za ispitivanje metabolicke aktivnosti ¢elija, kao 1
¢elijske vijabilnosti, proliferacije i citotoksi¢nosti. Poznato je da su vijabilnost ¢elija i oStecenja
DNK povezani sa mehanizmima toksi¢nosti pesticida (Senyildiz i sar., 2018). Za ispitivanje
vijabilnosti MRC-5 ¢elija, kao i za odredivanje citotoksi¢nosti ispitivanih insekticida CPF i
IMI primenjen je kolorimetrijski MTT test. Takode, MTT test je primenjen i da bi se utvrdilo
da 1i vodeni ekstrakt lista imele ispoljava ili ne Stetne efekte na MRC-5 ¢elijsku liniju
fibroblasta. Sprovedeno je ispitivanje stepena biokompatibilnosti, tj. bioloskog odgovora ¢elija
na ispitivani ekstrakt lista imele i njegova bezbedna primena kao potencijalnog terapeutika.
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Prvo je ispitivan nivo citotoksi¢nosti insekticida CPF i IMI u in vitro tretmanima, a
MRC-5 ¢elije su inkubirane sa rastu¢im koncentracijama (25, 50, 100, 200 i 300 puM)
insekticida CPF i IMI u kratkotrajnom tretmanu (24 sata) i dugotrajnom tretmanu (72 sata).
Takode, za pojedina¢ne tretmane je kori$¢ena i serija od deset rastvora ekstrakta lista imele u
rastu¢im koncentracijama od 10, 20, 40, 50, 100, 200, 300, 400, 600 i 800 pug/mL. Nakon serije
eksperimenata pojedina¢nih tretmana, za kombinovane tretmane ekstrakta i insekticida
odabrane su po tri koncentracije CPF i IMI (50, 100 i 300 pM), kao i tri koncentracije rastvora
ekstrakta lista imele (100, 300 i 600 pg/mL). I u kombinovanim tretmanima ¢elije su inkubirane
u trajanju od 24 i 72 sata.

Rezultati (Tabela 6, Grafik 1 i 2) pokazuju da su kratkotrajni i dugotrajni tretmani (24
i 72 sata) insekticidima CPF i IMI doveli do smanjene vijabilnosti MRC-5 ¢elija i pokazana je
dozna i vremenska zavisnost. Takode, postoji i znacajna razlika u efektu citotoksi¢nosti izmedu
ispitivanih insekticida CPF i IMI u svim primenjenim koncentracijama. Tretmani CPF su
pokazali vece citotoksi¢ne efekte i doveli su do dozno-zavisnog smanjenja vijabilnosti ¢elija u
odnosu na IMI u oba vremenska tretmana (24 1 72 sata). Najveéi citotoksi¢ni efekti su
zabeleZeni nakon tretmana od 72 sata CPF u koncentracijama od 100, 200 i 300 uM i znacajno
je smanjena vijabilnost ¢elija na 57,37%, 54,57% 1 48,16%. Zabelezena je i znacajna razlika u
¢elijskoj vijabilnosti izmedu kratkotrajnog (24 sata) i dugotrajnog (72 sata) tretmana
insekticidom CPF. Manje koncentracije IMI (25 i 50 M) nisu ispoljile citotoksi¢ne efekte na
¢elijama MRC-5 linije u tretmanu od 24 sata, kao i koncentracije IMI od 25, 50, 100 i 200 uM
nakon tretmana od 72 sata u odnosu na kontrolu.

Zeljezi¢ i sar. (2016) poredili su citotoksi¢ne efekte CPF i IMI na ¢elije humanih
limfocita i dobili isti trend kao u ovoj studiji. Li i sar. (2015) ispitivali su efekte CPF na
razli¢itim ¢elijskim linijama (HeLa, HEK293 i Drosophila S2), i pokazali da ovaj insekticid
ispoljava citotoksi¢ne efekte i dovodi do smanjenja Celijske vijabilnosti 1 indukovanja ¢elijske
apoptoze. Takode, i u studiji Dai i sar. (2015), CPF je izazvao smanjenje vijabilnosti ¢elija SH-
SY5Y linije, a pokazani su dozno i vremenski zavisni efekti, tj. zavisnost u odnosu na
koncentraciju 1 duZinu trajanja tretmana. Studija Zhang 1 sar. (2021) bavila se ispitivanjem
toksicnih efekata TCP, glavnog metabolita insekticida CPF, na humanu ¢elijsku liniju HepG2
1 pokazano je da TCP inhibira ¢elijsku proliferaciju, a takode dovodi 1 do apoptoze i oSte¢enja
DNK. Ovaj metabolit CPF je postojaniji u Zivotnoj sredini u odnosu na mati¢no jedinjenje 1
moze izazvati ozbiljne rizike po zdravlje ljudi. Smanjena cCelijska vijabilnost nakon tretmana
neonikotinoidima zabelezena je u studiji Baysal i Atli-Eklioglu (2021), gde su IMI i
acetamiprid (ACE) doveli do smanjenja procenta Zivih ¢elija pojedinacno i u kotretmanu kod
HT-29 ¢elijske linije.

Ispitivan je i uticaj ekstrakta lista imele (VAE) na ¢elijsku vijabilnost u kratkotrajnom
(24 sata) i dugotrajnom (72 sata) tretmanu (Tabela 7 i Grafik 3), kako bi se pokazalo da li ovaj
ekstrakt ispoljava citotoksi¢ne efekte na zdravu ¢elijsku MRC-5 liniju. Rezultati pokazuju da
u svim ispitivanim koncentracijama u tretmanima od 24 i 72 sata ekstrakt dovodi do blagog
(pri nizim koncentracijama), ili znac¢ajnog (pri viSim koncentracijama) porasta vijabilnosti
¢elija 1 ne ispoljava efekte citotoksic¢nosti u odnosu na kontrolu, $to ukazuje na njegov
proliferativni efekat.

Ispitivani su i kotretmani izabranih koncentracija (50, 100 i 300 uM) oba insekticida
(CPF i IMI) i ekstrakta VAE (100, 300 i 600 ng/mL) na c¢elijsku vijabilnost (Grafik 4 i 5).
Rezultati pokazuju da kotretmani CPF i VAE u svim primenjenim koncentracijama nakon 24
sata dovode do dozno-zavisnog statisticki znacajnog povecanja vijabilnosti MRC-5 ¢elija u
odnosu na kontrolu, osim CPF u koncentracijama od 100 uM (B1) i 300 uM (C1) u kombinaciji
sa najmanjom koncentracijom ekstrakta (100 pg/mL), koji nisu izazvali promenu vijabilnosti
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¢elija. U dugotrajnim (72 sata) kotretmanima pokazano je da sve tri ispitivane koncentracije
insekticida CPF 1 ekstrakta imele znacajno smanjuju vijabilnost ¢elija u odnosu na kontrolu.
Takode, znacajno smanjenje vijabilnosti MRC-5 ¢elija zabelezeno je i u kotretmanima sve tri
koncentracije (50, 100 i 300 uM) insekticida IMI sa koncentracijom 100 i 300 pg/mL VAE
nakon 24 sata, kao i sa koncentracijom 100 pg/mL VAE nakon 72 sata. Medutim, rezultati su
pokazali doznu zavisnost i znac¢ajno veci proliferativni efekat i vecu vijabilnost MRC-5 ¢elija
nakon kotretmana najvece koncentracije VAE od 600 pg/mL sa sve tri koncentracije CPF samo
nakon 24 sata, dok je u kotretmanu sa IMI pokazana dozna zavisnost i povecana ¢elijska
vijabilnost u oba vremenska tretmana (24 1 72 sata). Ovi smanjeni citotoksicni efekti insekticida
CPF i IMI, kao i znacajan porast vijabilnosti ¢elija i bolji proliferativni efekti ekstrakta lista
imele u primenjenoj najvecoj koncentraciji mogu se objasniti i znatno vecom koli¢inom
prisutnih fenolnih jedinjenja, koja su u direktnoj korelaciji i sa pojedina¢nim fitojedinjenjima
koja stupaju u razne medusobne interakcije, ¢iji su mehanizmi delovanja i sinergisticki efekti
slozeni. HPLC analiza je pokazala da je ekstrakt lista imele bogat flavonoidima, pri ¢emu su
najvise zastupljeni rutin, kempferol, kvercetin i apigenin (Tabela 5). Sadrzaj i koli¢ina ovih
fitojedinjenja u ekstraktima lista imele ukazuju i na njihovu multifunkcionalnost, kao i na
potencijalnu biolosku aktivnost u in vitro i in vivo tretmanima (Del Rio i sar., 2013; Enogieru
i sar., 2018; Xu i sar., 2019).

U literaturi nema dovoljno podataka koji bi mogli da pomognu u rasvetljavanju
proliferatornog efekta ekstrakta imele. Vise studija je potvrdilo delotvoran efekat rutina na
prezivljavanje ¢elija (Zhou i sar., 2016; Sun i sar., 2017a). Smatra se da signalni put PI3K/Akt
ima znacajnu ulogu u inhibiranju apoptoze i uslovljavanju prezivljavanja ¢elija (Sun i sar.,
2017a). Sun i sar. (2017a) su povezali inhibiciju apoptoze u Lejdigovim ¢elijama izazvanom
H>0> sa aktivacijom PI3K/Akt signalnog puta posredstvom rutina u pretretmanu. U studiji
Miao i sar. (2021) pokazano je da kvercetin dovodi do smanjenja apoptoze izazvane
insekticidom IMI, ublaZava promenu potencijala membrane mitohondrija i, shodno tome,
povecava nivo Bcl-2 i smanjuje ekspresiju Cyt ¢, BAX, kaspaza 9 i 3 (koje imaju ulogu u
izazivanju apoptoze) u ¢elijskoj liniji hepatocita riblje vrste Ctenopharyngodon idella. Takode,
zabeleZzeno je da pretretman kvercetinom moZe da smanji Celijsku smrt uzrokovanu
organofosfatom dihlorvosom (Salem i sar., 2016). | drugi podaci iz literature pokazuju da rutin
i kvercetin imaju veoma veliku biolosku aktivnost i antioksidativni potencijal (Enogieru i sar.,
2018; Xu i sar., 2019).

Apigenin, jo$ jedan flavonoid zastupljen u ekstraktu imele, doprineo je znafajnom
porastu vijabilnosti ¢elija i smanjenom citotoksi¢nom efektu insekticida edifenfosa u humanim
limfocitima periferne krvi (Ahmad i sar., 2019a). Pored flavonoida kojima ektrakt obiluje, i
neke druge komponente bi mogle imati zasStitni efekat na Celije. Lektin prisutan u korejskoj
imeli (Viscum album coloratum) ublazio je citotoksi¢ne efekte i povecao vijabilnost u renalnim
¢elijama epitela tubula (LLC-PK1) u kojima je indukovan oksidativni stres (Kim i sar., 2010).

5.3. In vivo tretman

U in vivo eksperimentima ove studije ispitivani su toksi¢ni efekti subletalnih doza
insekticida CPF i IMI, kao i mogu¢i protektivni efekti ekstrakta lista imele u pojedinac¢nim i
kombinovanim tretmanima kod subakutno tretiranih pacova Wistar soja. U toku tretmana u
periodu od 4 nedelje u svim eksperimentalnim grupama kod zivotinja nisu primeceni klini¢ki
znaci trovanja poput salivacije, lakrimacije, dijareje, konvulzije ili paralize. Nije zabeleZena
statisticki znacajna promena u telesnoj masi, kao ni mase ispitivanih tkiva (jetra, bubrezi i
testisi) (Tabela 8), sto ukazuje da nije doSlo do opste toksi¢nosti. Medutim, u prethodnim
studijama primeceno je znacajno smanjenje telesne mase i smanjenje ili pove¢anje mase organa
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zivotinja tretiranih insekticidima (Alaa-Eldin i sar., 2016; Milosevi¢ i sar., 2018; EI-Gendy i
sar., 2019; Abdel-Razik i sar., 2021). Nepromenjena masa pacova koji su izloZeni insekticidima
CPF i IMI u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja potvrduje da doze koje su koris¢ene u ovom
istraZivanju nisu uticale na fizioloske indekse pacova (Zhao i sar., 2021b). Uginuce jedinki
zabelezeno je u grupi pacova koji su dobijali samo CPF, i to u prvoj i drugoj nedelji tretmana
(po jedna jedinka), Sto ukazuje da je ova doza CPF subletalna. Nakon toga do kraja
eksperimentalnog perioda nije zabelezen ni jedan letalan ishod, Sto bi se moglo pripisati

.....

5.3.1. Uticaj tretmana na hematoloSke parametre

Analize hematoloskih parametara se Cesto koriste za odredivanje zdravstvenog statusa
organizma i za odredivanje nivoa stresa usled delovanja faktora zivotne sredine, ishrane,
ksenobiotika 1 patoloskih faktora. Takode, promene u biohemijskom 1 ¢elijskom sastavu krvi,
kao 1 morfoloske promene ¢elija krvi ukazuju na neke bolesti koje mogu da budu hematoloske
i nehematoloske (Khalifa i Alkhalaf, 2020).

U ovom istrazivanju, rezultati pokazuju da je tretman subletalnom dozom insekticida
CPF doveo do promena nekih hematoloskih parametara. Znac¢ajno je smanjen broj eritrocita
(RBC), koncentracije Hb, dok je zna¢ajno povecan broj leukocita (WBC) (Tabela 9). I u drugim
studijama je pokazano da je doslo do smanjenja broja RBC i koncentracije Hb nakon tretmana
CPF (Goel i sar., 2006), fenitrotionom (Milosevi¢ i sar., 2017), kao i drugim pesticidima
(Qureshi i sar., 2016). Kod akutnog i hroni¢nog trovanja (usled izlaganja niskim dozama), CPF
moze izazvati niz toksi¢nih efekata u organizmu, ali dovesti i do nastanka oksidativnog stresa
i oksidativnih oSte¢enja u mnogim tkivima (Costa, 2018; Khalaf i EI-Mansy, 2019; Li i sar.,
2019). Smanjenje koncentracije Hb i broja RBC ukazuju na anemiju kao posledicu oksidativnih
oste¢enja membrane RBC, oksidacije Hb u methemoglobin i poveéanog oslobadanja 02", koji
je utom procesu nastao i moze da dovede do oksidacije mnogih biomolekula, kao i fosfolipida
¢elijske membrane. Takode, smanjena koncentracija Hb moZe biti povezana sa smanjenjem
veli¢ine RBC, smanjenom koncentracijom gvoZda u serumu i poremec¢enom biosintezom hema
u koStanoj srzi, kao i1 posledica povecane brzine razlaganja RBC i/ili smanjene brzine
produkcije RBC i redukcije ukupnog broja RBC (EI-Gendy i sar., 2019; Kurt i sar., 2021).

a zbog direktne povezanosti sa molekulskim kiseonikom izloZeni su delovanju slobodnih
radikala, kao i metalnim jonima koji katalizuju oksidativne reakcije. Takode, imaju i membrane
koje sadrze velike koli¢ine nezasi¢enih masnih kiselina (PUFAs) 1 podloZzne su povecanoj
lipidnoj peroksidaciji (Ambali i sar., 2011a). Pokazano je da su velike promene u strukturi i
funkciji Celijske membrane, kao §to su gubitak esencijalnih masnih kiselina, povecana
permeabilnost i fluidnost membrane, kao i inaktivacija enzima koji su vezani za membranu,
uzrokovane lipidnom peroksidacijom. Moze da dode i do osSteCenja membranskog skeleta
eritrocita, do deformacije ¢elija 1 poveCanog razlaganja, kao 1 do hemolize (Kurt 1 sar., 2021).
Takode, faktori koji su odgovorni za poveéanu osetljivost RBC na lipidnu peroksidaciju jesu i
nemogucnost popravljanja oSteCenja membrane i regeneracije membranskih lipida i proteina,
kao 1 molekula Hb, jer RBC nemaju sposobnost sinteze proteina, kao i zbog manje koli¢ine
enzima antioksidativne zaStite u plazmi (Ambali 1 sar., 2011a). Jetra ima vaznu ulogu u
regeneraciji eritrocita, a smanjenje broja RBC moze biti povezano i sa disfunkcijom jetre koja
nastaje nakon tretmana insekticidima (EI-Gendy i sar., 2019). Ambali i sar. (2011a) su pokazali
da je tretman CPF doveo do povecane koncentracije MDA i lipidne peroksidacije u RBC. U
nasoj prethodnoj studiji (MiloSevi¢ i sar., 2017) pokazano je da su pacovi koji su tretirani
organofosfatom fenitrotionom imali smanjen broj RBC, koncentraciju Hb i Hct, kao i smanjene
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vrednosti eritrocitnih indeksa MCH 1 MCHC, koji ukazuju na anemiju i povecano oSte¢enje
RBC. Smanjenje vrednosti hematoloskih parametara moze se takode javiti i kao posledica
smanjenja hematopoeze ili inhibicije formiranja eritrocita, kao i ubrzane destrukcije eritrocita
(Qureshi i sar., 2016).

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da tretman insekticidom IMI pojedina¢no
i u kotretmanu sa ekstraktom lista imele nije doveo do znacajnih promena hematoloskih
parametara, dok je CPF pokazao hematotoksi¢nost. Kod Zivotinja koje su u kotretmanu dobijale
pored insekticida CPF i ekstrakt lista imele, zabelezeni su povecani broj RBC i koncentracija
Hb u odnosu na grupu koja je dobijala samo CPF. Prisutni flavonoidi u ekstraktu lista imele

ukazuju na njihovo hematoprotektivno delovanje i na antioksidativni potencijal. Takode,

pokazano je da flavonoidi mogu da povecaju produkciju RBC tako $to stimuliSu sekreciju
eritropoetina. Pokazano je da se antioksidativne aktivnosti flavonoida u ekstraktu lista imele
zasnivaju na uklanjanju i deaktivaciji slobodnih radikala i inhibiciji lipidne peroksidacije.
Polifenolna jedinjenja se vezuju sa lipidnim dvoslojem i uti¢u povoljno na fluidnost membrane
eritrocita, sprecavaju oksidativna oStecenja i hemolizu koja je indukovana lipidnom
peroksidacijom (Oteiza i sar., 2005; Martinez i sar., 2012; Pasdar i sar., 2020). lako sama
priroda vezivanja polifenola za povrsinu RBC nije jos§ potpuno razjasnjena, pretpostavlja se da
se vezuju preko hidroksilnih grupa, hidrofobnih interakcija vodoni¢nim vezama, i prisustvom
metoksi grupe u C-prstenu flavonoida. U biolo§kim membranama i u modelima membrana,
interakcija izmedu flavonoida i1 fosfolipidnog dvosloja dovodi do njihovog vezivanja za
lipidno-vodeni medusloj, ili transporta u hidrofobno jezgro membrane (Koren i sar., 2010).

Rezultati i u drugim istrazivanjima pokazuju pozitivne efekte flavonoida na
hematoloSke parametre. Selvakumar i sar. (2013) su pokazali da je kvercetin kod Wistar pacova
tretiranih polihlorovanim bifenilima (PCB) znacajno povecao vrednosti hematoloSkih
parametara (RBC, Hb i Hct). Mladenovic i sar. (2014) su dobili sli¢ne rezultate i pokazano je
da su kvercetin i epikatehin u kotretmanu sa bakrom kod pacova doveli do povecanja broja
RBC, koncentracija Hb, Hct, kao i eritrocitnih indeksa MCV i MCH u odnosu na grupu koja
je dobijala samo bakar.

Povecanje broja WBC moze biti posledica toksi¢nih efekata pesticida na krvni sistem 1
krvne elemente, aktivacije odbrambenog mehanizma i imunog sistema organizma kao
patoloSkog odgovora na prisustvo mnogih toksi¢nih materija, ali i odbrane organizma od
mnogih bolesti izazvanih patogenim mikroorganizmima (Khalifa i Alkhalaf, 2020). Rezultati
ovog istrazivanja pokazuju najveci porast broja WBC nakon tretmana CPF, kao i kotretmana
sa ekstraktom lista imele u grupi CPF+VAE2 u odnosu na kontrolu (Tabela 9). Leukocitoza,
kao posledica povecéanog broja WBC u krvi, moze biti direktno proporcionalna stepenu
izlaganja subletalnoj dozi CPF, kao i nivou stresnog stanja organizma ili posledica reakcije u
stanjima prisustva bola, ali i aktivacije imunog odgovora koji moZe biti povezan sa oSte¢enjem
jetre. Pokazano je i da organofosforni insekticidi izazivaju krvarenje, infiltraciju inflamatornih
¢elija, oStecenje tkiva i1 nekrozu, §to moze izazvati povecanje WBC (Elsharkawy 1 sar., 2013;
Uzun i Kalender, 2013). Ova mogu¢nost je podrzana histopatoloSkom analizom, koja je
pokazala postojanje nekroze i inflamatornog infiltrata sa limfocitima u grupama tretiranim
insekticidima (Tabela 28 i Slika 26). Infiltracija inflamatornih leukocita se smatra istaknutim
odgovorom tkiva koje se suoCava sa bilo kojim Stetnim uticajem (El-Shenawy i sar., 2014).
Pored toga, utvrdeno je da se urodene imune ¢elije, odnosno Kupferove ¢elije, aktiviraju kao
posledica akutne smrti ¢elija jetre, kao 1 da ove inflamatorne ¢elije mogu da promoviSu pocetna
oStecenja jetre (Jaeschke i Ramachandran, 2011). Hiperplazija Kupferovih ¢elija u jetri zapaza
se nakon tretmana insekticidima CPF i IMI (Tabela 28 i Slika 26).
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Dobijeni rezultati su u skladu i sa rezultatima drugih istrazivanja. Aroonvilairat i sar.
(2018) su u krvi pacova tretiranih sa miksom pesticida (CPF, cipermetrin i kaptan) zabeleZzili
povecan broj leukocita, kao i neutrofila, a smanjenje eozinofila i limfocita. U studiji Ibtissem i
sar. (2017), kod pacova tretiranih fungicidom metiltiofanatom, ustanovljen je povecan broj
limfocita, S§to ukazuje na aktivaciju imunog odgovora.

Rezultati ove disertacije pokazuju da kotretman CPF 1 ekstrakta lista imele u ve¢oj dozi
(CPF+VAEI1) dovodi do smanjenja broja WBC (Tabela 9). Sadrzaj i koli¢ina pojedinih
polifenolnih jedinjenja u ekstraktu lista imele ukazuju na njihovu potencijalnu biolosku i
farmakolosku aktivnost, ali pokazuju i hepatoprotektivni efekat, Sto se moze zapaziti analizom
histopatoloskih promena koje su ublazene u kotretmanu sa biljnim ekstraktom (Tabela 28 i
Slika 26).

Broj trombocita (PLT) je znacajno smanjen U odnosu na kontrolu samo u grupi nakon
tretmana IMI (Tabela 9). PLT imaju kljuénu ulogu u koagulaciji krvi, a smanjenje njihovog
broja moze se pripisati poremecaju sistema koagulacije krvi i hemostaze (Saoudi i sar., 2011).
Trombocitopenija moze nastati usled smanjene proizvodnje ili povecane destrukcije
trombocita, a ovi poremecaji su posledica delovanja brojnih faktora (toksi¢ne supstance,
lekovi, virusne infekcije i ostecenje tkiva) i nekih oboljenja (bolesti hematopoeznih organa,
slezine 1 sli¢no), 1 najées¢e su imunoloski posredovani (Barger, 2003; Aster i Bougie, 2007).
Trombocitopenija moZe nastati i kao posledica oksidativnog oSte¢enja membrana PLT (Ambali
i sar, 2011a).

5.3.2. Uticaj tretmana na biohemijske parametre u serumu

U organizmu postoji ravnoteza izmedu proizvodnje 1 potroSnje energije. Kada se ova
ravnoteza naru$i, kod sisara, ukljucujuci 1 Coveka, javljaju se metabolicki poremecaji. U
poslednje vreme, veliki broj ljudi ima neki od metabolickih poremecaja, ukljucujuéi gojaznost,
dijabetes i neke bolesti jetre (He i sar., 2020). Epidemioloske studije su pokazale da pesticidi
kod akutnog i hroni¢nog trovanja mogu izazvati niz toksi¢nih efekata u organizmu, kao §to su
oStecenja tkiva i poremecaj metabolickih funkcija (Xiao i sar., 2017).

Metabolizam ugljenih hidrata je narusen kod grupe nakon tretmana CPF, na §ta ukazuje
porast koncentracije glukoze u serumu (Tabela 10). Mehanizmi koji su ukljuceni u nastanak
hiperglikemije, odnosno povecane koncentracije glukoze izazvane organofosfatima istrazuju
se intenzivno poslednjih godina. Jedan od izu¢avanih mehanizama kod hiperglikemije izazvane
organofosfatima je aktivacija hipotalamo-hipofizno-adrenalne ose (HPA), koja regulise proces
sinteze i sekrecije glukokortikoida preko adrenalnog korteksa. U toku stresnog odgovora,
hipotalamus dovodi do oslobadanja kortikotropin-oslobadaju¢eg hormona (engl. corticotropin
releasing hormone, CRH), koji stimuliSe hipofizu da oslobada adrenokortikotropni hormon
(ACTH). ACTH =zatim stimuliSe sekreciju glukokortikoida iz adrenalne zlezde.
Glukokortikoidni hormoni (najéeS¢e kortizol kod coveka 1 kortikosteron kod glodara)
povecavaju nivo glukoze indukcijom puta glukoneogeneze (Acker i Nogueira, 2012).
Organofosfati mogu da izazovu aktivaciju HPA puta i da dovedu do povecanja kortikosterona
u plazmi (Joshi i Rajini, 2009; 2012). Literaturni podaci pokazuju da je hiperglikemija jedan
od poznatih simptoma toksicnosti insekticida. Acker i Nogueira (2012) su nakon akutnog
tretmana insekticidom CPF zabelezili povecanje glukoze u plazmi i nivoa glikogena u jetri,
kao 1 aktivaciju HPA puta, 1 povecanje enzima TAT 1 G6P-aze u jetri, koji su ukljuceni u put
glukoneogeneze. Ambali i sar. (2011b) su zabelezili visoku koncentraciju glukoze kod pacova
koji su dobijali CPF i Pb u toku 9 nedelja. Autori ove studije smatraju da bi hiperglikemijski
odgovor kod zivotinja mogao da bude usled poveéane lipidne peroksidacije u pankreasu, $to
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dovodi do razgradnje insulina, koji ima klju¢nu ulogu u regulaciji koncentracije glukoze u krvi.
Sli¢no, poznato je da OFJ povecavaju glikogenolizu putem inhibicije aktivnosti insulina i
stimulacijom aktivnosti glukagona (Rahimi i Abdollahi, 2007). Pored toga, povisena
koncentracija glukoze u serumu povecava nivo peroksida u Langerhansovim ostrvcima
pankreasa, koja su siromasna antioksidativnom aktivnoséu. Ovo glukotoksi¢no stanje uzrokuje
smanjenje nivoa dva regulatorna proteina PDX-1 i MafA, koji se normalno vezuju za promotor
insulina i stimuli$u transkripciju gena za insulin. Smanjenje nivoa ova dva proteina dovodi i
do smanjenja aktivnosti promotora za insulin, ekspresije gena za insulin i njegove sekrecije.
OFJ mogu uzrokovati insulinsku rezistenciju inhibicijom transporta glukoze u skeletne misice
preko uticaja na signalni put insulina (Ambali i sar., 2011b). Takode, s obzirom na to da je CPF
inhibitor aktivnosti enzima AChE, prolongirana stimulacija izazvana ACh mogla bi dovesti do
smanjene osetljivosti B-¢elija u pankreasu na glukozu (Gilon i Henquin, 2001). S tim u vezi,
inhibicija AChE bi mogla imati delimi¢nu ulogu u hiperglikemiji izazvanoj organofosfatima.
Hiperglikemija se moze smatrati mehanizmom koji dovodi do razvoja oksidativnog stresa
nakon trovanja organofosfatima, jer se usled hiperglikemije stvaraju krajnji produkti glikacije
(Ambali i sar., 2011b).

Hiperglikemija izaziva autooksidaciju glukoze, glikaciju proteina i aktivaciju
metabolizma poliola. Ove promene ubrzavaju stvaranje ROS i1 povecavaju oksidativne
modifikacije lipida, DNK i proteina u razli¢itim tkivima. Oksidativni stres moze imati vaznu
ulogu u nastanku komplikacija kod dijabetesa kao Sto su nefropatija, neuropatija i katarakta
so¢iva. Glikacione reakcije se javljaju in vivo kao i in vitro i povezane su sa hroni¢nim
komplikacijama dijabetes melitusa (diabetes mellitus), kao i bolestima vezanim za starenje
(Meghana i sar., 2007; Hussein i Abu-Zinadah, 2010).

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da nakon tretmana samo insekticidom IMI, kao i
u kotretmanu sa ekstraktom lista imele nije doslo do znacajnih promena koncentracije glukoze
u serumu, dok je samo tretman CPF doveo do hiperglikemije u poredenju sa kontrolom. Ovaj
porast glukoze su ublazili kotretmani sa VAE 1 doveli do normalizacije nivoa glukoze, §to
ukazuje na hipoglikemijski efekat flavonoida koji su prisutni u ekstraktu lista imele (Tabela
10).

U prethodnim studijama pokazano je da su hipoglikemijski efekti biljnih ekstrakata
povezani sa efektima prisutnih fenolnih jedinjenja koji mogu da oponaSaju insulin
(molekularna mimikrija) (Gray i Flatt, 1999; Patel i sar., 2012), dovedu do stimulacije
biosinteze/lu¢enja insulina (Rajasekaran i sar., 2004), do neutralizacije slobodnih radikala
(Triastuti 1 sar., 2009) 1 regeneracije B-Celija u pankreasu (Daisy 1 sar., 2011). Rezultati ove
doktorske disertacije su u skladu sa rezultatima studija Adaramoye i sar. (2012), koji su
pokazali da je metanolni ekstrakt imele ispoljio hipoglikemijske efekte u pacovima kod kojih
je dijabetes indukovan streptozotocinom. Smanjeni nivo glukoze, koji se u ovoj disertaciji
zapaZa u obe grupe sa kotretmanima (CPF+VAE]1 1 CPF+VAE2) i pokazuje doznu zavisnost,
moze se pripisati procesima kao §to su supresija hepaticke glukoneogeneze, stimulisana
glikoliza i oslobadanje insulina (Ohiri i sar., 2003). U studiji Ohiri i sar. (2003) ekstrakt imele
u dozama 100 mg/kg i 200 mg/kg, davan intraperitonealno, znacajno je smanjio nivo glukoze
kod aloksanom izazvanog dijabetesa kod zeceva. Autori ove studije su zakljucili da uoceni
hipoglikemijski efekat kod dijabeti¢nih zeceva ukazuje na pankreasne i ekstrapankreasne
mehanizme delovanja, koji pored supresije glukoneogeneze ukljucuju pojacanu sintezu
glikogena i smanjenje apsorpcije glukoze preko tankog creva, kao i povecano preuzimanje u
perifernim tkivima (Chikezie i lheanacho, 2014). lako precizan mehanizam delovanja
ekstrakata imele u pogledu smanjenja koncentracije glukoze nije poznat, ovi hipoglikemijski
efekti mogli bi se pripisati bioaktivnim jedinjenjima prisutnim u ekstraktu. Hlorogenska
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kiselina, koja pripada hidroksicimetnim kiselinama, prisutna je u ispitivanom ekstraktu imele
u znacajnom udelu (Tabela 5). Li i koautori (2009) su hranili zlatne hrcke hranom bogatom
mastima i, nakon 8 nedelja tretmana, u grupi koja je dobijala i hlorogensku kiselinu zabelezili
su smanjenu koncentraciju glukoze 1 povecanu osetljivost za insulin u odnosu na kontrolne
hr¢ke, Sto ukazuje na hipoglikemijsko i insulinsko senzibiliziraju¢e dejstvo hlorogenske
kiseline. Takode i feruli¢na kiselina, prisutna u ekstraktu, ispoljava hipoglikemijsko dejstvo,
Sto je pokazano u studiji koju su sproveli Chowdhury i sar. (2016), a u kojoj je pokazano da
feruli¢na kiselina kod dijabeti¢nih pacova u znatnoj meri smanjuje nivo glukoze, a povecava
nivo insulina u krvi.

Rezultati ove doktorske disertacije (Tabela 10) pokazuju da su tretmani samo
insekticidima, CPF i IMI, doveli do povecanja ukupnog holesterola i triglicerida u serumu
pacova. Promene lipidnog statusa i povecan nivo ova dva parametra mogu da se pripiSu
efektima insekticida na permeabilnost membrana ¢elija jetre, kao i na stimulisanu lipolizu i
sintezu masnih kiselina (Uzun i Kalender, 2013). Pored toga, povecanje nivoa holesterola u
serumu moze se javiti zbog njegove povecane sinteze u jetri, ili blokiranja zu¢nih kanala jetre,
Sto smanjuje ili zaustavlja sekreciju holesterola u duodenum (holestaza) i moze biti pokazatelj
oStecenja jetre (El-Demerdash i Nasr, 2014).

S obzirom na to da je jetra primarni organ detoksikacije u telu koji deluje putem P450-
posredovane enzimske katalize, moguce je da ovu biokatalizu pesticidi inhibiraju, $to moze biti
jedan od uzroka hiperholesterolemije (Al-Attar, 2015; He i sar., 2020). Stoga, povecana
koli¢ina pesticida i egzogenih toksina putuje iz jetre u druga, mastima bogata, tkiva, kao $to je
adipozno tkivo, i time uzrokuje brojne, mnogo Stetnije, efekte na energetski metabolizam i
druge telesne funkcije. Pored akumulacije u jetri, neki insekticidi se mogu rastvoriti i
akumulirati u adipoznom tkivu (He i sar., 2020). Rezultati Sun i sar. (2017b) pokazali su da
IMI moze da doprinese povecanom stvaranju masnih naslaga kod Zenki miSeva, koje je
izazvano hranom sa visokim udelom masti i da pojaca adipogenezu u 3T3-L1 adipocitima
preko AMPKa-posredovanog puta. Takode, u nedavnoj studiji na 3T3-L1 mi§jim
preadipocitima pokazano je da organofosforni insekticid diazinon dovodi do akumulacije lipida
1 aktivira adipogene signalne puteve (Smith i sar., 2018). Povecan nivo triglicerida predstavlja
dobar dokaz povecane sinteze glicerida u jetri, koja je direktno proporcionalna koncentraciji
masnih kiselina 1 glicerofosfata (Tanvir 1 sar., 2015). Povecanje triglicerida u serumu moze se
takode pripisati inhibiciji aktivnosti enzima lipaze hepatickih triglicerida i lipoproteina plazme
(El-Demerdash i Nasr, 2014). Acker i Nogueira (2012) su zabelezili hiperlipidemiju nakon
samo jednog tretmana CPF (50 mg/kg), i pokazali da izloZzenost ovom insekticidu moze
predstavljati faktor rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti. Povec¢an nivo LDL-TC (engl.
low density level cholesterol, 1os holesterol), triglicerida i smanjen nivo HDL-TC (engl. high
density level cholesterol, dobar holesterol) izmereni su kod japanskih prepelica nakon tretmana
od 30 dana sa neonikotinoidom IMI (Emam i sar., 2018). EIMazoudy i sar. (2011) su povecan
nivo holesterola u serumu nakon tretmana CPF pripisali smanjenoj koncentraciji androgena,
Sto je dovelo do poremecaja u spermatogenezi.

Kod grupa koje su pored CPF dobijale i ekstrakt lista imele doslo je do znacajnog
smanjenja ukupnog holesterola i to ispod kontrolnih vrednosti, dok je kod kotretmana sa IMI
nivo holesterola smanjen 1 priblizan kontroli. S druge strane, samo veca doza ekstrakta imele
u kotretmanu sa insekticidima je smanjila nivo triglicerida u odnosu na grupu koja je dobijala
samo CPF ili IMI (Tabela 10). U studiji Avci i sar. (2006) ekstrakt imele je smanjio nivo
holesterola, triglicerida i LDL-holesterola, a pove¢ao HDL-holesterol u serumu kod miseva
kojima je davana hrana sa visokim sadrzajem holesterola bez izazivanja oSte¢enja Zeluca, §to
ukazuje na mo¢nu hipoholesterolemijsku aktivnost imele. S tim u vezi se moze zakljuciti da
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ova biljka ispoljava povoljne efekte na navedene parametre i moze smanjiti rizik od
ateroskleroze i kardiovaskularnih bolesti. Ekstrakt imele mozZe da ublazi disregulaciju
metabolizma lipida i stabilizuje nivo lipida u cirkulaciji i u jetri, smanjujuéi biosintezu
holesterola supresijom SREBP-1c (Slika 17) i povecanjem iskori§¢avanja masnih kiselina
(Kim i sar., 2015; Szurpnicka i sar., 2020). Pankreasna lipaza je enzim koga luci pankreas, a
koji ima klju¢nu ulogu u apsorpciji triglicerida u tankom crevu. Istrazivanje Lee 1 sar. (2012)
pokazalo je da imela deluje inhibitorno na lipazu. Studija Abdel-Sattar i sar. (2011), koja se
bavila ispitivanjem saudijske imele (Viscum schimperi) na dijabeti¢nim pacovima, pokazala je
da metanolni ekstrakt ove vrste dovodi do poveéanja nivoa HDL-C i smanjenja ukupnog
holesterola, triglicerida i LDL-C u serumu, $to bi moglo biti usled delimi¢no obnovljene
funkcije B-¢elija pankreasa i povecanog nivoa insulina. I rezultati u ovoj disertaciji su u
saglasnosti sa literaturnim podacima. Pokazano je da promenama u vrednostima holesterola i
triglicerida u serumu kod grupa koje su u kotretmanima sa insekticidima dobijale i ekstrakt
lista imele najverovatnije doprinose razli¢ita bioaktivna fenolna jedinjenja. Na primer,
hlorogenska i p-kumarinska Kiselina, koje su prisutne u ekstraktu imele, predstavljaju
jedinjenja sa snaznom sposobnos¢u regulacije metabolizma lipida, ispoljavajuci
antihiperlipidemijski efekat, $to je pokazano u nedavnim istrazivanjima (Chen i sar., 2019;
Shen i sar., 2019). Kempferol, flavonoid prisutan u ekstraktu imele, moZze da spreci oksidaciju
LDL holesterola i interakciju sa slobodnim radikalima, i moZe imati zastitnu ulogu u prevenciji
ateroskleroze (Calderon-Montafio i sar., 2011). Apigenin takode moze doprineti smanjivanju
nivoa holesterola i triglicerida, Sto se moze pripisati glikozidima koji inhibiraju apsorpciju i
biosintezu holesterola, a sa druge strane podsticu izlu€ivanje holesterola i luc¢enje insulina,
¢ime se suprimira mobilizacija slobodnih masnih kiselina (Dou i sar., 2020).

Jetra je prvi organ koji u€estvuje u procesu biotransformacije nakon unos$enja toksina,
kao Sto su pesticidi 1 metali, pa je shodno tome zabelezeno da se toksi¢ni odgovori javljaju
ceSce u jetri u poredenju sa drugim organima, a efekti se registruju na osnovu analiza i promena
biohemijskih parametara u krvi (Raina i sar., 2015). Enzimi iz seruma (ALT, AST, LDH i
GGT), kao i nivo totalnog bilirubina koriste se u odredivanju disfunkcije jetre, a poviseni nivoi
enzima u serumu ukazuju na oslobadanje iz ¢elija 1 direktno su povezani sa stepenom ostecenja
1 gubitkom funkcionalnog integriteta ¢elijske membrane u jetri (Mansour i Mossa, 2010; Tanvir
i sar., 2016).

Transaminaze ALT 1 AST su vazni enzimi u bioloSkim procesima, imaju i ulogu u
katabolizmu i biosintezi aminokiselina, a smatraju se glavnim markerima citolize jetre (Selmi
i sar., 2018). Nasi rezultati pokazuju da je tretman insekticidom CPF doveo do povecanja
aktivnosti enzima ALT i AST u serumu u odnosu na kontrolu (Tabela 11). Ove promene
ukazuju na oStecenja u jetri, poremecaju biosinteze ovih enzima, kao i na promene u strukturi
1 propustljivosti membrane hepatocita, §to dovodi do pove¢anog oslobadanja ovih enzima u
cirkulaciju iz oStecenih ¢elija jetre (Tanvir 1 sar., 2015). Uzrok povecanja aktivnosti ALT 1 AST
moze biti 1 posledica oksidativnih oStecenja i povecanog stvaranja slobodnih radikala koji
izazivaju hepatotoksi¢nost (Abdelkhalek i sar., 2017). Tokom metabolizma u jetri, CPF se
aktivira posredstvom CYP450 kroz reakciju desulfuracije i nastaje toksi¢ni CPFO koji se
reakcijom dearilacije deaktivira, Sto rezultuje formiranju metabolita TCP. Pored CYP450, u
reakcijama detoksikacije ucestvuju i PON1 (A-esteraza) i sistem glutationa, a glavni put
eliminacije CPF je ekskrecija urinom, pri ¢emu je TCP najzastupljeniji metabolit (Jokanovic,
2010; Wang i sar., 2010; Supreeth i Raju, 2017). Kopjar i sar. (2018) su nakon izlaganja pacova
niskim dozama CPF u plazmi i mozgu detektovali koncentracije i CPF i metabolita TCP.
Povecéani nivoi ovog metabolita, ali i drugih reaktivnih intermedijera ometaju normalno
funkcionisanje jetre, na Sta ukazuje povecana aktivnost aminotransferaza u serumu (Raina i
sar., 2015).
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Takode, 1 u grupi koja je dobijala samo insekticid IMI, zabeleZene su povecane
aktivnosti ALT i AST u serumu (Tabela 11), usled destruktivnih promena u hepatocitima i
rupture Celijske membrane. Abu Zeid i sar. (2019) smatraju da bi ove promene u aktivnosti
enzima mogle biti zbog akumulacije metabolita IMI u jetri. Prilikom biotransformacije IMI u
jetri stvara se veliki broj metabolita kao $to su olefin, 40H-IMI, 50H-IMI, 6-CAN, dn-IMI i
urea metaboliti. Najvece koncentracije insekticida IMI i njegovih metabolita u jetri postiZu se
priblizno 12 sati nakon pocetne izloZzenosti (Bizerra i sar., 2020; Nimako i sar., 2021). Chao i
Casida (1997) su pokazali da bioloska aktivacija IMI do njegovog metabolita dn-IMI, Koji
ispoljava veci afinitet vezivanja za nAChR sisara u poredenju sa insektima, moze doprineti
njegovoj vecoj toksi¢nosti kod sisara u odnosu na IMI. Narusavanje normalne funkcije
hepatocita je u korelaciji sa histomorfoloSkim promenama parenhima jetre (hidropsna
degeneracija, fokalna i konfluentna nekroza), koje se uoc¢avaju kod jedinki koje su bile tretirane
sa CPF ili IMI (Tabela 28 i Slika 26). Nekoliko studija je pokazalo da su aktivnosti
transaminaza povecane kod Zivotinja nakon izlaganja pesticidima (Mossa i Abbassy, 2012;
Mossa i sar., 2015; Abdelkhalek i sar., 2017; MiloSevic i sar., 2018).

Enzim LDH katalizuje pretvaranje laktata u piruvat, a povecani nivo u serumu
predstavlja indikator funkcionalne deficijencije jetre i toksi¢nih efekata u tkivima (Abu Zeid i
sar., 2019). Promene u aktivnosti LDH kod pacova tretiranih insekticidima moze biti usled
velikog oste¢enja membrana hepatocita i pove¢anog oslobadanja u sistemsku cirkulaciju, usled
promena metabolizma ugljenih hidrata i proteina, a takode moze ukazivati i na metabolicke
poremecaje 1 predstavlja jasan odgovor protiv iscrpljivanja energetskog depoa (Nasr i sar.,
2016). Rezultati ove disertacije pokazuju da je doSlo do povecanja aktivnosti ovog enzima u
serumu u grupama koje su tretirane samo CPF i IMI (Tabela 11). Porast aktivnosti enzima
ALT, AST 1 LDH u serumu kao rezultat toksi¢nog delovanja insekticida, koji je zabelezen u
ovoj studiji, u skladu je sa literaturnim podacima (Mansour i Mossa, 2010; Tanvir i sar., 2015;
Milosevi¢ i sar., 2018; Abu Zeid i sar., 2019).

Bilirubin je najvazniji metabolit hem grupe 1 produkt razgradnje Hb. Predstavlja marker
hepatobilijarnog oStecenja 1 metabolicke funkcije jetre (Jayusman 1 sar., 2014), a poviSena
vrednost bilirubina u serumu je vazan klinicki pokazatelj tezine nekroze, dok njegova
akumulacija predstavlja meru vezivanja, konjugacije i1 ekskretornog kapaciteta Celija jetre
(Tanvir i sar., 2016). Najveca koli¢ina bilirubina nastaje razgradnjom eritrocitnog hema nakon
oslobadanja Hb iz eritrocita, i to nakon 120 dana Zivota eritrocita u krvi, u retikuloendotelnom
sistemu. Manja koli¢ina bilirubina moZe da nastane i razgradnjom drugih hem proteina i to
mioglobina, katalaze, peroksidaze i1 citohroma. Bilirubin je toksi€an za CNS 1 moze izazvati
niz neuroloskih simptoma koji se nazivaju akutna bilirubinska encefalopatija (Effiong 1 sar.,
2014).

Nakon tretmana insekticidima zabelezena je povecana koncentracija bilirubina u
serumu usled hemolize i razgradnje Hb iz eritrocita, kao i smanjenim preuzimanjem od strane
jetre (EI-Demerdash i Nasr, 2014; Tanvir i sar., 2015). | u ovoj studiji, nakon tretmana CPF ili
IMI, zabelezene su povecane vrednosti bilirubina u serumu (Tabela 11), kao i smanjen broj
RBC i Hb usled hemolize. Takode, pokazano je da ovi insekticidi imaju prooksidativne efekte
11zazivaju oksidativna oStecenja eritrocita 1 hepatocita. [ u nasim prethodnim istrazivanjima su
pokazani sli¢ni rezultati nakon tretmana fenitrotionom (MiloSevi¢ i sar., 2017; 2018).

U ovom istrazivanju su, takode, ispitivani i hepatoprotektivni efekti ekstrakta lista imele
na metabolicke i ekskretorne funkcije jetre merenjem aktivnosti enzima (ALT, AST i LDH),
kao markera hepatocelularnog oSte¢enja jetre, kao i vrednosti bilirubina u serumu (Tabela 11).
U grupi koja je dobijala samo ekstrakt lista imele nije bilo znacajnih razlika ovih ispitivanih
biohemijskih parametara u odnosu na kontrolu. Medutim, pokazano je da kotretmani CPF ili
IM1 sa ekstraktom lista imele u obe koncentracije smanjuju aktivnosti ovih enzima u poredenju
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sa vrednostima grupa koje su dobijale samo insekticide. Flavonoidi prisutni u ekstraktu imele
su ublazili hepatotoksi¢ne efekte insekticida i ispoljili zastitni potencijal protiv ostecenja jetre,
odrzavajudéi integritet membrane hepatocita i smanjujuci time oslobadanje ovih enzima u
cirkulaciju. Ekstrakt u obe ispitivane doze u kotretmanu sa insekticidima nije znacajno uticao
na promenu vrednosti bilirubina u odnosu na vrednosti grupa koje su dobijale samo CPF ili
IMI. Sa druge strane, Effiong i sar. (2014) su pokazali da u grupi pacova koji su dobijali hranu
bogatu natrijum hloridom dolazi do znacajnog porasta bilirubina u serumu, dok je u grupi koja
je dobijala i ekstrakt lista imele vrednost bilirubina znacajno smanjena.

Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podacima, u kojima je pokazano da
polifenoli prisutni u razli¢itim biljnim ekstraktima koji su ispitivani, poput kvercetina, rutina,
kempferola, apigenina, katehina, hlorogenske kiseline i drugih, imaju sposobnost da ublaze
oStecenja jetre uzrokovana toksi¢nim agensima, kao §to su paracetamol, zZiva hlorid, (HgCly),
kao i pesticidi, §to je pokazano u razli¢itim istrazivanjima (Yang i sar., 2013; El-Shafey i sar.,
2015; Mossa i sar., 2015; Caglayan i sar., 2019a; Mondal i sar., 2021). Abdel-Salam i sar.
(2010) su takode ispitivali protektivne efekte imele (VAE) na transaminaze iz seruma kod
pacova tretiranih CCls, gde je smanjenje aktivnosti ovih enzima u serumu pokazalo dozno-
zavisni trend. Moze se zakljuciti da polifenolna jedinjenja mogu da smanje nekrozu i stabilizuju
membrane hepatocita, kao 1 da pruze zastitu od peroksidativnih ostecenja jetre kod razlicitih
eksperimentalnih model organizama.

Histopatoloske lezije se koriste kao indikatori u proceni stanja organizama koji su
izloZeni polutantima. Histopatoloski biomarker u monitoringu zZivotne sredine je od znacaja, s
obzirom da omogucava ispitivanje specifi¢nih ciljnih organa koji su odgovorni za vitalne
funkcije. Promene koje su uocene u ovim vitalnim organima obi¢no se lakSe identifikuju u
poredenju sa funkcionalnim, i mogu se koristiti kao simptomi upozorenja na zdravlje
organizma (Zidan, 2015). U ovom istrazivanju, histopatoloske analize su pokazale blaze
promene u morfologiji ¢elija jetre, koje se ogledaju u smanjenju stepena hidropsne
degeneracije, fokalne nekroze i odsustvu konfluentne nekroze kod jedinki koje su dobijale
pored insekticida (CPF ili IMI) i ekstrakt imele, pri ¢emu je veca doza ekstrakta ispoljila bolji
protektivni efekat na ispitivane morfoloske promene (Tabela 28, Slika 26).

Rezultati ovog istraZivanja pokazuju da je kod pacova koji su dobijali samo CPF ili IMI
doslo do oStecenja funkcije bubrega, Sto je potvrdeno povisenim koncentracijama parametara
u serumu (urea i kreatinin) (Tabela 12) i histopatoloskim lezijama u tkivu bubrega (Tabela 29
1 Slika 27). Bubrezi su meta razli¢itih toksi¢nih jedinjenja, jer imaju visok protok krvi,
metaboli¢ki su aktivni, mogu da regeneriSu reaktivne intermedijere, u njima se koncentriSu
toksi¢na jedinjenja, ali 1 nezeljeni krajnji proizvodi metabolizma i osetljivi su na imunoloske
reakcije. Kreatinin i urea su korisni parametri koji se naj¢es¢e odreduju zbog procene funkcije
bubrega, kao i zbog ranog utvrdivanja nefrotoksi¢nosti izazvane razli¢itim jedinjenjima, i
koriste se kao indeks oStecenja bubrega (EI-Gendy i sar., 2019). Urea je krajnji proizvod
metabolizma aminokiselina i proteina, a na koncentraciju, pored bubrezne funkcije, uticu 1
drugi Cinioci, pa se zato urea odreduje zajedno sa kreatininom. Nivoi uree mogu takode biti
povecani drugim faktorima, kao Sto su dehidratacija, antidiuretici i ishrana, dok je kreatinin
viSe specifican za oSte¢enja bubrega (Tanvir i sar., 2016). Izlu¢ivanje kreatinina zavisi pretezno
od procesa glomerularne filtracije, i manjim delom od tubularne sekrecije (Mansour i Mossa,
2010). Kreatinin nastaje od kreatina koji je zna¢ajan za produkciju energije u misi¢ima, kao
zavr$ni produkt katabolizma proteina. Povecan nivo kreatinina moze biti u korelaciji sa
katabolizmom proteina (EI-Gendy i sar., 2019).

Porast kreatinina u serumu u grupama CPF 1 IMI (Tabela 12), iako nije bio statisticki
znaajan, moze ukazivati na oStec¢enja funkcije glomerula i tubula u bubrezima (Mansour i
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Mossa, 2010). Povecéanje uree i kreatinina u serumu ukazuje na smanjeni kapacitet bubrega u
filtriranju ovih metabolickih proizvoda, kao i njihovo smanjeno izlu¢ivanje putem urina. Brzina
ekskrecije zavisi od koncentracije metabolita u plazmi i brzine filtracije kroz glomerul (Nasr i
sar., 2016). Porast nivoa uree moze se pripisati konverziji amonijaka do uree kao rezultat
povecane sinteze enzima uklju¢enog u produkciju uree (El1-Gendy i sar., 2019). Owumi i Dim
(2019) su zakljucili da povecanje kreatinina u serumu pacova tretiranih sa CPF ukazuje na
smanjenu brzinu glomerularne filtracije, dok poviSeni nivo uree implicira smanjenu
reapsorpciju u bubreznim tubulima. Kammon 1 sar. (2010) su pokazali nefrotoksi¢ne efekte
CPF i IMI kod kokosaka, koji su se manifestovali hemoragijom, nekrozom i vakuolarnom
degeneracijom epitela tubula. Kod nilskih tilapija (Oreochromis niloticus) intoksikovanih
organofosfatom diazinonom nivoi uree i kreatinina u serumu bili su povecéani, a zabeleZene su
1 histopatoloSke promene koje ukazuju na smanjenu glomerularnu filtraciju 1 bubreznu
disfunkciju (Abbas i sar., 2021). Takode, sugeriSe se da se bubrezna cirkulacija i izlu¢ivanje
elektrolita delimi¢no kontroliSu holinergickim mehanizmom, pa samim tim trovanje
organofosfatima naruSava funkciju bubrega (Georgiadis i sar., 2018). U ovoj studiji, oba
insekticida su dovela do morfoloskih promena u bubrezima, ali Su ove promene, kao §to su
hidropsna degeneracija epitela kanali¢a i nekroza, deskvamacija tubula i atrofija epitela tubula
bili izrazeniji kod Zivotinja koje su dobijale IMI, iz ¢ega se moze zakljuciti da IMI ispoljava
izrazeniju nefrotoksi¢nost (Tabela 29 i Slika 27).

U ovoj disertaciji rezultati istraZivanja pokazuju da je nivo uree zna¢ajno smanjen samo
kod kotretmana CPF sa obe doze ekstrakta imele u poredenju sa grupom koja je tretirana samo
CPF, dok u ostalim eksperimentalnim grupama nije bilo znacajnih razlika. Takode, nisu
zabelezene znacajne promene nivoa kreatinina nakon kotretmana insekticidom CPF ili IMI i
ekstraktom imele u obe doze u odnosu na kontrolu (Tabela 12). Metanolni ekstrakt imele davan
dijabeticnim pacovima u dozi 100 mg/kg tokom tri nedelje snizio je povecane nivoe uree
(Adaramoye 1 sar., 2012). Razli¢ite supstance su testirane u svrhu potencijalnih
nefroprotektivnih agenasa, a neke od njih prisutne su i u ispitivanom ekstraktu imele. Kod
pacova koji su tretirani ciklofosfamidom, suplementacija sa kvercetinom doprinela je
snizavanju biomarkera oStecenja jetre 1 bubrega, ukljucujuéi kreatinin i1 ureu, i1 time je
potvrdena protektivna aktivnost ovog flavonoida. Smatra se da kvercetin doprinosi prevenciji
ostecenja kroz ublazavanje oksidativno-inflamatornog stresa (Ebokaiwe i sar., 2021). Rutin je
flavonoid koji je najzastupljeniji u ekstraktu imele ispitivanom u ovoj disertaciji. Studija
Caglayan i sar. (2019b), u kojoj su ispitivani nefroprotektivni efekti rutina kod pacova
intoksikovanih HgClz, potvrdila je sposobnost rutina da znatno ublazi morfoloske promene u
bubrezima, pri ¢emu su navedeni efekti bili dozno-zavisni.

5.3.3. Ispitivanje AChE kao markera neurotoksi¢nosti

Enzimi ChE se Cesto koriste kao biomarkeri za procenu ekotoksikoloskih efekata
mnogih organofosfata i karbamata, ali i drugih polutanata zahvaljujué¢i njihovoj osetljivosti na
ova jedinjenja, kao 1 zbog ekonomicnosti, 1 bioloske i ekoloske relevantnosti (Gongalves 1 sar.,
2021).

Oba insekticida, CPF i IMI, dovela su do smanjenja aktivnosti AChE u jetri, dok u
bubregu i testisu promene aktivnosti ovog enzima nisu bile statisticki znacajne (Tabela 14 i
Grafik 6). Aktivnost ChE u serumu bila je samo neznatno smanjena u CPF grupi, dok je u IMI
grupi zabelezeno neznatno povecanje (Tabela 13). Veci deo simptoma nakon intoksikacije
organofosfatima najCesc¢e se objaSnjava inhibicijom AChE. Aktivnost AChE kao biomarkera
za procenu toksicnih efekata organofosfata je proucavana kod mnogih vrsta organizama i
predstavlja indeks toksi¢nosti organofosfata kako u in vivo, tako i u in vitro studijama (Nasr i
sar., 2016). Toksi¢nost organofosfata je zasnovana na ireverzibilnoj inhibiciji enzima AChE,
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koji razlaze neurotransmiter ACh. Inhibicija AChE organofosfornim insekticidima ometa
pravilnu neurotransmisiju u holinergi¢nim sinapsama i neuromuskularnim spojevima. Osim
toga, ovaj mehanizam ukljucuje inhibiciju i drugih nespecifi¢nih esteraza i isti je za sve
insekticide iz grupe organofosfata, pa samim tim i za CPF. Inhibicija aktivnosti enzima AChE
izaziva povecanje nivoa endogenog ACh u organizmu i dovodi do njegovog vezivanja za
muskarinske 1 nikotinske receptore u CNS i PNS. Povecanje ACh u CNS narusava balans
izmedu neurotransmitera i izaziva pojavu akutne intoksikacije (Al-Attar, 2015). Oksidativnom
desulfuracijom CPF nastaje visoko elektrofilni toksi¢ni metabolit CPF okson (CPFO), koji
pokazuje znatno veéi afinitet prema aktivnom mestu serin-zavisnih estarskih hidrolaza u
odnosu na mati¢no jedinjenje (Mansour i Mossa, 2010). Metaboliti oksona nastali
reaktivniji i snazniji inhibitori AChE i BuChE od samog CPF (Testai i sar., 2010; Flaskos,
2012; Yu, 2015).

Literaturni podaci pokazuju da je dejstvom CPF znacajno inhibirana aktivnost AChE u
eritrocitima pacova, a veca promena aktivnosti AChE zabeleZena je kod muzjaka nego kod
zenki pacova (Mansour i Mossa, 2010). Razlika izmedu muzjaka i1 zenki pacova moze biti
posledica veéeg metabolizma i brzeg razlaganja ksenobiotika u jetri muzjaka (imaju vise
citohroma P450). Samim tim, veci kapacitet za oksidativni metabolizam moze prouzrokovati
da muZzjaci odredenih sojeva glodara budu manje ili viSe podlozni toksi¢nosti pesticida u
zavisnosti od toga da li oksidativni metabolizam predstavlja put bioaktivacije ili detoksikacije
odredenog jedinjenja. Chambers i sar. (1994) su pokazali da odrasli muzjaci pacova imaju veé¢u
stopu aktivacije metabolita CPFO u jetri, kao i brzu detoksikaciju. Do inhibicije aktivnosti
AChE u tkivu jetre moze do¢i i zbog povecane produkcije LPO, §to indirektno deluje na enzime
koji se vezuju za ¢elijsku membranu, kao §to je AChE (Mohamed 1 sar., 2018). Ince i sar.
(2017) su tretirali pacove organofosfatnim insekticidom malationom, i nakon 30 dana u serumu
1 jetri Zivotinja zabeleZili inhibiciju AChE, §to je u skladu sa rezultatima ove doktorske
disertacije. U istrazivanju Miladinovi¢ (2019) takode je, u grupi japanskih prepelica koje su
dobijale CPF, zapaZena inhibicija ChE u tkivu jetre, mozga i u RBC.

IMI i strukturno sliéni neonikotinoidi nisu inhibitori AChE, ve¢ su kompetitivni
modulatori nAChR 1 pokazuju selektivniju toksi¢nost i specificno delovanje na nervni sistem
insekata u odnosu na sisare. IMI je po hemijskoj strukturi sli¢an i ima zajednicki nacin
delovanja sa alkaloidom nikotinom. Kao agonist ACh vezuje se za postsinapticke nAChR u
CNS insekata i izaziva ireverzibilnu blokadu ovih receptora, a njegovo neurotoksi¢no
delovanje dovodi do holinergi¢nih efekata i promene u neurotransmisiji (Tomizawa and
Casida, 2003; Annabi i sar., 2015; Sheets i sar., 2016). IMI deluje tako §to pobuduje razlicite
proteine NAChR na nacin slican ACh, ali za razliku od ACh, koji se brzo razgraduje, IMI se ne
moze inaktivirati, ili se polako inaktivira aktivnos¢u enzima AChE. IMI kao agonist i
antagonist nAChR sisara ima dvostruko delovanje, i ovi efekti zahtevaju dalja eksperimentalna
istrazivanja (Tomizawa and Casida, 2009; Crossthwaite i sar., 2017; Qu i sar., 2022). Kod
sisara, razlike u svojstvima vezivanja za razli¢ite podtipove receptora u velikoj meri doprinose
mnogo nizoj aktivnosti neonikotinoida u tkivima ki¢menjaka u poredenju sa tkivima insekata
(Kammon i sar., 2010).

Aktivacija nAChR dovodi do influksa Ca?*, kao i do oslobadanja ROS (Wang i sar.,
2018). Rezultati Annabi i sar. (2015) pokazali su da je oralni tretman IMI nakon 28 dana doveo
do znacdajnog poveéanja Ca?* u tkivima hipotalamusa i hipofize, ali ne i u tkivu nadbubrezne
zlezde pacova. Ovo ukazuje na to da je IMI delovao na CNS kao agonist nAChR, uzrokujuéi
zna¢ajno povecanje nivoa Ca?*, i da toksiéni efekti IMI pokazuju tkivno-specifi¢ni odgovor

138



Doktorska disertacija Marija Milosevi¢

(Annabi i sar., 2015). dn-IMI, metabolit IMI, takode moze aktivirati nikotinske receptore preko
intracelularnog Ca?*-zavisnog mehanizma (Wang i sar., 2018).

U literaturnim podacima se mogu naci razli€iti rezultati vezani za aktivnost AChE. U
prethodnim studijama zabelezeno je smanjenje aktivnosti AChE u RBC, plazmi i mozgu
pacova koji su tretirani sa IMI (Kapoor i sar., 2014; Vohra i sar., 2014; Kati¢ i sar., 2021). Sa
druge strane, u nekim istrazivanjima je pokazano povecanje aktivnosti AChE u plazmi i mozgu
usled dejstva IMI (Abou-Donia i sar., 2008; Annabi i sar., 2015; Abu Zeid i sar., 2019). Annabi
i sar. (2015) smatraju da povecana aktivnost AChE u hipotalamusu i hipofizi moze doprineti
neurotoksi¢nom efektu, koji nastaje kao rezultat smanjenog ACh i smanjene funkcije receptora.

Ekstrakt lista imele je doveo do povecanja aktivnosti AChE u jetri u kotretmanu sa CPF
(CPF+VAELl) u poredenju sa CPF grupom, kao i u grupama koje su dobijale IMI (IMI+VAE1
i IMI+VAE2) u poredenju sa IMI grupom. Takode, aktivnost AChE u jetri je znacajno veca u
grupi VAE1L u poredenju sa grupama tretiranim samo insekticidima. ZabeleZena je 1 veca
vrednost ChE u serumu u grupi VAE1 u odnosu na grupu koja je dobijala samo CPF.
Polifenolna jedinjenja prisutna u ekstraktu imele su ispoljila pozitivnu biolosku i farmakolosku
aktivnost i smanjila neurotoksi¢ne efekte insekticida u kotretmanu sa biljnim ekstraktom.

5.3.4. Efekti ispitivanih tretmana na parametre oksidativnog stresa

Reaktivne vrste se u fizioloSkim uslovima stvaraju u svim ¢elijama sisara u procesu
¢elijskog disanja. PoSto su ROS citotoksicni molekuli ¢ak 1 kada se proizvode tokom
normalnog c¢elijskog disanja, oni se neutraliSu od strane endogenog odbrambenog sistema
(Abdel-Daim i Abdeen, 2018). Veliki broj ksenobiotika ima sposobnost da generise slobodne
radikale u bioloSkom sistemu, $to postavlja pitanje da li je oksidativni stres glavni uzro¢nik
oStecenja tkiva (Lohiya i sar., 2017). Oksidativni stres se definiSe kao neravnoteza izmedu
proizvodnje slobodnih radikala i reaktivnih metabolita 1 njihove eliminacije zaStitnim
mehanizmima koji se nazivaju antioksidanti. Oksidativno o$teCenje je povezano sa stvaranjem
ROS 1 moZe se javiti kada su antioksidativni 1 detoksikacioni sistemi deficitarni 1 nisu u stanju
da neutraliSu aktivne intermedijere koje proizvode ksenobiotici i njihovi metaboliti (Yonar,
2018). Kada postoji neravnoteza izmedu proizvodnje ROS i antioksidanata, celija postaje
podloznija oStecenjima izazvanim oksidativnim stresom. ROS mogu da napadnu Celijske
membrane 1 druge celijske molekule izazivaju¢i peroksidaciju lipida, oksidaciju proteina i
ostecenja DNK, $to moze dovesti do bolesti poput kancera, ateroskleroze, dijabetesa i bolesti
bubrega (Abdel-Daim i Abdeen, 2018). ROS mogu da dovedu i do modifikacije aktivnosti
enzima, a oSteCenjem membranskih transportnih proteina mogu izazvati poremecenu
homeostazu jona u ¢eliji, kao i promene u koncentraciji intra¢elijskog Ca®" i K*. ROS mogu
direktno da deluju na konformaciju ali i aktivnost svih molekula koji sadrze sulfhidrilnu (-SH)
grupu oksidacijom njihovog tiolnog dela. Kombinovani efekat svih ovih promena nastalih pod
uticajem ROS moze na kraju da dovedu do ¢elijske disfunkcije, kao i do smrti ¢elija (Ambali 1
sar., 2011a).

Lipidi su prekursori za hormone, koriste se za skladiStenje energije, imaju istaknutu
ulogu glasnika i regulatora inflamacije, i jedna su od najpodloznijih meta slobodnih radikala
(Padma 1 sar., 2012). Lipidna peroksidacija se smatra vaZnim indikatorom oksidativnog
ostecenja Celijskih struktura. Nastaje kao rezultat oksidativnog osStecenja PUFAs bioloskih
membrana, $to dovodi do naruSene funkcije membrane, strukturnog integriteta, smanjene
fluidnosti membrane i inaktivacije enzima vezanih za membranu (Tanvir i sar., 2016). Usled
povecanog oksidativnog stresa, PUFAS se oksiduju do lipidnih hidroperoksida i, u poslednjoj
fazi razlaganjem peroksidnih jedinjenja, nastaje reaktivni malondialdehid (MDA). Poveéana
koli¢ina MDA je vazan biomarker lipidne peroksidacije (Yonar, 2018). Lipidna peroksidacija
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je 1jedan od molekularnih mehanizama ukljucenih u toksi¢nost izazvanu pesticidima i smatra
se najosnovnijim mehanizmom c¢elijske smrti izazvanom slobodnim radikalima (Aly i sar.,
2010; Jaeschke, 2011).

Najc¢es¢a ROS koja se stvara u mitohondrijama je O.*, koji nastaje redukcijom
molekulskog kiseonika jednim elektronom. RNS su visoko reaktivne vrste izvedene iz
inicijalne reakcije O2*" sa NO (Vanova i sar., 2018). NO je vazan signalni molekul koji je
povezan sa oksidativnim stresom. Dok pri niskim koncentracijama NO deluje kao antioksidant
1 signalni molekul u brojnim fizioloskim procesima, pri ve¢im koncentracijama NO moze brzo
stupa u interakciju sa lipidima, DNK i proteinima i povezan je sa patofiziologijom ¢elija i tkiva
posredovanom indukcijom oksidativnog stresa (Raibeemol i Chitra, 2018). Reaktivne vrste
mogu nastati kao rezultat metabolizma organofosfata pomocu CYP450, enzima koji katalizuju
oksidaciju dodavanjem jednog atoma kiseonika na supstrat (organofosfat). Drugi nacin
stvaranja ROS kod intoksikacije organofosfatima je visoka potrosnja energije u kombinaciji sa
inhibicijom oksidativne fosforilacije i pove¢ano oslobadanje glukoze putem glikogenolize u
jetri i naknadnim oslobadanjem ATP-a, kako bi se zadovoljile potrebe za energijom.
Prekomerna potrosnja energije dovodi do smanjene sposobnosti ¢elija u odrzavanju svog
energetskog nivoa. 1z ovog razloga, povecane koli¢ine ROS mogu da se generiSu u razli¢itim
organima, a poremecaj u redoks sistemu celije je joS jedan od mehanizama ukljucenih u
generisanje reaktivnih vrsta kod izloZenosti organofosfatima (Lukaszewicz-Hussain, 2010).

Mnoge studije su pokazale da insekticidi CPF i IMI dovode do nastanka oksidativnog
stresa 1 naruSavanja oksidativno/antioksidativne homeostaze u mnogim tkivima. Takode,
promene lipidnog statusa i poveéane vrednosti ukupnog holesterola i triglicerida kod pacova
tretiranih ovim insekticidima ukazuju na oStecenja celijskih membrana i1 peroksidaciju
membranskih lipida (Uzun i Kalender, 2013; EI-Demerdash i Nasr, 2014; Tanvir i sar., 2015).

U okviru ove doktorske disertacije, nakon subakutnog in vivo tretmana insekticidima
CPF ili IMI, kao i kotretmanima sa ekstraktom lista imele, odredivani su parametri
oksidativnog stresa i sistema antioksidativne zastite u odabranim tkivima. U Tabelama 15-18 i
na Graficima 7-10 prikazani su rezultati efekata tretmana na koncentracije ROS, RNS i LPO u
tkivima. Rezultati pokazuju najveée povecanje koncentracije LPO u jetri nakon tretmana
insekticidima CPF ili IMI u odnosu na kontrolu. Takode, nakon tretmana sa CPF ili IMI,
zabeleZzeno je povecanje koncentracija Oz, H202 i NO2 u jetri. CPF i IMI uti¢u na
prooksidativna oSte¢enja hepatocita, jer glavno mesto metabolizma ovih insekticida je u jetri,
pomocu enzimskog sistema CYP450, a praceno je nastankom slobodnih radikala koji izazivaju
peroksidaciju membranskih lipida, oksidativna oSteCenja i hepatotoksi¢nost. Kao posledica
oksidativnih oStecenja hepatocita je i povecana aktivnost enzima transaminaza (AST i ALT) u
serumu (Tabela 11).

Takode, neke forme CYP450 oksigenaze se nalaze i u drugim tkivima, pa se CPF i IMI
mogu metabolicki aktivirati i u mozgu, bubrezima, plu¢ima i intestinumu. Povecana lipidna
peroksidacija i oksidativna oSteenja u jetri zabeleZena su i u drugim studijama u kojima je
proucavan hepatotoksicni efekat insekticida CPF ili IMI (Tanvir i sar., 2015; Lohiya i sar.,
2017; Mohamed i sar., 2018; Miladinovi¢, 2019), fenitrotiona (MiloSevi¢ i sar., 2018),
cipermetrina (Mossa i sar., 2015), karbofurana (Mondal i sar., 2021), i drugih ksenobiotika
(Singh i sar., 2014; Tsai i sar., 2018). Razli¢iti literaturni podaci pokazuju da insekticidi mogu
da dovedu do povecanja koncentracije slobodnih radikala i oksidativnih oStecenja u razlic¢itim
tkivima. Albasher i sar. (2020) su pokazali povec¢anu koncentraciju LPO i NO u testisu pacova
nakon tretmana od 28 dana CPF. Owumi i Dim (2019) su pokazali da je tretman CPF nakon
14 dana doveo do povecanja NO u jetri i bubrezima pacova, dok su Abolaji i sar. (2017)
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pokazali da tretman od 35 dana CPF dovodi do povecanja koncentracije H2O2, MDA i NO u
mozgu, uterusu i jajnicima pacova. | kod japanskih prepelica, nakon tretmana CPF, pokazana
je povecana koncentracija MDA i NO u plazmi, tkivu jetre i mozga (Miladinovi¢, 2019).
Takode, Raibeemol i Chitra (2018) su pokazali da CPF dovodi do povecanja produkcije NO u
tkivima riba (bubrezima, jetri i slezini). Efekti IMI na proizvodnju NO mogu zavisiti od
NADPH ili od interakcija radikala kiseonika sa NOS. Poveéana koncentracija Ca* u plazmi
moze stimulisati aktivnost NOS zavisnu od kalcijum/kalmodulina (nNOS), §to dovodi do
stvaranja NO (Duzguner i Erdogan, 2012).

Oksidativni stres Cesto je uzrok muskog infertiliteta (Takeshima i sar., 2021). U ovom
istrazivanju pokazana je povecana koncentracija LPO i NO2™ u testisima pacova koji su dobijali
samo CPF u odnosu na kontrolu (Tabele 17 i 18, Grafici 9 i 10), $to ukazuje na vece
prooksidativno delovanje CPF. Tkivo testisa je osetljivo na oksidativni stres usled velike
koli¢ine PUFAs, koje su neophodne za normalan proces spermatogeneze i aktivnost Lejdigovih
¢elija, a njihova prekomerna proizvodnja moze da povecéa oksidativni stres (Bal i sar., 2012).
Smatra se da je oksidativni stres u korelaciji sa pove¢anim kapacitetom za sintezu PUFAs
(Gutteridge i sar., 1998). Povecana produkcija slobodnih radikala, kao i lipidna peroksidacija
mogu da naruSe lipidnu strukturu i oStete integritet membrane spermatozoida i dovedu do
gubitka pokretljivosti i disfunkcije spermatozoida (Saber i sar., 2021). Povisen nivo LPO moze
da uzrokuje smanjenu sintezu androgena u testisima. Visok nivo kortikosterona, koji je nastao
u toku oksidativnog stresa, moze da dovede do smanjene sinteze testosterona, jer ovaj steroidni
hormon ima sposobnost indukcije apoptoze Lejdigovih ¢elija (Bal i sar., 2012). U studiji
Adedara i sar. (2018) CPF je takode izazvao lipidnu peroksidaciju u testisima pacova, §to je u
skladu sa rezultatima dobijenim u ovom istrazivanju. U studiji Alaa-Eldin sar. (2017) pokazano
je da je CPF izazvao patoloSke promene testisa poput nekroze, degeneracije i smanjenja broja
spermatogenih ¢elija u seminifernim tubulima. Ove promene su nastale kao posledica efekta
CPF, koji indukuje oksidativni stres i oStecenja reproduktivnog sistema. Organofosforni
insekticidi mogu da produ barijeru izmedu krvi i testisa, nakon ¢ega izazivaju oksidativni stres
i peroksidaciju lipida, koja ostecuje bioloske membrane testisa i moze izazvati degeneraciju
spermatogenih 1 Lejdigovih ¢elija, Sto remeti spermatogenezu i smanjuje broj spermatozoida
(Uzun i sar., 2009). U ovom istraZivanju IMI nije izazvao pove¢anje MDA u testisima pacova,
ali, sa druge strane, Saber i sar. (2021) su u testisima pacova tretiranih sa IMI izmerili povecanu
koncentraciju MDA. Razlika u rezultatima najverovatnije proizlazi iz doza i vremenskog
perioda tretiranja, s obzirom da su u eksperimentu Saber i sar. (2021) pacovi tretirani svakoga
dana dozom od 22,5 mg/kg IMI u toku 56 dana, $to je bio duZi period u odnosu na istraZivanje
ove doktorske disertacije.

Ekstrakt lista imele u primenjenim koncentracijama u kotretmanima sa CPF ili IMI u
ovoj studiji doveo je do delimicnog smanjenja koncentracije LPO, ROS i RNS u jetri pacova
u poredenju sa jedinkama koje su dobijale samo insecticide, dok su u bubregu i testisu
zabelezene vrednosti priblizne kontrolnoj grupi. Dobijeni rezultati pokazuju da prisutni
flavonoidi u ekstraktu lista imele inhibiraju lipidnu peroksidaciju i ukazuju na antioksidativne
efekte 1 aktivnosti koje se zasnivaju na razli¢itim mehanizmima ‘“hvatanja“ i deaktivacije
slobodnih radikala, koji su pokazani u in vitro analizama u odnosu na standarde - galnu i
askorbinsku kiselin, BHT i a-tokoferol (Tabela 3). Takode, jedan od mehanizama u zastiti od
oksidacije membrane je i medusobna interakcija polifenola i lipidnog dvosloja.
Antioksidativna aktivnost polifenola je posledica njihovih redoks svojstava, koja im
omogucavaju da u interakciji sa slobodnim radikalima inhibiraju proces lipidne peroksidacije
(Oteiza i sar., 2005).
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Jimoh 1 sar. (2021) su davali zeCevima suplement listova imele i proucavali efekte na
reproduktivni potencijal i zakljucili da suplement imele povecéava antioksidativni profil sperme
I smanjuje lipidnu peroksidaciju. In vitro i in vivo studije su pokazale da ekstrakti imele
poseduju snazan antioksidativan kapacitet i mogu da inhibiraju stvaranje LPO (Avc1 i sar.,
2006; Sengul i sar., 2009). Studija Kim i sar. (2010) je pokazala da lektin izolovan iz Viscum
album uklanja slobodne radikale, smanjuje oksidativni stres i inhibira lipidnu peroksidaciju in
vitro. Rezultati brojnih nau¢nih studija su pokazali da polifenolna jedinjenja koja su prisutna u
ispitivanom ekstraktu imele, kao $to su rutin, kempferol, kvercetin i apigenin, kao i1 drugi
polifenoli, imaju znacajan potencijal kao antioksidativni agensi (Vicas i sar., 2011; Enogieru i
sar., 2018; Xu i sar., 2019; Stefanucci i sar., 2020; Majeed i sar., 2021).

Biljke su razvile metode za zaustavljanje oSte¢enja prouzrokovana slobodnim
radikalima. Sekundarni metaboliti flavonoidi imaju polifenolnu strukturu koja sadrzi brojne
dvostruke veze i hidroksilne grupe, koje otpustaju elektrone i mogu da stabilizuju slobodne
radikale (Bentz, 2009). Flavonoidi su amfipati¢ni molekuli koji su u stanju da prodru u lipidni
dvosloj membrane 1 da sprece oksidativna oStec¢enja, pruzajuéi na taj nacin zastitu (Ye i sar.,
2020). U bioloskim membranama i u modelima membrana, interakcija izmedu flavonoida i
lipidnog dvosloja dovodi do vezivanja za lipidni dvosloj ili uklju€ivanje u unutraS$njost
dvosloja, pri ¢emu je razlicita lokacija ili distribucija ovih molekula odredena njihovim
hemijskim karakteristikama. Smatra se da se flavonoidi mogu koncentrisati blizu povrsine
membrane kako bi uklanjali slobodne radikale kiseonika (Demir i sar., 2011). Flavonoidi poput
rutina i kvercetina, kojima je ekstrakt bogat, su snazni “skevendzer” antioksidanti - “hvataju”
slobodne radikale i imaju sposobnost da pruze zastitu od lipidne peroksidacije membrana
(Abarikwu i sar., 2017a; Gelen i sar., 2017).

Kvercetin spreCava oksidativno oSteCenje 1 cCelijsku smrt pomocu nekoliko
mehanizama, kao $to su: uklanjanje slobodnih radikala, “gaSenje” singlet kiseonika i
sprecavanje peroksidacije lipida (Hassan i sar., 2019). Struktura kvercetina igra vaznu ulogu u
njegovom antioksidativnom dejstvu. Uoceno je da mu O-dihidroksi struktura u B-prstenu daje
vecu stabilnost flavonoid radikalu 1 da uc€estvuje u elektronskoj delokalizaciji (Padma 1 sar.,
2012). Antioksidativna efikasnost kvercetina moze se pripisati i velikoj brzini difuzije kroz
membranu, $to mu omoguéava da uklanja oksiradikale na nekoliko mesta kroz dvosloj
membrane (Ben Abdallah i sar., 2013). Kada kvercetin reaguje sa slobodnim radikalom, on
donira proton i sam postaje radikal, ali nastali nespareni elektron je delokalizovan, §to ¢ini
radikal kvercetina slabo reaktivnim (Bentz, 2009). Takode, sugerise se da kvercetin deluje kao
antioksidant tako Sto inhibira oksidativne enzime poput ksantin oksidaze, lipooksigenaze 1
NADPH oksidaze. Inhibicija ovih enzima je takode odgovorna za slabljenje oksidativnog
stresa, s obzirom na to da oni imaju klju¢nu ulogu u pocetnom procesu osteCenja Celija
izazvanih slobodnim radikalima. Pokazano je da i metaboliti kvercetina mogu inhibirati
oksidaciju posredovanu peroksinitritom, sli¢no slobodnom kvercetinu (Yousef1 sar., 2010).

Literaturni podaci pokazuju da je rutin, kao najzastupljenije bioaktivno jedinjenje
ispitivanog ekstrakta, ispoljio zastitne efekte kod reproduktivne toksi¢nosti izazvane razlicitim
toksikantima, zahvaljuju¢i inhibitornim efektima protiv stvaranja reaktivnih vrsta 1
peroksidacije membrane (Abarikwu i sar., 2017b; Jahan i sar., 2018). Smatra se da rutin uklanja
superoksid radikale 1 da ima sposobnost heliranja jona metala kao §to su katjoni gvozda, koji
su ukljueni u Fentonovu reakciju, u kojoj se generiSu reaktivne vrste. Rutin sprecava
peroksidaciju lipida tako Sto formira inertni kompleks gvozda, koji nije u stanju da pokrene
peroksidaciju lipida (Nafees i sar., 2015; Qu i sar., 2018). Rutin ima sposobnost da potisne
procese slobodnih radikala u tri faze: formiranje superoksid anjona, stvaranje hidroksil radikala
u Fentonovoj reakciji i formiranje lipidnog peroksi radikala (Qu i sar., 2018). U studiji Zhou i

142



Doktorska disertacija Marija Milosevi¢

sar. (2016) pokazano je da je rutin efikasno zastitio ¢elijsku liniju HLEC od oksidativnog stresa
izazvanog H>O. i apoptoze. Ova njegova sposobnost uklju¢uje mehanizme vezane za
regulaciju proizvodnje ROS, inhibiciju peroksidacije lipida, =zaStitu intracelularnog
antioksidativnog sistema i njegovu modulaciju kroz Bcl-2/Bax i NF-kB/p65 signalne puteve.

Flavonoid kempferol, zastupljen u ekstraktu u znacajnoj koli¢ini, doveo je u studiji Tsai
I sar. (2018) do smanjenja nivoa lipidne peroksidacije u jetri izazvane paracetamolom kod
miSeva. To se moZe pripisati njegovoj odli¢noj antioksidativnoj aktivnosti 1 neutralizaciji
reaktivnih vrsta, smanjujuci ekspresiju CYP2EI, a povecavajuéi ekspresiju UGTIAI i
inaktiviraju¢i RIP1, JNK i ERK signalne puteve, ¢ime je blokirana amplifikacija oksidativnog
stresa. Takode, kempferol moze da inhibira aktivnost enzima koji produkuju ROS, kao §to je
ksantin oksidaza (Calderén-Montafio i sar., 2011).

5.3.5. Parametri antioksidativne zaStite

Organizam u fizioloskim uslovima raspolaze sa nekoliko mehanizama antioksidativne
zaStite, koji Stite ¢elije od oksidativnog stresa i oksidativnih oSte¢enja izazvanim slobodnim
radikalima. Sistem antioksidativne zaStite (AOS) obuhvata primarnu i sekundarnu zastitu i
efikasno snizava nivo ROS i RNS do fizioloskog nivoa, koji ne mogu da ugroze funkciju ¢elije
i izazovu oksidativni stres. Primarnu antioksidativnu zastitu ¢ine neenzimski antioksidanti i
grupa enzima AOS. Antioksidant je svaka supstanca koja odlaze, sprec¢ava ili uklanja
oksidativno osteéenje ciljnog molekula (Halliwel, 2007). Valko i sar. (2005) dali su definiciju
po kojoj je antioksidant svaka supstanca sposobna da spreci oksidaciju. Utvrdeno je da mnoga
jedinjenja poseduju antioksidativnu aktivnost, a svako od ovih jedinjenja ima specifi¢ne
aktivnosti 1 Cesto deluju sinergisticki kako bi se poboljSao ukupni antioksidativni kapacitet
organizma (Uchendu i sar., 2012).

Pokazano je da insekticidi CPF i IMI uti¢u na aktivnost brojnih enzima, na receptore i
druge fizioloski vazne proteine, ali dovode i do nastanka oksidativnog stresa i oksidativnih
oste¢enja u mnogim tkivima (Tanvir i sar, 2016; Costa, 2018; Khalaf i EI-Mansy, 2019; Li i
sar., 2019). U istrazivanjima ove disertacije u in vivo eksperimentima posmatrani su efekti
oStecenja jetre, bubrega i testisa nakon subakutnog tretmana insekticidima CPF i IMI, kao i
antioksidativni potencijal ekstrakta lista imele. Odredivani su biomarkeri oksidativnog stresa,
koji u reakcijama sa reaktivnim vrstama menjaju endogeni nivo AOS i ukazuju na promene
redoks ravnoteze u tkivima. Ispitivani parametri sistema antioksidativne zastite u odabranim
tkivima su neenzimski antioksidanti GSH i vitamin C, kao i enzimi SOD, CAT, GSH-Px, GR
i GST.

Neenzimske komponente antioksidativnog sistema c¢ine prvenstveno tioli, GSH,
vitamini C i E, mokra¢na kiselina, ceruloplazmin, f-karoten i ubihinon (Uchendu i sar., 2012).
GSH deluje kao multifunkcionalni intracelularni neenzimski antioksidant i §titi celije od
reaktivnih vrsta kiseonika (Djeffal i sar., 2015). Tokom metabolickog delovanja GSH, veoma
je vazno odrzavanje optimalnog fizioloSkog odnosa GSH/GSSG. GSH je vazan biomarker
oksidativnog stresa, i ima visestruku ulogu: kao kofaktor za enzim GSH-Px uklanja H2Oz i
hidroperokside, kao supstrat za GST omogucava detoksikaciju mnogih ksenobiotika ili
njihovih metabolita u jetri, kao donor elektrona ima ulogu u regeneraciji vitamina C i E, kao i
ulogu u odrzavanju intracelularne redoks ravnoteze u ¢elijama sisara. Nivo GSH se smanjuje u
uslovima oksidativnog stresa, kao 1 odnos GSH/GSSG, dok se povecava GSSG (Ojha i
Srivastava, 2012; Nasr i sar., 2016). GSH, zbog prisustva tiolne grupe (-SH) u molekulu i
reverzibilne oksidacije, ima sposobnost zaStite drugih tiolnih grupa u proteinima od
oksidativnog ostec¢enja. Takode, GSH je ukljucen i u regulaciju permeabilnosti unutraSnje
membrane mitohondrija i funkcije enzima (Katani¢ i sar., 2017). GSH i drugi proteini Koji
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sadrze tiol imaju klju¢nu ulogu u ¢elijskoj odbrani od toksi¢nog delovanja pesticida (Djeffal i
sar., 2015). GSH se ve¢im delom sintetisSe u jetri, odakle se transportuje do bubrega krvotokom.
Bubrezi su glavni organi koji preuzimaju GSH iz krvi (oko 80%) (Kuang i sar., 2017).
Smanjenje GSH moze biti izazvano posredstvom tri mehanizma: oksidacijom reaktivnim
vrstama; konjugacijom sa proteinima ili elektrofilima, i ekstruzijom kroz ¢elijsku membranu.
U ovakvim uslovima, ¢eliji je potrebna dopuna GSH sintezom “de novo” ili katabolizmom
(Salyha i Salyha, 2018).

Dobijeni rezultati pokazuju da je tretman insekticidom CPF ili IMI doveo do najvece
redukcije nivoa GSH u jetri, a pove¢ao nivo GSSG u odnosu na kontrolu (Tabele 19-21, Grafici
11-13). Samo nakon Kkotretmana sa ve¢om dozom ekstrakta lista imele (CPF+VAEL i
IMI+VAEL), povecan je nivo GSH u jetri u poredenju sa grupama koje su dobijale samo CPF
ili IMI, ali ove vrednosti su bile manje od fizioloskih vrednosti u kontrolnoj grupi. Ove promene
ukazuju na oksidativna oSteCenja u jetri kao glavni razlog toksi¢nih efekata insekticida, a
praéena su i povecanom produkcijom slobodnih radikala i lipidne peroksidacije, kao i
povecanom aktivnosti enzima transaminaza ALT 1 AST u serumu. Takode, ovo smanjenje
nivoa GSH je i zbog nastanka konjugata GSH koji omoguéavaju ekskreciju CPF i IMI i
njihovih metabolita, kao i detoksikaciju reaktivnih vrsta koje nastaju nakon izlaganja
insekticidima. Pokazano je da smanjenje nivoa GSH intenzivira lipidnu peroksidaciju i
uzrokuje vece oksidativno oSteenje cCelija (Abdel-Razik i sar., 2021). Ovi rezultati su u
saglasnosti sa drugim literaturnim podacima u kojima je pokazano da je nakon izlaganja CPF
nivo GSH smanjen zbog konjugacije reaktivnih metabolita CPF sa GSH tokom Il faze
metabolizma (Mekonnen i sar., 2019), kao i zbog povecanih nivoa biomarkera oksidativnog
stresa (El-Sayed i sar., 2018). U bubregu je nakon tretmana CPF neznatno smanjen nivo GSH,
a povecan nivo GSSG, dok je kotretman sa ekstraktom lista imele vratio koncentraciju GSH na
fiziolo8ki nivo.

Vitamin C (askorbinska kiselina) je hidrosolubilni antioksidant, ima brojne bioloske
funkcije i ukljucen je u prvu liniju antioksidativne odbrane. Za ¢oveka vitamin C je esencijalni
nutrijent, ne moze da se sintetiSe ve¢ se uzima putem hrane. Neke vrste sisara kao §to je pacov,
mogu da sintetiSu vitamin C, a sinteza se odvija iskljuc¢ivo u hepatocitima, i zatim prenosi do
drugih ¢elija i organa preko specifi¢nih transportera (Mardones i sar., 2012). Vitamin C reaguje
sa produktima lipidne peroksidacije i poseduje sposobnost u “hvatanju” slobodnih radikala i
za$titi membrana od peroksidativnih oste¢enja (Pehlivan, 2017). Smatra se da je glavna razlika
u direktnom “hvatanju” slobodnih radikala izmedu vitamina C i GSH u njihovoj reaktivnosti
sa 02", za koju je ustanovljeno da je preko 100 puta visa za vitamin C u odnosu na GSH
(Zhitkovich, 2020). Vitamin C antioksidativno delovanje ostvaruje i u reakciji sa drugim
antioksidantima kao $to su GSH, vitamin E i koenzim Q (Sminorff i Wheeler, 2000; Pehlivan,
2017). Nasa ranija istraZivanja su pokazala da se suplementacija vitamina C i Se pokazala kao
efikasna kod fenitrotionom uzrokovanog oste¢enja jetre (MiloSevic i sar., 2018).

Rezultati u ovoj doktorskoj disertaciji (Tabela 22 i Grafik 14) pokazuju da su grupe
koje su dobijale samo CPF ili IMI imale povecanu koncentraciju vitamina C u jetri i u testisu.
Ekstrakt lista imele u kotretmanu sa insekticidima nije znaCajno promenio koncentracije
vitamina C u jetri i u testisu u poredenju sa grupama koje su dobijale samo CPF ili IMI, ali ove
vrednosti su bile pove¢ane u odnosu na fizioloske vrednosti u kontrolnoj grupi. Za ovo
povecanje koncentracije vitamina C postoji nekoliko mogucih objasnjenja, a to su: aktivan
transport i distribucija vitamina C u tkivima, povec¢ana potreba za ovim vitaminom i povecana
biosinteza u cilju zastite od oksidativnog stresa (Zloch i Ginter, 1995). Poveéana koncentracija
vitamina C zabelezena je u bubrezima i jetri u prethodnim studijama (Jurczuk i sar., 2007,
Spodniewska i Zasadowski, 2008).
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Organizmi u uslovima stresa koriste antioksidativne enzime da se prilagode stresu
okoline, a njihove izmenjene aktivnosti zavise od doze, vrste i nacina izlaganja toksikantu
(Raibeemol i Chitra, 2018). Kada egzogeni polutanti udu u organizam, oni dovode do niza
toksi¢énih efekata, kao i do stvaranja velikih koli¢ina ROS i oksidativnih oSte¢enja, a enzimi
antioksidativnog sistema zastite (poput SOD i CAT u prvoj liniji odbrane) se aktiviraju da
eliminiSu prekomernu koli¢inu radikala kako bi se umanjili stetni efekti. U slucajevima kada
unutrasnji nivo polutanata raste usled kontinuiranog perioda izlaganja, slobodni radikali koji
se stvaraju u povecanim koli¢inama ne mogu biti u potpunosti neutralisani, pa je samim tim
ravnoteza ROS narusena, pri ¢emu se kao posledica javlja citotoksicnost, a odrazava se u
smanjenoj, ili ponekad inhibiranoj, aktivnosti enzima antioksidativne zastite (Ge 1 sar., 2015).

U ovoj doktorskoj disertaciji rezultati pokazuju da je tretman subletalnom dozom
insekticida CPF ili IMI doveo do promena aktivnosti enzima antioksidativnog zaStitnog
sistema. U ispitivanim tkivima jetri, bubregu i testisu aktivnost SOD je bila znacajno povecana
u grupama koje su tretirane insekticidom CPF ili IMI u odnosu na kontrolu (Tabela 23 i Grafik
15). Aktivnosti enzima CAT znacajno su povecane u jetri, bubregu i testisu pacova nakon
tretmana IMI u odnosu na kontrolu. U jetri grupe koja je tretirana CPF aktivnost CAT je bila
inhibirana, dok je u bubregu bila povisena, kada se ove vrednosti uporede sa kontrolnim
(Tabela 24 1 Grafik 16). Povecanje aktivnosti enzima SOD i CAT mozZe biti posledica
uklanjanja slobodnih radikala (O2™ i H202) i moZe se odnositi na poviSen oksidativni stres u
tkivima nakon tretmana insekticidom CPF ili IMI. SOD i CAT su veoma vazni enzimi
antioksidativnog sistema koji Stite od toksi¢nih efekata metabolizma kiseonika, pri ¢emu SOD
katalizuje konverziju O>” do H20., koga potom CAT prevodi u vodu. S tim u vezi, ovi
antioksidativni enzimi mogu da ublaZe oksidativna oStecenja i toksi¢ne efekte reaktivnih vrsta
(Nasr i sar., 2016). Povecana aktivnost ova dva enzima, usled prekomerne proizvodnje
reaktivnih vrsta, u skladu je sa rezultatima prethodnih in vivo i in vitro studija sa insekticidima
(Kalender sar., 2012; Ince i sar., 2017; Baysal i Atli-Eklioglu, 2021).

EL-Gendy 1 sar. (2010) su zabeleZzili povecane aktivnosti SOD i CAT u jetri miSeva
tretiranih sa IMI, koje ukazuju na povecanu produkciju ROS i oksidativna oste¢enja. I kod
akvati¢nih organizama detektovana je povecana aktivnost CAT u hepatopankreasu (Ge 1 sar.,
2015; Butcherine i sar., 2022). I u drugim studijama je pokazano da insekticidi mogu da dovedu
do povecanja aktivnosti SOD 1 CAT, zajedno sa pove¢anom koncentracijom LPO, koja ukazuje
na povecano stvaranje reaktivnih vrsta i oksidativna oSteéenja u razli¢itim tkivima (Kopjar i
sar., 2018; Miladinovi¢, 2019; Aljadani i sar., 2020).

Brojne studije su pokazale inhibitorni efekat insekticida na aktivnost enzima SOD i
CAT. Razlic¢ite vrednosti ovih enzima mogu biti posledica razlika u duZini trajanja tretmana,
nacinu doziranja i1 koncentraciji insekticida. Saber 1 sar. (2021) su pokazali smanjenu aktivnost
SOD i CAT u testisima kod pacova tretiranih oralno svakoga dana insekticidom IMI (22,5
mg/kg/danu) u studiji koja je trajala 56 dana. Takode, Mohamed i sar. (2018) su zabelezili pad
aktivnosti SOD i CAT kod pacova tretiranih subkutano CPF (18 mg/kg/danu) u periodu od 14
dana.

GSH-Px je opsti naziv porodice enzima sa peroksidaznom aktivnoséu, ¢ija je glavna
bioloska uloga da zastiti celije od oksidativnog oSte¢enja (Ashour i sar., 2017). Bioloska
funkcija enzima GSH-Px je da redukuje H2O: i lipidne hidroperokside u tkivima koriste¢i GSH
kao esencijalni supstrat (Kalender i sar., 2012). Dobijeni rezultati pokazuju da je aktivnost
GSH-Px u grupi koja je dobijala CPF bila znacajno niza u jetri, dok je u bubregu i testisu
povecana. U grupi koja je dobijala IMI aktivnost ovog enzima je znacajno povecana u jetriiu
bubregu u poredenju sa kontrolnim vrednostima (Tabela 25 i Grafik 17). Ovi rezultati su u
skladu sa prethodnim studijama (EL-Gendy i sar., 2010; Uzun i Kalender, 2013; Hou i sar.,
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2014). Razlike u aktivnosti GSH-Px u jetri i bubregu pacova tretiranih CPF mozda poti¢u od
metaboli¢kih razlika izmedu ova dva organa, $to dovodi do razli¢itih antioksidativnih
kapaciteta. Na aktivnost GSH-Px mogu uticati i nivoi GSH. Postepeno smanjivanje aktivnosti
GSH-Px u jetri pacova koji su dobijali CPF moze biti posledica iscrpljivanja raspolozivog
GSH, koji je potreban za smanjenje Stetnog uticaja ROS i akumulacije produkata lipidne
peroksidacije (Salyha i Salyha, 2018; Yonar, 2018). U studiji Selmi i sar. (2018), kod miseva
tretiranih organofosfatom malationom, pored inhibicije aktivnosti enzima GSH-Px zapazena je
i smanjena genska ekspresija GPx-4 u jetri, $to ukazuje na poremecaj redoks ravnoteze.

GR ima vaznu ulogu u antioksidativnoj zastiti i omogucava Celiji da odrzi odgovarajuéi
nivo GSH. Ovaj enzim katalizuje konverziju oksidovanog glutationa nazad u redukovani oblik,
odrazava fizioloske potrebe ¢elije 1 koristi se kao biomarker kod Zivotinja pod oksidativnim
stresom (Ullah i sar., 2018). Rezultati u ovom istraZivanju pokazuju da je u jetri pacova
tretiranih CPF aktivnost GR inhibirana, dok je u grupi koja je dobijala IMI doslo do indukcije
aktivnosti ovog enzima. U bubregu se zapaZa povecanje aktivnosti GR u grupi koja je tretirana
CPF u odnosu na kontrolu, a u testisu nema znac¢ajnih promena aktivnosti GR u svim tretiranim
grupama (Tabela 26 i Grafik 18). Velika razlika u aktivnosti GR u jetri izmedu grupa CPF i
IMI mogla bi se pripisati razli¢itom delovanju insekticida na ovo tkivo. Poveéani nivoi GR u
jetri zivotinja koje su dobijale IMI verovatno predstavljaju ¢elijski adaptivni odgovor koji sluzi
za zastitu ¢elija od oksidativnog stresa. Smanjena aktivnost GR u jetri Zivotinja koje su dobijale
CPF moze biti posledica smanjenja sadrzaja NADP i NADPH uzrokovanog malfunkcijom
mitohondrija, koje su istovremeno mesto formiranja i meta hidroksilnog radikala —
najreaktivnijeg proizvoda konverzije H>O> (Salyha i Salyha, 2018). U renalnom tkivu pacova
tretiranih organofosfatom aktivnost GR takode je bila povisena (Sharma i Sangha, 2014), sto
korelira sa rezultatima ove doktorske disertacije.

Kao glavni enzim faze Il biotransformacije, GST igra kljuénu ulogu u sistemu
detoksikacije i metabolizma ksenobiotika, stimulise kombinaciju elektrofilnog metabolita i
glutationa, §to moZe poboljSati njegovu hidrofobnost i dovesti do lakSe ekskrecije (Sharma 1
Sangha, 2014; Yan i sar., 2015). Pored toga, GST moze prekinuti autokataliti¢ki lanac
peroksidacije lipida smanjenjem hidroperoksida, koji propagiraju lancane reakcije lipidne
peroksidacije. Podgrupa GST izoenzima sa preferencijom za nezasi¢ene karbonile (npr. 4-HNE
i akrolein) moze efikasno detoksikovati ove toksi¢ne krajnje proizvode peroksidacije lipida.
Dakle, enzim GST ne samo da dopunjuje GSH-Px u smanjenju peroksidacije lipida
neutralizacijom H20-, vec¢ i §titi Celije od toksi¢nih krajnjih produkata lipidne peroksidacije
(Vieira i sar., 2018). Takode, GST direktno inaktivira ROS preko -SH grupa. Aktivnost GST
je obi¢no poveéana zbog metabolizma pesticida i drugih ksenobiotika (Yan i sar., 2015). GST
deluje tako Sto brzo metabolise insekticide u netoksi¢ne produkte (Sharma i Sangha, 2014).

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je aktivnost GST znacajno povecana u jetri i
bubregu u grupama koje su dobijale CPF ili IMI u odnosu na kontrolu, dok je u testisu znacajno
povecéanje aktivnosti GST zabelezeno samo kod jedinki koje su dobijale CPF (Tabela 27 i
Grafik 19). Ovo povecanje aktivnosti enzima GST u korelaciji je sa smanjenjem nivoa GSH,
kao i njegove uloge u konjugaciji metabolita CPF sa redukovanim GSH, pri ¢emu se formiraju
hidrosolubilna jedinjenja koja se lako izlucuju iz organizma (Ahmed i Nasr, 2015; Tsai i Lein,
2021; Rezende-Teixeira i sar., 2022). Povecanje aktivnosti GST nakon tretmana sa IMI je
najverovatnije  posledica indukovanog procesa detoksikacije putem kombinacije
intracelularnog GSH i Stetnih metabolita, poput produkata lipidne peroksidacije i oksidativne
degradacije DNK. Takode, povecana produkcija ROS izazvana insekticidom IMI moze biti
uzrok aktivacije GST (Ge i sar., 2015). Povecanje aktivnosti GST zabelezeno je i u istrazivanju
Miladinovi¢ (2019) u plazmi, jetri i mozgu japanskih prepelica koje su tretirane insekticidom
CPF. EL-Gendy 1 sar. (2010) su takode pokazali povecanje aktivnosti GST u jetri miSeva nakon
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tretmana sa IMI. Indukovana aktivnost GST moze odrazavati ulogu ovog enzima u zastiti od
toksi¢nosti peroksidacije lipida izazvanom ksenobioticima (Yonar, 2018). Poliserpi i sar.
(2021) detektovali su kod ptica smanjenje aktivnosti GST u plazmi, jetri, mozgu i miSi¢ima.
Kod Zivotinja koje su pod hemijski indukovanim stresom moguca je i povecana i smanjena
aktivnost GST u zavisnosti od hemijskog jedinjenja, doze i vremenskog perioda izlaganja.

U fizioloskim uslovima za odrzavanje homeostaze ¢elija neophodno je da postoji
odgovarajua ravnoteza u aktivnostima enzima i nivoima intracelularnih neenzimskih
komponenti antioksidativnog sistema i produkcije reaktivnih vrsta kiseonika (Kashyap i sar.,
2018). Mnoga istrazivanja su usmerena na sintezu vestackih antioksidanata, kao i na izolovanje
prirodnih antioksidanata iz delova razli¢itih biljnih vrsta. Ispitivanje farmakoloSkog delovanja
I antioksidativnog potencijala biljnih ekstrakata zavisi i od rastvaraca i od izbora tipa
ekstrakcije, a primarni cilj je njihova primena kao potencijalnih prirodnih nutraceutika
(Maskovic i sar., 2018; Velickovié, 2021). Biljni ekstrakti su bogati polifenolnim jedinjenjima,
koja stupaju u medusobne interakcije i imaju dominantnu ulogu pri antioksidativhom
delovanju. Preporucuje se poveéanje unosa antioksidanata u zdravoj ishrani koji pomazu u
odrzavanju oksidativno/antioksidativnog statusa, kao i u prevenciji i terapiji mnogih bolesti
(Szurpnicka i sar., 2020).

U ovoj doktorskoj disertaciji, da bi se ispitao fitohemijski profil ekstrakta lista bele
imele Viscum album L., kao i antioksidativni kapacitet ispitivanog ekstrakta, primenjeni su in
Vitro testovi koji su zasnovani na inhibiciji lipidne peroksidacije, na ,,hvatanju® i deaktivaciji
slobodnih radikala (Tabele 2, 3 i 5 i Slika 25). Rezultati u in vivo eksperimentima pokazuju da
polifenolna jedinjenja u ekstraktu lista imele imaju protektivne efekte i smanjuju oksidativni
stres 1 oksidativna oSteCenja u tkivima, koja su uzrokovana subakutnim tretmanom CPF i IMI.
Takode, nakon kotretmana ekstrakta lista imele sa CPF ili IMI pokazano je da polifenolna
jedinjenja utic¢u i na nivo endogenih antioksidanata i aktivnost mnogih enzima AOS.

Ekstrakt imele je u kotretmanima sa insekticidima CPF ili IMI doveo do dozno-
zavisnog smanjenja, odnosno stabilizacije aktivnosti SOD u jetri, pri ¢emu je veca doza imele
ispoljila bolji efekat. U bubregu je ekstrakt imele u kotretmanu doveo do znac¢ajnog smanjenja
aktivnosti SOD u odnosu na grupe koje su dobijale samo CPF ili IMI, vra¢aju¢i ih na vrednosti
kontrolne grupe. U testisu su kotretmani imele 1 insekticida IMI doveli do smanjenja poviSenih
aktivnosti SOD, dok kod grupa koje su dobijale CPF i ekstrakt imele nije doslo do zna€ajnih
promena u aktivnosti SOD (Tabela 23 i Grafik 15).

Aktivnost CAT u jetri je znacajno povecana nakon kotretmana ekstrakta lista imele (obe
doze) i CPF u poredenju sa grupom koja je dobijala samo CPF, za razliku od IMI pacova, kod
kojih je samo veca doza ispoljila znacajan efekat. Ekstrakt imele je u kotretmanima sa CPF ili
IMI doveo do znacajnog smanjenja aktivnosti CAT u bubregu (koje su bile dozno-zavisne), u
odnosu na grupe koje su dobijale samo insekticide. U testisu se ne zapazaju znacajne promene
aktivnosti ovog enzima u grupama koje su dobijale insekticid CPF ili IMI i ekstrakt u vecoj ili
manjoj dozi (Tabela 24 i Grafik 16).

Nema dovoljno literaturnih podataka koji se odnose na izucavanje antioksidativnog
potencijala ekstrakta imele u in vivo studijama. S obzirom na njegovu sloZenu strukturu, i
mnostvo fenolnih jedinjenja sa visokom antioksidativnom aktivno$c¢u, njegovi efekti mogu da
se objasne na osnovu efekata pojedina¢nih komponenti, za koje je potvrdeno antioksidativno
delovanje. Od polifenolnih jedinjenja koja su najvise zastupljena u ispitivanom ekstraktu imele,
pored rutina i kempferola, znacajni su 1 kvercetin 1 apigenin.

Flavonoidi su mo¢ni antioksidanti i poznato je da moduliraju aktivnosti razlicitih
enzima zbog njihove interakcije sa brojnim biomolekulima (de David i sar., 2011). Kvercetin
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je jedan od najefikasnijih antioksidanata medu flavonoidima. Antioksidativni karakter
kvercetina povezan je sa hjegovom hemijskom strukturom, posebno sa prisustvom i pozicijom
hidroksil (-OH) grupe i B prstena kateholnog tipa. Strukturna svojstva kvercetina i njegov
snazni antioksidativni kapacitet su posledica prisustva: 1) orto-dihidroksi ili kateholne grupe u
B-prstenu, 2) C,=Cs-dvostruke veze i 3) supstitucije hidroksilne grupe na pozicijama 3 i 5
(Ozgen 1 sar., 2016). Pored toga, kvercetin se smatra mo¢nim antioksidantom zbog svoje
sposobnosti da interaguje i prodre kroz lipidni dvosloj, da helira jone metala, da ,hvata“ i
neutrali$e slobodne radikale, kao i da inhibira lipidnu peroksidaciju (Ben Abdallah i sar., 2013).
Rezultati ove disertacije potvrduju prethodne studije, u kojima je pokazano da kvercetin moze
da modulira aktivnost antioksidativnih enzima u razli¢itim tkivima (de David i sar., 2011;
Yousef isar., 2010; Uzun i Kalender, 2013).

Znacajan udeo u ekstraktu lista imele zauzima apigenin, flavonoid za koga je poznato
da poseduje razne bioloske efekte zahvaljuju¢i hemoprotektivnim 1 antioksidativnim
Svojstvima. Sposobnost apigenina da poboljsa antioksidativni zastitni sistem moze se objasniti
slede¢im mehanizmima: 1) sam apigenin uklanja slobodne radikale zbog prisustva -OH grupa
na 4, 5.1 7. poziciji njegove strukture, i 2) apigenin takode deluje tako $to povecava aktivnost
enzima AOS. Antioksidativno svojstvo koje poseduje apigenin pripisuje mu se zbog prisustva
dvostruke veze (C>=C3) izmedu atoma ugljenika u C prstenu. Takode, i B prsten apigenina
poseduje -OH grupu na 4. poziciji koja doprinosi antioksidativnom efektu (Ahmad i sar.,
2019b). Pored toga, apigenin se smatra aktivatorom pregnan X receptora (PXR), ¢ija ekspresija
je povezana sa ¢iS¢enjem toksi¢nih supstanci iz organizma (Tsaroucha i sar., 2016). Sposobnost
apigenina da normalizuje aktivnosti enzima SOD i CAT pokazana je u nedavnim istrazivanjima
(Telange i sar., 2017; Wu i sar., 2021).

Ekstrakt imele je uticao i na enzime glutation ciklusa (GSH-Px, GR i GST). Aktivnost
GSH-Px u jetri je znacajno povecana nakon kotretmana ekstrakta lista imele 1 CPF u poredenju
sa grupom koja je dobijala samo CPF, dok su kotretmani ekstrakta imele i IMI doveli do
smanjenja poviSenih aktivnosti GSH-Px u poredenju sa grupom koja je dobijala samo IMI, pri
¢emu su vece doze pokazale bolji efekat. U bubregu su kotretmani ekstrakta imele i insekticida
CPF ili IMI doveli do smanjenja povisenih aktivnosti GSH-Px. U testisu je aktivnost GSH-Px
znacajno smanjena nakon kotretmana ekstrakta lista imele (obe doze) 1 CPF u poredenju sa
grupom koja je dobijala samo CPF, dok je kotretman manje doze ekstrakta imele i IMI
(IMI+VAE2) doveo do povecanja aktivnosti GSH-Px u poredenju sa kontrolom i grupom koja
je dobijala samo IMI (Tabela 25 i Grafik 17).

Aktivnost GR u jetri je znac¢ajno povecana samo nakon Kotretmana ekstrakta lista imele
(obe doze) 1 CPF u poredenju sa grupom koja je dobijala samo CPF, dok u grupama koje su
pored IMI dobijale ekstrakt nije bilo znacajnih promena. U bubregu se zapaZza znacajno
smanjenje i stabilizacija aktivnosti GR u svim grupama koje su pored insekticida CPF i IMI
dobijale 1 ekstrakt imele, dok u testisu nije bilo znac¢ajnijih promena u aktivnosti ovog enzima
(Tabela 26 i Grafik 18).

U jetri je ekstrakt imele u kotretmanima sa CPF ili IMI doveo do dozno-zavisnog
smanjenja aktivnosti GST, pri ¢emu je veca doza ekstrakta imele ispoljila bolji efekat.
Kotretmani ekstrakta imele (obe doze) i insekticida CPF ili IMI su doveli do znacajnog
smanjenja poviSenih aktivnosti GST u bubregu 1 testisu u poredenju i sa kontrolom 1 grupama
koje su dobijale samo insekticide (Tabela 27 i Grafik 19).

S obzirom na to da u literaturi ne postoji dovoljno podataka o antioksidativnom
delovanju imele, efekti koje je ekstrakt ispoljio na aktivnost antioksidativnih enzima mogu se
uporediti sa drugim ekstraktima biljaka koji su bogati polifenolnim jedinjenjima. Aktivnosti
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GSH-Px i GR u jetri pacova vratile su se skoro na priblizno kontrolne vrednosti nakon
suplementacije ekstrakta lista Moringa oleifera, u kome je identifikovano prisustvo flavonoida
kempferola i kvercetina (Singh i sar., 2014). Hidroksilne grupe kvercetina i kempferola lako
doniraju elektron slobodnim radikalima i efikasno vrSe njihovu neutralizaciju. Pored toga,
prisustvo hidroksilnih grupa povecava njihov antioksidativni potencijal kroz intermolekulske
vodoni¢ne veze, Sto dovodi do obnavljanja antioksidativnog sistema (Singh i sar., 2014).
Ekstrakt celera bogat flavonoidima apigeninom, kempferolom i kvercetinom smanjio je
aktivnost enzima GSH-Px, koja je bila povecana delovanjem organofosfata dihlorvosa kod
pacova, $to je u skladu sa istrazivanjem ove doktorske disertacije (Cao i sar., 2012). Poznatno
je da kvercetin modulira aktivnosti razli¢itih enzima zbog njegovih interakcija sa raznim
biomolekulima (Hou i sar., 2014), §to moZe objasniti smanjenje GSH-PX enzima u grupama
koje su pored insekticida CPF ili IMI dobijale ekstrakt imele. Kempferol povecava
antioksidativni potencijal modulacijom ekspresije hem oksigenaze (HO-1), enzima ¢ija
ekspresija poveéava otpornost Celija na oksidativna oSte¢enja (Sharma i sar., 2021). Rezultati
studije Yang i sar. (2013), koji su pokazali da apigenin povecava aktivnost GR u oStecenoj
jetri, i samim tim dovodi do biotransformacije oksidovane forme glutationa GSSG u
redukovani GSH oblik, u skladu su sa rezultatima ovog istrazivanja. Drugim reima,
protektivni efekat apigenina na oStecenja jetre povezan je uglavnom sa povecanjem GSH preko
povecanja aktivnosti GR.

Prisutna fenolna jedinjenja u ekstraktu imele, kao $to su rutin, kempferol, kvercetin i
apigenin, kao i drugi polifenoli, zbog svojih antioksidativnih svojstava, mogu ublaziti
oksidativna o$tecenja u tkivima. Jetra je glavni organ u ¢éelijskoj detoksikaciji, a kljuénu ulogu
ima enzim GST koji katalizuje reakciju konjugacije GSH sa elektrofilnim i hidrofobnim
jedinjenjima koja mogu biti endogenog porekla, ali i egzogenog porekla poput razli¢itih
ksenobiotika, kancerogena, lekova i pesticida (Alin i sar., 1985; Beutler i Eatan, 1992; Sadi i
Sadi, 2010). Takode, u jetri se odvija i metabolizam flavonoida aktivno$¢u enzima GST u
procesima sulfuracije, metilacije i glukuronidacije koji su zajednicki i za metabolizam CPF i
za metabolizam IMI (D’ Archivio i sar., 2007; Wang i sar., 2018; Nimako i sar., 2021; Tsai i
Lein, 2021; Rezende-Teixeira i sar., 2022). Flavonoidi imaju znac¢ajnu ulogu i u zastiti ¢elija,
a glavni mehanizam je i modifikacija aktivnosti enzima GST, kao glavnog enzima faze Il
biotransformacije (D’ Archivio i sar., 2007). Flavonoidi ispoljavaju i modulatorno delovanje u
¢elijama i uestvuju u signalnim putevima preko signalnih kaskada protein kinaza C (PKC),
Akt/protein kinaza B (Akt/PKB), tirozin kinaza, MAP kinaza i lipidnih fosfoinozitid 3-kinaza
(P13-kinaza) (Williams i sar., 2004).

Dobijeni rezultati u ovoj disertaciji pokazuju da se zastitno delovanje ekstrakta lista
imele Viscum album L. moze pripisati raznovrsnim bioaktivnim jedinjenjima, koja ispoljavaju
antiinflamatorne, imunomodulatorne, antioksidativne i citoprotektivne efekte. Polifenolna
jedinjenja prisutna u ekstraktu lista imele, medu kojima su jedinjenja poput flavonoida i
hidroksicimetnih kiselina, ispoljavaju i sinergisticko delovanje na parametre oksidativno-
antioksidativnog statusa u celijama odabranih tkiva pacova Wistar soja u uslovima
oksidativnog stresa. Zbog Sirokog spektra biohemijskih i farmakoloskih dejstava, posebno
treba istaknuti ulogu fenolnih jedinjenja u prevenciji i terapiji mnogih bolesti, zbog Cega se
ovoj biljci moze pripisati vazan medicinski znacaj.
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Prema rezultatima koji su proizasli iz eksperimentalnog dela ove doktorske disertacije,
u kojoj su ispitivani potencijalni protektivni efekti ekstrakata biljne vrste Viscum album L.
(VAE) sa drveta kruSke na toksi¢ne efekte izazvane subakutnim tretmanom insekticida
hlorpirifosa (CPF) i imidakloprida (IMI) in vitro i in vivo, izvedeni su sledeci zakljucci:

1. Primenom hromatografije visokih performansi, kao i spektrofotometrijskih metoda
u cilju odredivanja antioksidativnog potencijala VAE, ustanovljeno je da je ispitivani ekstrakt
bogat polifenolnim jedinjenjima, medu kojima su najdominantniji rutin, kempferol, kvercetin
1 apigenin. Rezultati antioksidativnog kapaciteta pracenjem aktivnosti na nivou DPPH’
radikala, inhibicije lipidne peroksidacije, OH* radikala i ABTS™" radikala pokazali su da VAE
raspolaze znatnim antioksidativnim potencijalom.

2. U in vitro eksperimentima na MRC-5 ¢elijama, koris¢enjem MTT eseja za procenu
nivoa citotoksicnosti tretmana insekticidima CPF 1 IMI u kratkotrajnom i dugotrajnom
tretmanu u rastuéim koncentracijama, pokazalo se da CPF ispoljava vecu citotoksi¢nost u
odnosu na IMI.

3. Kotretmani CPF i VAE u izabranim koncentracijama pokazuju da ispitivani ekstrakt
u kratkotrajnom tretmanu dovodi do povecéanja vijabilnosti pri skoro svim kombinacijama CPF
i VAE, dok kod dugotrajnog tretmana kotretmani CPF i VAE dovode do drasticnog pada
vijabilnosti MRC-5 ¢elija. IMI je u kotretmanu sa VAE u periodu od 24 sata doveo do
smanjenja vijabilnosti u kombinacijama niZih i srednjih izabranih koncentracija IMI i VAE,
dok se povecanje vijabilnosti zapaza pri kombinaciji najvecih ispitivanih koncentracija IMI i
VAE. Kotretmani u trajanju od 72 sata doveli su do smanjenja vijabilnosti kod kombinacije
najmanjih koncentracija IMI i VAE, dok se znatna povecanja zapazaju kod ¢elija koje su
tretirane srednjim i vi$im koncentracijama IMI i VAE.

4. U in vivo eksperimentima, nakon tretmana CPF, pacovi su imali smanjen broj RBC
1 smanjenu koncentraciju Hb, Sto ukazuje na anemiju i hemolizu RBC. CPF je doveo i do
povecanja WBC. Povecanje broja WBC nastalo je usled aktiviranja imunog sistema kako bi se
prevaziSao toksi¢ni efekat CPF, ali je i posledica oSteCenja jetre, kod koje je zabelezena
promena u vidu infiltracije leukocita. Sa druge strane, insekticid IMI je doveo do smanjenja
broja PLT. Ekstrakt imele je ublazio promene RBC, Hb i WBC, $to ukazuje na njegovo
hematoprotektivno delovanje.

5. Povecanja koncentracije glukoze delovanjem CPF, a ukupnog holesterola i
triglicerida delovanjem CPF ili IMI ukazuju na razvoj metabolickih poremecaja. Ekstrakt imele
je u kotretmanima sa insekticidima doveo do smanjenja navedenih parametara. Dobijeni
rezultati potvrduju da imela ispoljava hipoglikemijske i hipolipidemijske efekte zahvaljujuci
prisustvu polifenolnih jedinjenja.

6. Biohemijski markeri hepatocelularnog ostecenja (ALT, AST, LDH 1 ukupni
bilirubin) su povecani pod uticajem insekticida CPF i IMI, §to je pokazatelj oSte¢enja
hepatocita 1 narusavanja funkcije jetre. HistopatoloSka analiza iseCaka jetre je potvrdila da su
ispitivani insekticidi doveli do ispoljavanja toksi¢nosti na tkivo jetre. Ekstrakt imele davan
zivotinjama nakon insekticida je ubazio promene ALT i AST na dozno-zavisan nacin.

7. Povecanje uree i kreatinina konstatovano nakon tretiranja insekticidima CPF ili IMI
ukazuje na poremecaj funkcije bubrega. Morfoloske promene u tkivu bubrega su bile viSe
izrazene kod grupe IMI, §to implicira da ovaj insekticid izaziva vecu nefrotoksi¢nost. Ekstrakt
imele je doveo do stabilizacije uree u serumu kod jedinki koje su intoksikovane insekticidom
CPF, dok je kod jedinki koje su dobijale ekstrakt i IMI zabelezeno smanjenje patomorfoloskih
promena bubrega.

151



Doktorska disertacija Marija Milosevi¢

8. U jetri zivotinja intoksikovanih insekticidom CPF ili IMI aktivnost enzima AChE je
inhibirana, $to potvrduje neurotoksi¢nost oba ispitivana agensa, dok se u tkivima bubrega i
testisa ne zapazaju izrazenije promene. Suplementacija ekstraktom imele u obe doze delimi¢no
je ublazila promene aktivnosti AChE.

9. Insekticid CPF doveo je do znacajnog povecanja koncentracije LPO i koncentracije
ROS i RNS (O, H202 i NO2") u ispitivanim tkivima, a najve¢a promena je zabeleZena u jetri
zivotinja tretiranih CPF ili IMI. Suplementacija ekstrakta imele je u odredenoj meri ublazila
promene navedenih parametara oksidativnog stresa, S$to se moze pripisati sposobnosti
deaktivacije slobodnih radikala i inhibicije procesa lipidne peroksidacije.

10. Oba insekticida su dovela do znacajnih promena u koncentraciji GSH u jetri, dok u
bubregu 1 testisu nema znacajnih promena. Koncentracija vitamina C je znacajno povecana u
jetri i testisu u IMI grupi, i u jetri u grupi koja je dobijala CPF. Ekstrakt imele nije bitno uticao
na koncentracije GSH i vitamina C.

11. Oba insekticida (CPF i IMI) su dovela do promena aktivnosti enzima
antioksidativne zastite (SOD, CAT, GSH-Px, GR i GST) u sva tri ispitivana tkiva. Najvece
promene aktivnosti ovih enzima su izmerene u jetri, a najmanje u testisu. Ekstrakt imele je u
vecoj meri stabilizovao promene u aktivnosti ispitivanih enzima.

OPSTI ZAKLJUCAK

Sprovedena istrazivanja ove doktorske disertacije pokazala su da insekticidi iz dve
razliCite klase, organofosfata — CPF, i neonikotinoida — IMI, dovode do ispoljavanja
citotoksi¢nih efekata na MRC-5 ¢elijsku liniju, pri ¢emu je izraZenije smanjenje vijabilnosti
¢elija konstatovano pod uticajem CPF. Nakon in vivo subakutnog tretmana muzjaka pacova
Wistar albino soja, u krvi CPF grupe Zivotinja zabeleZen je trend smanjenja RBC 1 Hb, §to
ukazuje na hematotoksi¢nost ovog insekticida, za razliku od IMI grupe, gde je konstatovano
jedino smanjenje PLT. PoviSene aktivnosti enzima ALT, AST i LDH u serumu jedinki
tretiranih sa CPF ili IMI, zajedno sa patomorfoloskim promenama u iseccima tkiva jetre
pokazuju da je pod uticajem ova dva insekticida doSlo do oStecenja jetre. Povecanje uree u
serumu, kao i morfoloske promene u tkivu bubrega, pokazuju da su oba insekticida
nefrotoksicni agensi. Ispitivani insekticidi izazvali su i porast ukupnog holesterola 1 triglicerida,
a CPF je doveo i1 do povecanja glukoze. Smanjena aktivnost AChE konstatovana u jetri
potvrduje tvrdnje da su oba insekticida neurotoksi¢na. Indukcija oksidativnog stresa, koja se
manifestuje povecanom koncentracijom LPO i promenama koncentracija ROS 1 RNS, zapaza
se kod tretmana oba insekticida, a najizrazenija je u jetri. Aktivnosti enzima SOD 1 CAT, 1
enzima glutation ciklusa (GSH-Px, GR i GST) promenjene su u CPF i IMI grupi. Promene u
aktivnosti navedenih enzima takode impliciraju da je doslo do oksidativnog stresa, na koji je
odbrambeni sistem Zzivotinja reagovao uglavnom povecanom aktivnoséu enzima. Promene
neenzimskih komponenti antioksidativnog sistema zaStite, koje se ogledaju u smanjenju
koncentracije GSH u jetri i povecanju koncentracije vitamina C, takode ukazuju na oksidativni
stres protiv koga su celije pokrenule mehanizme odbrane. 1z dobijenih rezultata moZe se
zakljuciti da su oba insekticida indukovala toksicne efekte u krvi, jetri, bubregu i testisu, ali su
najizrazenije promene zabeleZene u jetri. Premda se ocekivalo da ¢e, na osnovu mehanizma
delovanja, IMI ispoljiti znacajno manje Stetne efekte na pacove u odnosu na CPF, rezultati ove
doktorske disertacije pokazuju da su efekti oba insekticida ispoljila toksi¢no delovanje, koje je
malo izraZenije bilo u CPF grupi.
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In vitro deo eksperimenta je pokazao da ekstrakt imele deluje protektivno na MRC-5
¢elije tretirane insekticidima CPF 1 IMI, tako §to dovodi do povecanja njihove vijabilnosti. Kod
pacova intoksikovanih insekticidima, VAE je ublazio promene hematoloskih i biohemijskih
parametara, delimi¢no smanjio koncentraciju LPO, stabilizovao promene antioksidativnih
enzima i ublazio oSte¢enja jetre i bubrega. U veéem broju ispitivanih parametara javlja se
dozna-zavisnost, tojest ve¢a doza VAE je ispoljila bolje efekte. Protektivna delovanja ovog
ekstrakta bi, zbog slozenosti njegove strukture, mogla da se pripiSu sinergistickom efektu
razli¢itih komponenti kojima imela obiluje. Uvidom u literaturne podatke moze se videti da
fenolna jedinjenja detektovana u ekstraktu, poput rutina, kempferola, kvercetina, apigenina,
kao i kafeinske kiseline i hlorogenske kiseline imaju blagotvorna dejstva protiv razli¢itih
toksikanata, zahvaljujuci antioksidativnim svojstvima i neutralizaciji slobodnih radikala. Ova
doktorska disertacija pruza bolji uvid u potencijal ekstrakata biljne vrste Viscum album L.,
odnosno bele imele, ali i otvara vrata novim, detaljnijim istrazivanjima njenog slozenog
mehanizma delovanja i terapeutske primene.
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