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UuvobD

Tradicionalna definicija toksikologije je ‘znanost o otrovima’ (lat. toxicon —otrov, logos —znanost). Podrobnije,
toksikologija bi se mogla opisati kao proucavanje stetnih ucinaka kemijskih (npr. cijanid) i fizikalnih agenasa (npr.
radioaktivno zracenje) na Zive organizme. Toksi¢ni ucinci (tj. uocljive promjene anatomije i/ili tjelesnih funkcija ili
nevidljiva oStecenja tj. tzv. biokemijske lezije) se mogu svesti na promjene na specificnim molekulama organizma.

Tvari koje mogu izazvati Stetni ucinak se opcenito nazivaju toksikantima. Osim kontaminanata i drugih
inherentno toksic¢nih tvari, toksikanti mogu biti i nutrijenti, lijekovi, aditivi i sl., jer potencijal Stete ovisi i o dozi,
osjetljivosti organizma i drugim okolnostima. lzraz ksenobiotik se ponekad koristi kao sinonim za pojam toksikant
iako podrazumijeva sve tvari stranog podrijetla u organizmu (gr¢. xeno — stranac) tj. one cije je prisustvo u
organizmu neuobicajeno, ¢ime su isklju¢ene hranjive tvari. Toksikanti prirodnog podrijetla (proizvode ih biljke,
Zivotinje, gljive, alge, bakterije, plijesni) se nazivaju toksinima i inherentno su stetnih svojstava. Kemikalije koje su
jako Stetne u malim dozama te dovode do brzog odgovora organizma, nazivaju se otrovima.

Cesto samo doza ¢&ini da neka tvar ima toksi¢no djelovanje tj. ona pri malim dozama nije $tetna ili ¢ak
djeluje blagotvorno (npr. kuhinjska sol). Veza izmedu doze i odgovora je temeljna zamisao toksikologije, prema
tvrdnji Paracelsusa (1525 g.): Sve tvari su otrovi. Nema nijedne da nije otrov. Samo doza pravi razliku izmedu lijeka
i otrova.

Svrha predmeta je upoznavanje s osnovama interakcije toksikanata i tijela uz predocenje osnovnih
informacija o nacinima njihove apsorpcije, raspodjele, metabolizma i izluCivanja. Posebna pozornost bit ¢e
posvecena molekularno-biokemijskim mehanizmima te posljedicama toksi¢nog djelovanja. Ukratko ce biti
naveden i pregled najvaznijih analitickih pristupa u detekciji i kvantifikaciji toksikanata u hrani. Zaklju¢no, bit ée
spomenute i osnove procjene rizika vezanog uz toksikante te mehanizmi donoSenja odgovarajuce zakonske
regulative.

Upute za koristenje digitalnog izdanja skripte
Sadrzaj digitalne inacice, kao i tekst oznacen narancastom bojom, hipervezama su povezani s odgovarajuéim
mjestom u skripti. Povratak na izvorno mjesto hiperveze: Alt + Lijeva strelica (tzv. GoBack komanda). Plavo obojen

tekst oznacava pojasnjenja ili poznate instance koje ilustriraju navedene cinjenice. Dodatni slikoviti primjeri
odredenih toksikoloskih koncepata te znanstvenih istrazivanja (slike, animacije, grafovi, radovi, i dr.) nalaze se u
prezentacijama predavanja te ih je korisno konzultirati tijekom usvajanja gradiva. Znak ® iza recenice upucuje na
prezentacije.
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APSORPCIJA TOKSIKANATA

Mnogi Cinioci utjecu na ‘ulazak’ tj. apsorpciju toksikanta u organizmu, te konacno njegov toksi¢ni uc¢inak. Medu
najvaznijim su koncentracija ili doza tvari, duZina izlozenosti, fizikalno-kemijska svojstva tvari, put ulaska,
individualna otpornost ovisna o fiziologiji, i dr. Cestice toksikanta (atomi, ioni, molekule) moraju pro¢i kroz
grani¢ne povrsine poput koZe, te epitela probavnog ili respiratornog trakta. Ocito je stoga da osnovni mehanizam
apsorpcije toksikanata polazi od prodiranja estica toksikanta kroz membranu stanica.

TRANSPORT TOKSICNIH TVARI KROZ STANICNU MEMBRANU
Stani¢na membrana predstavlja glavnu barijeru prolazu stranih tvari na putu toksikanta iz vanjske sredine do

ciljinog mjesta u organizmu.

Osnovna struktura stani¢ne membrane
Stani¢na membrana je bimolekularni sloj (debljine 7-9 nm) sastavljen od sljedecih lipidnih molekula: fosfolipida
(uglavnom fosfatidil kolin, fosfatidil etanolamin, sfingomijelini), glikolipida (cerebrozidi i gangliozidi) te kolesterola
u najveéem broju membrana. ® Kolesterol kod eukariota djeluje kao regulator fluidnosti umetanjem izmedu
lanaca masnih kiselina, smanjujuci permeabilnost
membrane. Lanci masnih kiselina membrane su u
polutekuéem stanju, pri ¢emu na fluidnost
membrane znacajno utjeCe udio nezasiéenih
masnih kiselina: Sto je vedi to je membrana
fluidnija, te je brzi i transport kroz membranu.
Povecan udio polinezasi¢enih masnih kiselina se
povezuje i s promjenama aktivnosti membranskih
proteina (npr. imunosupresivni ucinak PUFA
moduliranjem aktivnosti receptora T-stanica).
Najveéi udio lipida (75%) je u mijelinskim
ovojnicama Zivaca, gdje lipidi sluze kao izolator

(povecavajuci brzinu Zivéanog tj. elektricnog
impulsa).
Membrane sadrze i dosta proteina. Integralni proteini stvaraju hidrofobne interakcije s ugljikovodi¢nim
podrucjem dvosloja, dok se periferni privremeno nalaze na unutarnjoj ili vanjskoj povrsini membrane, ¢esto
priévrséeni za integralne proteine. Udio proteina je najcesée oko 50%, a povecava se i na 75% kod membrana
ukljucenih u proizvodnju energije (unutarnja membrana mitohondrija).
Postoje dva osnovna nacina prolaska kroz membranu:

1 - difuzija ili pasivni transport

2 - specijalni ili aktivni transport

Pasivni transport

Difuzija

Vecina toksikanata prolazi kroz membranu obi¢nom
difuzijom preko hidrofobnih lipidnih domena
(lipofilne molekule) ili kroz pore u membrani tj.
proteinske kanale (male hidrofilne molekule, ioni).
Primjerice, akvaporini su kanali koji omogucuju
transport molekula vode i malih, neioniziranih
hidrofilnih molekula poput glicerola preko stani¢ne
membrane. Arsenit (As(OH);) je slican glicerolu te
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(visoki pK, —slaba kiselina, niski pK, —jaka kiselina, obratno za

baze). Uopceno se moze reéi da ée kiseline prije difundirati kroz membranu u kiseloj, a baze u luznatoj sredini
(detaljnije: TRANSPORT TOKSICNIH TVARI U GASTROINTESTINALNOM TRAKTU).

Olaksana difuzija

RijeC je o pasivnom transportu posredovanom proteinskim nosacima. Supstrat se kre¢e prema koncentracijskom
gradijentu i nije potrebna energija. Npr. transport glukoze u stanicu (tzv. uniport). Vezanje glukoze dovodi do
promjene konformacije proteinske molekule nosaca i oslobadanja glukoze s druge strane membrane.

Aktivni transport

Supstance se krecu nasuprot koncentracijskom i elektrokemijskom gradijentu. Sustav je selektivan, te se njima
mogu sluZiti samo toksikanti grade slicne gradi tvari koje su predvidene za transport ovim specifiénim proteinskim
nosacima. Aktivni transport trosi metabolicku energiju (ATP i slicne molekule). Tvari koje se transportiraju stvaraju
komplekse s nosacima u membrani, $to je vazno kod transporta i eliminacije stranih tvari iz organizma.

Dobar primjer aktivnog transporta su ionske pumpe poput protonske pumpe ili natrij-kalij crpke (u
potonjem slucaju je ujedno rije¢ o tzv. antiportu jer se dva supstrata istovremeno transportiraju u suprotnim
smjerovima; osnovni princip djelovanja Na'-K" crpke jasan je iz primjera sekundarnog aktivnog transporta u

nastavku).
+
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Sekundarni aktivni transport
Ova vrsta prelaska preko stanicne membrane se jos naziva i kotransport. Koristi se energija za stvaranje gradijenta
koncentracije jednog supstrata s razli¢itih strana membrane, a zatim se koristi ovaj gradijent za transport

odredene molekule nasuprot njenom koncentracijskom Ha
gradijentu.
Primjer je transport glukoze iz probavnog trakta giukozs
. .. . . . glukoza
u stanice crijevne sluznice. Glukoza ulazi u stanicu ATP
. .. . . + i+
pokretana razlikom koncentracija Na* iona koju stvara M= 'C:Iinp Ma*
. . . v L. .. , EF —- gt Ha®t
natrij-kalij crpka, pri cemu se glukoza i ioni natrija kre¢u u
istom smjeru (tzv. simport). / .
.. . . . Mah K + lukoza - Ha
Kotransport natrija i kalcija je primjer antiporta “crpks Ma Ha d

simport
pri kojem nosal izbacuje Ca®* ione iz stanica uz

istovremeni povratak Na® iona u stanicu (dakle, pokretacka snaga je elektrokemijski gradijent Na* iona stvoren
natrij-kalij crpkom, kao i u gornjem primjeru). Na slican nacin se transportiraju ostali Seceri i aminokiseline u
probavnom traktu (dolje je prikazan kotransport H" iona i saharoze).

Endocitoza

Ovaj tip aktivnog transporta uklju€uje uvijanje i zatvaranje stanicne membrane oko Cestica koje time ulaze u
stanicu nasuprot koncentracijskom gradijentu. Rije¢ je o krupnijim ¢esticama i/ili vecoj kolicini tvari u odnosu na
ostale nacine aktivnog transporta. Razlikuju se fagocitoza (velike molekule i ¢estice), pinocitoza (kapljice otapala
sa ili bez otopljene tvari) i receptorima posredovana endocitoza (gdje vezanje odredenih molekula za receptore
dovodi do uvijanja stanicne membrane). ® Ovi procesi su vazni kod uklanjanja Cestica iz alveola alveolarnom
fagocitozom i uklanjanje nekih toksicnih tvari iz krvi retikuloendotelnim sustavom jetre i slezene.




TRANSPORT TOKSICNIH TVARI U GASTROINTESTINALNOM TRAKTU
Ovo je vaZzan put apsorpcije toksikanata iz hrane i vode, ali i kod samoubilackih i kriminalnih trovanja. Apsorpcija

se moze dogoditi duZ cijelog probavnog trakta, od usta do rektuma, iako je najvjerojatnija u crijevima zbog vrlo
velike povrsine apsorpcije (tzv. Kerckringovi nabori stijenki crijeva povecavaju povrsinu apsorpcije 3 x u odnosu na
glatku povrsinu, vili (30 x) i mikrovili enterocita (600 x) u dodiru s lumenom crijeva). ®

podusna zlijezda
podjezi¢nai slinovnica
podéeljusna
Zlijezda
slinovnica
jednjak

o Zeludac
jetra /

L/

gusteraga

2uéna ) (
vreéica T ‘
E { tanko crijevo
S——— debelo crijevo
N
v rektum

Utjecaj na apsorpciju toksikanta imaju: veli¢ina i oblik tvari, naboj, topljivost, pH tekucina probavnog
trakta, enzimi, crijevna mikroflora, prisustvo hrane, pokretljivost crijeva te aktivnost tzv. ABC (ATP-binding
cassette) transportnih proteina.

Probavni trakt sisavaca ima specijalizirane transportne sustave za apsorpciju hranjivih tvari i elektrolita
(glukoza, galaktoza, aminokiseline, pirimidini, Fe, Ca, Na, i dr.). Neki toksikanti se mogu apsorbirati tim sustavima
aktivnog transporta ukoliko su hranjivim tvarima slicni po veli¢ini, obliku, naboju, itd. (npr. 5-fluorouracil
sustavom za pirimidine, Tl, Co, Mn umjesto Fe, Pb umjesto Ca, i dr.). ® Moguca je i apsorpcija vecih (hidrofilnih)
spojeva. Najvjerojatnije je rije¢ o pinocitozi ili mehanizmu koji ukljuuje posebne proteine (npr. zonulin) koji
vezanjem za odredene receptore na povrsini stanica dovode do otvaranja prolaza izmedu njih. ® Epitel
gastrointestinalnog trakta (GIT) moze apsorbirati i Cestice procesima endocitoze.

lako se uopcéeno moze reci da lipofilnost toksikanta povecava apsorpciju, ekstremno hidrofobni spoj
(lipofilnost se obi¢no izrazava kao particijski koeficijent (K,x) tj. odnos tvari raspodijeljene izmedu organskog
otapala (oktanola) i vode; povecava se s povecanjem hidrofobnosti tvari) se nece otopiti u teku¢inama probavnog
trakta i apsorpcija ¢e biti slaba. ® Takoder, ako je toksikant u obliku Cestica koje su relativnho netopljive u
tekuéinama GIT-a, spoj ¢e imati ograni¢en kontakt sa sluznicom GIT-a, pa se nece dobro apsorbirati (zato je
metalna Hg slabo toksi¢na poslije oralnog unosa).

Razlika u pH tekucina GIT-a mozZe znacajno utjecati na apsorpciju molekula difuzijom (koja je najjaca kad je
molekula neionizirana zbog lipidne prirode membrane). Na stupanj apsorpcije utjeCe Henderson-Hasselbalchova
jednadzba:

oK. -pH = log [ngiopiz .ob_lik]
[ioniz.oblik |
npr. benzojeva kiselina, PpK, =4

pH Zeluca je otprilike 2 [neioniz .Oblik]

4-2-
%9 ioniz.oblik]



[neioniz.oblik |

2=|
o9 [ioniz.oblik |
107 [neioniz.oblik ]
[ioniz.oblik ]

[neioniz .oblik |

100="r———+
[ioniz.oblik ]

- 100 puta vise neioniziranog, tj. oblika topljivog u lipidima

pH crijeva je otprilike 6 4-6=1o [neioniz .Oblik]
=% ioniz.oblik]

1o [neioniz .oblik |
- [ioniz.oblik |

107 [nfeiohiz .opnk]

[ioniz .oblik |

1 [neioniz.oblik |
100 [ioniz.oblik |

- 100 puta vise Ce biti ioniziranog oblika, $to podrazumijeva slabu apsorpciju difuzijom u crijevima

Ipak, apsorpcija difuzijom u tankom crijevu (npr. za benzojevu kiselinu) nije slaba jer se ravnoteza neprestano
tijekom prolaska kroz crijeva (6 - 8,5 m duZine) odrZzava na 1% lipidno-topljivog oblika. ® Osim toga, vrlo velika
povrsina tankog crijeva povecava ukupni kapacitet kemijske apsorpcije.

Kod organskih baza je obratno, tj. apsorpcija difuzijom je favorizirana u tankom crijevu:

[ioniz..oblik |

K, -pH=log ————
P*h 7P g[neioniz.oblik]

Na koli¢inu toksikanta koju stanice epitela probavnog trakta apsorbiraju velik utjecaj ima i otpornost
kemikalija na kiseli pH u Zelucu (npr., penicilin je osjetljiv na kiseli pH), enzime (u odnosu na intravenozni unos,
zmijski otrov (polipeptid) je netoksican oralno jer ga razgraduju probavni enzimi) i mikroorganizme crijeva. Osim
toga, djelovanjem crijevne mikroflore, mogu nastati toksikanti drukcijeg toksiciteta. Npr., djeca su podloZnija
methemoglobinemiji nakon unosa vode s puno nitrata, jer imaju visi pH u GIT-u i jaCe razvijenu E. coli koja
reducira NO;~ u NO, . Utvrdeno je da takoder da odredene populacije intestinalne mikroflore mogu reducirati
aromatske nitro skupine u aromatske amine koji mogu biti goitrogeni (izazivaju gusavost) ili karcinogeni.

Prisustvo hrane mozZe utjecati na stope apsorpcije (npr., zbog konkurencije, manje Cd c¢e se apsorbirati
ukoliko se u hrani nalazi zajedno sa Zn ili Cu jer koristi isti transporter na membrani enterocita tj. DMT ili divalent
metal transporter; takoder, lipofilni poliklorirani bifenili ¢e se bolje apsorbirati u prisustvu masti u hrani ®, zbog
poticanja izlu¢ivanja Zuci i boljeg rasprsivanja masti a time i bifenila), a slicno vrijedi i za pokretljivost crijeva
(smanjena pokretljivost povecava apsorpciju zbog duzeg zadrZavanja u proksimalnom dijelu tankog crijeva).
Utvrdeno je i da razrijedene vodene otopine pojacavaju apsorpciju nekih tvari (pri ulasku velikih koli¢ina vode u
stanicu se unose i male hidrofilne molekule).

Apsorpciju stranih tvari u probavnom sustavu znacajno ogranic¢avaju transportni (tzv. ABC proteini jer
pripadaju istoj genskoj superfamiliji) poput P-glikoproteina, BCRP (breast cancer resistance protein) i MRP
(multidrug resistance associated proteins) proteina. Ove i slicne transportere eksprimiraju stanice crijevnog
epitela. Rijec je o transmembranskim proteinima koji unutar stanice dohvacaju ksenobiotike (velik broj strukturno
razlicitih spojeva i njihovih metabolita) te ih, uz hidrolizu ATP-a, izbacuju iz enterocita nazad u crijevni lumen. ®
Proteini otpornosti na lijekove su dobili takvo ime zato Sto je uoceno da su kulture stanica bile otporne na lijekove
bas zbog tog transportnog proteina koji ih izbacuje iz stanice.



TRANSPORT TOKSIKANATA PREKO PLUCA
Najcesée trovanje (CO), i najvaznija profesionalna bolest (silikoza, SiO,) nastaju nakon apsorpcije preko pluca.

Ovako se apsorbiraju i neki bojni otrovi (klor, fozgen, lewisit), te HCN (plinska komora). Uglavnhom se apsorbiraju
plinovi (CO, NO,, SO,), pare (HF), isparljive tvari, otapala (CsHe, CCl,), i aerosoli (azbest).
Apsorpcija aerosola (krutih i tekucih ¢estica) u diSnom sustavu se moze podijeliti prema velicini Cestica:

| |

— nos i grlo —
ud

D — dusnik i dusnice
K 4 G
R | |
\% D — ‘ alveole ‘ T

/
—

Cestice promjera 5 um i veée obi¢no zaostaju u nazofaringealnom (nos, grlo) podrugju bez cilija (pokretne
cilije se nalaze na povrsini stanica i neprestano se svijaju u istom smjeru uzrokujuci kretanje sluzi) ®, zadrZzavaju se
na dlacicama i taloZe zbog turbulencije zraka, i uklanjaju kihanjem i ispuhivanjem nosa. Nazalna povrsina s cilijama
nosi netopljive Cestice do usta gdje gutanjem dospijevaju u GIT. Topljive Cestice se osim toga mogu otopiti u sluzi
te prenijeti do grla ili se mogu kroz epitel apsorbirati u krv.

Cestice veli¢ine 2-5 um dospijevaju do traheobronhalnog (dusnik, bronhi) podruéja pluéa, gdje se uz cilije
sluznog sloja prenose do usta (GIT). Kasljanje i kihanje dovode do brzog kretanja sluzi i ¢estica prema ustima.

Cestice promjera 1 pm i manje prodiru do alveolarnih vreéica pluéa. Uklanjanje €estica iz alveola se odvija:
fagocitozom (makrofagi), migracijom u medustanicni prostor te otapanjem i prelaskom u krv ili limfu. Opcenito,
uklanjanje cestica iz alveola je sporo, pri ¢emu brzina u prvom redu ovisi o topljivosti Cestica (lako topljivi spojevi
prolaze kroz alveolarne membrane ako su hidrofobni).

Apsorpcija plinova i para se odvija difuzijom duz cijelog diSnog trakta. Najbrza je apsorpcija u alveolarnoj
zoni koja ima veliku povrsinu (50-100 m?), velik protok krvi te vrlo brzo dolazi do uravnoteZenja plina u alveolama
s krvi u pluénim kapilarama (prema Henryjevu zakonu: C = k - p gdje je k topljivost tj. omjer koncentracije plina u
krvi prema koncentraciji u plinu kod ravnoteze; ovaj princip koriste uredaji za alkotestiranje). Topljivost hidrofilnih
para i plinova (npr. HF) je bolja u gornjem respiratornom traktu prekrivenom sluzi, dok se pare i plinovi slabije
topljivosti u vodi (NO,) uglavnom apsorbiraju u plu¢ima.



TRANSPORT TOKSIKANATA PREKO KOZE

Koza je relativno dobra lipidna barijera koja odvaja covjeka od okoline. Ipak, neke kemikalije se apsorbiraju u kozi

dovoljno dobro da izazovu sistemske ucinke (npr. nervni bojni otrovi poput sarina, CCl,, i dr.).

Najveéu povrsinu koZe pokrivaju epidermalne stanice, ali
toksikant moZe proci i kroz stanice znojnih ili lojnih
Zlijezda, ili uéi kroz folikul dlake.
Ulaz perkutanim putem se sastoji od prolaska kroz:

1 -gusto naslagan vanjski sloj roznatih,
keratiniziranih, epidermalnih stanica

2 —germinativni sloj epidermisa
(vrlo tanak)

3 —dermis
Glavna barijera prolasku toksikanata je povrsinski sloj
izumrlih stanica epidermisa, ispunjen keratinom (tzv.

stratum corneum). Toksikanti prolaze difuzijom kroz taj

EPIDERMIS <

DERMIS Y - 178 .
R e = ZVAC
FIBROBLASTI

FOLIKUL DLAKE

ZLIJEZDA
ZNOJNICA

sloj (polarni kroz vanjski sloj proteinskih vlakana, a nepolarni kroz lipidni matriks izmedu proteinskih vlakana).

Hidracija ovog sloja poveéava permeabilnost koze deset puta. Dermis je porozni sloj koji toksikanti moraju prodi

prije ulaska u sistemsku cirkulaciju.

Na apsorpciju preko koZe joS utjecu: svojstva i koncentracija toksikanta, vrsta nosaca (otapala), pH,

temperatura, lokalna prokrvljenost i perspiracija, povrsina i anatomske odlike kontaminiranog dijela koZe (ovisne

o spolu, dobu, rasi, i sl.).
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RASPODJELA TOKSIKANATA

Apsorpcija preko pluéa je brza i odmah izlaZze srce toksikantu. Apsorpcija preko koZe je uglavnom spora i
prvenstveno su izloZzena periferna tkiva.

Bioraspolozivost, tj. koli¢ina toksikanta koja ude u sistemsku cirkulaciju nakon oralnog unosa, ovisi o nizu
¢inioca, u prvom redu o koli¢ini koju stanice probavnog trakta apsorbiraju. Prije ulaska u cirkulaciju, spoj mogu
metabolizirati stanice probavnog trakta (gdje se vedina prisutne koli¢ine nekih toksikanata (npr. tiramina
monoamin oksidazama) metabolizira), ili (portalnom venom) dospijeva do jetre, koja ga moze metabolizirati i
izluciti u Zu¢. ® Jetra je najvaznije mjesto metabolizma stranih tvari, te se mnogi toksikanti na taj nacin (naravno,
ovisno o koncentraciji) neutraliziraju prije nego dospiju u sistemsku cirkulaciju. Neutralizacija netom apsorbirane
doze toksikanta kao posljedica metabolizma u crijevima i jetri se naziva i tzv. u¢inkom prvog prolaza. ® Manji dio
toksikanta se moZze apsorbirati i u usnoj Supljini ¢ime se takoder izbjegava prolazak kroz jetru i ucinak prvog
prolaza. Nitroglicerin, lijek za anginu pectoris, se primjenjuje sublingualno jer progutan moZze biti metaboliziran u
produkt toksi¢an za hepatocite.

Nakon apsorpcije, toksikanti ulaze u krv (samo vrlo lipofilni spojevi se nakon apsorpcije transportiraju
limfom), koja ih brzo raznosi po cijelom organizmu. U raspodjeli sudjeluju i transportni proteini koji aktivnim
transportom izvlace toksikante iz krvi u organe uklju¢ene u metabolizam i izluCivanje poput jetre i bubrega (smjer:
krv --> bubrezi ili krv --> jetra), ili sudjeluju u transportu metabolita (jetra --> Zu¢ ili bubrezi --> urin). Osim vec
spomenutih MRP i BCRP proteina i P-glikoproteina, ovdje su relevantni i OATP (organic-anion transporting
peptides), OAT (organic-anion transporters), OCT (organic-cation transporters), i drugi nosaci koji ulaze u tzv. SLC
(solute carrier) familiju transportnih proteina. Prolaskom kroz stijenke kapilara, toksikanti dospijevaju u
najrazli¢itija tkiva organizma. Dio toksikanta dolazi do mjesta djelovanja, dok se preostali dio zadrZava u
neosjetljivim tkivima (tzv. skladiSna mjesta), ili se metabolizira i izlu¢uje iz organizma. Lanac zbivanja tijekom
raspodjele toksikanta u organizmu prikazan je dolje:

TKIVA 1 ORGANI

MJESTO DJELOVANJA
vezan
RAZGRADNJA
PLAZMA Ly
slobodan x — | /
\ vezan za bjelancevine / d
\ metabolit > IZLUCIVANJE
SKLADISNO MJESTO //
vezan slobodan
\ ‘—’//'
slobodan i
ELIMINACIJA

U pocetnoj fazi raspodijele toksikanta ona ovisi prvenstveno o snabdjevenosti pojedinih tkiva krvlju, propusnosti
tog tkiva za toksikant i raspoloZivosti mjesta vezanja. ® Visoka koncentracija tvari se najbrie postize u onim
organima koji su dobro prokrvljeni (pluc¢a, bubrezi, jetra, Zlijezde), dok slabo prokrvljena tkiva (masno tkivo,
misi¢no i vezivno tkivo) u pocetku preuzimaju malu koli¢inu tvari. Poslije se uloga krvotoka u raspodjeli smanjuje,
a vise dolaze do izrazaja fizikalno-kemijska svojstva tvari (grada, veli¢ina, oblik, kiralnost, ioniziranost tj. pK,
kemijskih skupina, topljivost u mastima, agregatno stanje) koja utjecu na prijelaz preko stani¢nih membrana i
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afinitet vezanja tvari za pojedine sastavne dijelove tkiva. To je presudno za konaénu raspodjelu toksikanta u
organizmu. Npr., odmah po apsorpciji najvece razine Pb su u eritrocitima, jetri i bubrezima. Mjesec dana nakon
unosa se Pb preraspodjeli u kost.

Pohrana toksikanata u tkivima

Neki toksikanti imaju najvisu koncentraciju na mjestu toksi¢nog djelovanja (npr. CO se veze za hemoglobin; ili
herbicid parakvat u plu¢ima), dok se drugi koncentriraju na mjestima nevezanim za toksi¢no djelovanje (Pb u
kostima). Toksikantima pohranjenim na takvim skladisnim mjestima je zapravo umanjen Stetni ucinak u
organizmu sprjecavanjem gomilanja visokih koncentracija toksikanata na mjestu toksi¢nog djelovanja.
Koncentracija slobodnog oblika toksikanta u tkivima je u ravnotezi sa slobodnim oblikom toksikanta u plazmi, te
se iz mjesta skladistenja oslobada kako ovaj nestaje iz plazme biotransformacijom ili izlu¢ivanjem. Ujedno, to je i
razlog zasto poluZzivot pohranjenih toksikanata moze biti vrlo dug.

Proteini plazme kao skladisno mjesto

Reverzibilno vezanje za proteine plazme ukljuCuje ionske veze i hidrofobne interakcije, koje mogu biti pojacane
van der Waalsovim silama i vodikovim vezama. Albumin je najzastupljeniji od proteina plazme (60%) i najvazniji u
vezanju toksikanata (veie Ca®*’, Cu®, Zn*, bilirubin, vitamin C, tetracikline, kloramfenikol, masne kiseline,
penicilin, benzodiazepine, salicilat, sulfonamide, streptomicin, histamin, barbiturate, i dr.). Transferin (B1-
globulin) veze Zeljezo i transportira ga po tijelu. Ceruloplazmin (a2-globulin) veze bakar. Lipoproteini su vazni za
transport spojeva topljivih u mastima (vitamini, kolesterol, steroidni hormoni, poliklorirani bifenili), pri ¢emu se
razlikuju po koli¢ini masti i lipofilnih supstanci u jezgri molekule: VLDL (very-low-density lipoproteins) > LDL (low-
density lipoproteins) > HDL (high-density lipoproteins). y-globulini su antitijela.

albumin

relativna
koli¢ina
globulini

B1
a2

elektroforetska pokretljivost

Dio toksikanta koji je vezan za proteine plazme nije odmah raspoloziv za distribuciju u tkiva i organe ili filtraciju
bubrezima jer zbog velicine proteina plazme ne mozZe prijeéi preko stijenki kapilara. Postoji ravnoteza izmedu
slobodnog oblika toksikanta u plazmi i onog vezanog za proteine plazme, pa kad slobodni oblik toksikanta napusti
kapilaru, vezani oblik disocira s proteina. Nagla disocijacija toksikanta s proteina plazme (uslijed toga sto tvari s
vecéim afinitetom istisnu s nespecifi¢nih mjesta vezanja tvari sa slabijim afinitetom) moZze izazvati toksi¢ne reakcije
(npr. sulfonamidi mogu potaknuti disocijaciju antidijabetickog lijeka te dovesti do hipoglikemijske kome).

Odreden broj toksikanata se u krvi veZe za krvne stanice, u prvom redu eritrocite (trovalentni Cr se skoro
iskljuCivo veZze za proteine plazme, a heksavalentni za eritrocite; slicno vrijedi za organsku Hg u usporedbi s
anorganskim oblicima; 96% Pb u krvi je vezano za eritrocite).

Jetra i bubreg kao skladisna mjesta

Ovi organi imaju velik kapacitet vezanja kemikalija, vjerojatno viSe od svih ostalih organa zajedno, i to zato Sto su
vazni u metabolizmu i uklanjanju toksikanata. Smatra se da toksikante uklanjaju iz krvi aktivnim transportom, a u
pohrani toksikanata ulogu imaju i tzv. intracelularni vezujuéi proteini poput ligandina iz citoplazme jetre
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(ligandinsku aktivnost imaju neki izoenzimi glutation S-transferaze koji na svojoj povrsini mogu vezati razlicite
organske molekule) ili metalotioneina (veze Cd i Zn u jetri i bubrezima). ®

Masno tkivo kao skladisno mjesto

Masno tkivo je vazno za pohranu lipofilnih toksikanata (tvari s ve¢im K,,: organoklorni pesticidi, poliklorirani
bifenili) smanjujuci koncentraciju toksikanta na mjestu toksi¢nog djelovanja (uocljivo i kod razlike u djelovanju
mjesta djelovanja u mozgu; istovremeno je i kratkotrajnijeg djelovanja zbog brzog opadanja razine u mozgu i
plazmi uslijed preraspodjele u masno tkivo). Buduc¢i da mast moze Ciniti od 20-50% tjelesne teZine, osobe s vise
masnog tkiva su zastiéenije od djelovanja tvari s veéim K,,,. Medutim, kod brze mobilizacije masti za proizvodnju
energije (dijete, gladovanje) dolazi do brzog porasta koncentracije pohranjenog spoja u krvi (na pokusnim
Zivotinjama je dokazano da kratkotrajno izgladnjivanje nakon izloZenosti organoklornim pesticidima dovodi do
znakova trovanja).

Kost kao skladisno mjesto

Kost je rezervoar tvari poput fluorida, Pb (90% koli¢ine u organizmu) i Sr. Ulazak u kosti se moZe smatrati
fenomenom povrsinske kemije pri ¢emu se odvija ionska izmjena izmedu ekstracelularne tekuéine i povrsine kosti
(kristali hidroksilapatita). Toksikant ulazi u kristal, te zbog sli¢nosti u veliCini i naboju, F- moZe zamijeniti OH™, dok
Pb ili Sr mogu zamijeniti Ca u kristalnoj resetki hidroksilapatita. ® Odlaganje toksikanta u kostima mozZe i ne mora
biti Stetno. Npr. Pb nije toksi¢no za kosti, ali su dobro poznati kroni¢ni ucinci odlaganja fluorida (kostana fluoroza)
i radioaktivnog Sr (osteosarkom i druge neoplazme). Olovo se eventualno mozZe osloboditi iz kosti, npr. kod
mobilizacije uslijed povecanih potreba za kalcijem (trudnoda), te izazvati toksicne ucinke.

Barijere raspodjeli toksikanata
Postoje tkiva koja su manje propusna za toksikante poput krvno-moZzdane barijere, placente ili reproduktivnih
stanica. Oocit (jajna stanica) u jajnicima i spermatogene stanice u testisima su odvojene od kapilara slojevima
drugih stanica.

Krvno-moZdana barijera podrazumijeva gusto zbijene stanice stijenki kapilara (endotel) u sredisnjem
Zivéanom sustavu (CNS) i potporno tkivo oko kapilara (tzv. glijalne stanice na granici krvi i CNS-a i koroidni epitel
na granici krvi i cerebrospinalne tekucine u koju je ‘uronjen’ CNS), Sto umanjuje propusnost tog sloja.

glijalne stanice

bazalna membrana

N
SN/

Prelazak iz krvi u mozak onda mora ukljucivati prelazak preko stanica umjesto prostora izmedu. Stoga krvno-
mozdanu barijeru svladavaju prvenstveno tvari s visokim K,,. Takoder, stanice krvno-mozdane barijere proizvode
velike koli¢ine P-glikoproteina i analogno djeluju¢éih MRP proteina koji aktivno transportiraju toksikante u
izvanstanicni prostor stanica (u krv ili cerebrospinalnu tekudinu). ® Ulaz toksikanata u mozak se odvija po istim
nacelima kao kod ostalih stanica tijela: jako lipofilne komponente lako prodiru u CNS difuzijom preko stanicne
membrane (npr. metilZiva (nekonjugirana) puno lakse od anorganske Hg), kao i toksikanti koji zbog slicnosti grade
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mogu koristiti sustave aktivnog transporta. Metaboliti ecstasyja (glutationski konjugati) mogu koristiti sustave
transporta aminokiselina, dok se metilZiva povezuje s cisteinom pri cemu nastaje spoj slican metioninu koji prelazi
barijeru uz nosace aminokiselina.

HOOC HOOC

H, \r\le
HsC—Hg'Ci™

SH — S

cistein Hg\
Slicno apsorpciji velikih molekula izmedu stanica sluznice crijeva, vezanje prije spomenutih proteina poput
zonulina na specificne receptore mozdanih stanica dovodi do stvaranja pukotina u krvno-mozdanoj barijeri.
Krvno-moZdana barijera nije dovoljno razvijena kod novorodencadi, pa je to osnovni razlog zasto su kemikalije
kojima je CNS mjesto toksi¢nog djelovanja otrovnije za novorodencad nego odrasle. Morfin je 10 puta toksicniji za
novookoéene Stakore od odraslih.

Placenta osigurava hranu plodu, vrsi izmjenu majcinih i fetusnih krvnih plinova, uklanja fetalne izlucevine,
te odrzava trudnocu nizom hormonskih mehanizama. Krvne Zile fetusa i majke su razdvojene nizom slojeva tkiva
koje predstavljaju placentalnu barijeru. ® Prolaz toksikanata kroz placentu je omogucen lipofilnos¢u toksikanta,
slicnoséu njegove grade hranjivim tvarima uslijed cega moze koristiti sustave aktivnog transporta (npr. analozi
pirimidina i purina) te pinocitozom. Posteljica ima i sposobnost metabolizma toksikanata, a dodatnu zastitu
predstavljaju i transportni sustavi u membrani stanica koje odvajaju krv majke od krvi ploda, poput gore
spomenutog P-glikoproteina i sli¢nih proteina. Cesto je ravnoteZna koncentracija toksikanta u embriju/fetusu niza
od koncentracije u majcinoj cirkulaciji.
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METABOLIZAM TOKSIKANATA

Tijekom evolucije, genomi organizama su nakupili veéi broj gena za enzime koji pruzaju zastitu od Stetnih
kemikalija iz okolisa. Skup enzimskih reakcija naziva se metabolizmom ksenobiotika ili biotransformacijom i
smatra najvaznijom determinantom njihove toksi¢nosti. Neke biotransformacije se dogadaju i neenzimskim
reakcijama, poput hidrolize Zelu¢anom kiselinom te spontanih oksidacijskih, redukcijskih, izomerizacijskih i sli¢nih
reakcija.

Opcenito se moze reéi da biotransformacija rezultira pretvorbom lipofilnih spojeva u hidrofilnije
metabolite. Naime, stanica je po gradi nepolarnija od okolisa ¢ime bi moglo dodi do nakupljanja lipofilnih tvari
unutar stanice i vece moguénosti toksicnog ucinka. Osim za toksikante koji se izlucuju preko pluca, lakoca
eliminacije ovisi o topljivosti u vodi, Sto narocito vrijedi za tvari koje se izluCuju urinom i fecesom (najveéi broj
toksikanata). Biotransformacija se moze podijeliti u dvije faze:

| faza —uvodenje funkcionalnih skupina ili njihovo oslobadanje, Sto omogucuje drugu fazu; ipak, i

Il faza —kovalentno vezanje na endogene molekule pri ¢emu nastaju konjugati sa sulfatom,
glukuronatom, acetatom ili aminokiselinama; rije¢ je o ve¢im molekulama ioniziranim kod fizioloSkog pH (tj.
hidrofilnim); ujedno, neki transportni sustavi (proteinske molekule nosaca koji posreduju olaksanu difuziju ili
aktivni transport)

prepoznaju ove konjugate.

T
Q
H -S-0 . .
I Po nekim autorima
—_— ﬁ O postoji [ - faza
faza | aza biotransformacije koja

ukljucuje proteinske
transportere organskih molekula iz jetre u Zuc ili urin, poput P-glikoproteina, BCRP ili MRP nosaca.
Metabolicka sudbinu toksikanta u organizmu ovisi u prvom redu o fizikalno-kemijskim svojstavima
ksenobiotika:

hidrofilni polarni lipofilni jako lipofilni reaktivni
akumulacija kovalentno vezanje
u masti za tkivne sastojke
A
| faza: modifikacija reaktivni
polarni
\ 4
> Il faza: konjugacija reaktivni
hidrofilni
v
\ 4

izlucivanje urinom ili u Zuci (fecesom)
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Osim utjecaja na sam smjer metabolicke transformacije, fizikalno-kemijska svojstva (grada, velicina, oblik,
kiralnost, ioniziranost tj. pKa kemijskih skupina, topljivost u mastima, agregatno stanje) utjeCu na koncentraciju
toksikanta u aktivnim srediStima enzima. Ove osobine toksikanata odreduju brzinu apsorpcije i raspodjele
difuzijom i/ili prolaskom kroz stani¢ne membrane uz specijalizirane transportne proteine, vezanjem za proteine
(plazme) te na druge nacine. Npr., enzimi Cesto imaju razlicite afinitete za stereoizomere, a ukoliko oni nastaju
kao produkti metabolizma, to moZe rezultirati razli¢itim brzinama izlucivanja i/ili toksi¢noscu.

Neke enzimske reakcije su specificne tj. ograni¢ene na potencijalno Stetne tvari stranog podrijetla, dok je
znatan udio reakcija posredovan enzimima koji sudjeluju i u intermedijarnom metabolizmu. Tako
biotransformaciju provode i enzimi koji sudjeluju u sintezi steroidnih hormona, B-oksidaciji masnih kiselina, kao i
oni koji konjugacijskim reakcijama pospjesuju izlucivanje bilirubina, Zuc¢nih kiselina ili tiroidnih i steroidnih
hormona. Kemikalija moZe doZivjeti razli¢ite transformacije (vidi primjer benzo[a]pirena na slici dolje) ili iste
transformacije razlicitim enzimima. Primjerice, etanol se moZe oksidirati u acetaldehid trima razlic¢itim enzimima:
citokromom P450, alkohol dehidrogenazom ili katalazom. Metabolizam moze, ali ne mora ukljucivati uzastopne
korake.

12 1

benzo[a]piren 1 2
10 3
S O
s 0/ s
5 >

CYP1A1 4 S
CYP1A2

Gypiat CYPIAT sulfatni konjugati
CYP2C CYP1A2
CYP1B1 e
CYP3A4 glukuronidi
u

CYP2C GT1A6_9~
2 3-epoksid
45-epoksid  NIH shift fenoli - o
9,10-epoksid » — > kinoni —> kinoli
7 8-epoksid 1-OH 1,6- 1.6-diOH
3-OH 3,6-diOH

3,6-

GSTMI-1 g i

i — g-gn 6,12- 6,12-diOH
9-OH
UGT1A6
i i dioli o
glutationski ; glukuronidi
konjugati 4 5-diol

9.10-diol
7 ,8-diol 9-OH-4,5-epoksid
UGT28Z wi \
lukuronidi N l
¥ Tatetol 9-OH-4,5-diol
CYP3A4

GSTM:N DNA adukti

7,8-kinon

sulfatni konjugati

7.8-diol-9,10-epoksid

GSTA1-1 s trioli
GSTM1-1
GSTP1-1

DNA adukti  giytationski 7,8,9,10-tetraol
konjugati
Opcenito, biotransformacija se postize uz ogranicen broj enzima male specifinosti za supstrate. Npr., dva
citokroma P450 (CYP2D6 i CYP3A4) metaboliziraju vise od polovice svih lijekova u uporabi.

Ponekad za toksikant postoje enzimi visokog afiniteta, ali malog kapaciteta. Ako se zasite, ukljucuju se
enzimi malog afiniteta, ali velikog kapaciteta. Slicno vrijedi za gore spomenuti etanol koji se tek pri zasi¢enju
kapaciteta alkohol dehidrogenaze metabolizira citokromom P450. Paracetamol (Panadol) se kod niskih doza (15
mg/kg) najvedim dijelom (90%) izluCuje kao sulfatni konjugat, dok se kod visokih doza (300 mg/kg) samo 43%
izlu¢i kao sulfat, a ostatak u obliku glukuronida ili merkapturnih kiselina. Promjena nacina metabolizma ponekad
moze ukljucivati nastanak manje ili viSe toksi¢nih produkata. Primjerice, visoke doze paracetamola, su cest uzrok
zatajenja jetre zbog djelomiéne pretvorbe u elektrofilni produkt citokromima P450. ®
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Dodatne temeljne osobine i nacela metabolizma toksikanata navedeni su u nastavku.
Bioaktivacija toksikanata

E)_SH SN

Za vecinu ksenobiotika biotransformacija podrazumijeva smanjenje toksic¢nosti, ali
postoje i primjeri gdje je produkt biotransformacije toksi¢niji od pocetnog spoja. To je
tzv. metaboli¢ka aktivacija ili bioaktivacija i nekoliko tipi¢nih primjera je navedeno u 6+//o o- SJf
nastavku, kod opisa konkretnih biotransformacijskih enzima. R_C\C NH"LLLL
Narocito opasni su tzv. reaktivni meduprodukti, Sto podrazumijeva slobodne kl 5-
radikale i elektrofilne molekule. Elektrofili (molekule s atomom djelomi¢nog (&%) ili OH o
potpunog pozitivhog naboja koji nastaje kao posljedica kovalentne veze s elektronegativnijim atomima (N, S, O,
Cl, i sl.) koji snaznije privlace elektrone iz veze) se mogu kovalentno vezati s elektronima bogatim nukleofilima (SH,
NH,, OH skupine) iz vaznih makromolekula stanice (DNA, bjelancevine, itd.), ostecujuci ih. Nukleofil kojeg stanica
proizvodi upravo radi zastite od reaktivnih spojeva te kao antioksidans je tripeptid glutation (GSH). Dovoljne

razine GSH osiguravaju vezanje elektrofila za GSH umjesto za vazne stani¢ne

HOOC—GIU—C}l/S—GIy—COOH
SH

molekule. Glutation moze spontano sudjelovati u ovim reakcijama, ali i kao
koenzim nekih metaboli¢kih enzima (vidi dolje).

Slobodni radikali su, uglavnom, nestabilne kemijske vrste (atomi, ioni ili molekule s nesparenim elektronom) koji
napadaju druge molekule i time izazivaju lan¢anu reakciju i oSteéenje vecih razmjera. Vidi primjer nastanka
semikinon radikala citokromom P450 ® te viSe o oksidativhom stresu i lipidnoj peroksidaciji koje mogu uzrokovati
toksikanti: TOKSIKODINAMIKA. Primjeri vezanja elektrofila i slobodnih radikala za DNA i mogucnost nastanka
mutacija: GENOTOKSICNOST i KARCINOGENOST.

Kovalentne interakcije se smatraju klju¢nim u toksicnom djelovanju niza ksenobiotika. Ravnoteza izmedu
stvaranja i detoksikacije reaktivnih spojeva je glavna determinanta kemijske toksi¢nosti i uzrok razlika u
osjetljivosti izmedu organa ili vrsta. Primjerice, misevi provode bioaktivacijsku reakciju epoksidacije aflatoksina
konjugiraju nastali epoksid s glutationom (detoksikacija i izlu€ivanje) te su, ukupno gledajudi, Stakori osjetljivija
vrsta. ®

ksenobiotik ———» netoksi¢ni produkt » eliminacija

~_ i

toksi¢ni produkt

!

kovalentno vezanje

v

ostecenje tkiva rak
Lokalizacija biotransformacije

Jetra je prvi i najvazniji organ koji provodi ove procese. Kao Sto je vec¢ receno gore, krv prvo prolazi kroz jetru
nakon apsorpcije u probavnom traktu. Jetra toksikante ekstrahira i kemijski mijenja prije njihove pohrane,
izlu¢ivanja u Zuc ili oslobodanja u opcu cirkulaciju (promijenjeni toksikanti u krvi se, u pravilu, filitriraju u
bubrezima te izlu¢uju urinom). ® Znacajnu ulogu u zastiti od toksikanata takoder imaju crijeva (vidi ‘u¢inak prvog
prolaza’, RASPODJELA TOKSIKANATA). Manji znacaj u biotransformaciji, obzirom na raznovrsnost i koncentracije
enzima, takoder imaju: pluc¢a, bubrezi, nosna sluznica, oci, koZa, spolne Zlijezde, placenta, i dr. Postoje
nezanemarive razlike u ekspresiji biotransformacijskinh enzima u raznim organima i tkivima, Sto je razumljivo
obzirom na, primjerice, razliite klase kemikalija kojima su izloZene stanice respiratornog trakta u odnosu na
enterocite. Npr., CYP2F1 se eksprimira isklju¢ivo u plu¢ima, ne u jetri, Sto moze rezultirati razlicitom osjetljivos¢u
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organa na pojedine strane tvari (ovaj enzim oksidira naftalen u pneumotoksicni naftalen-1,2-oksid). Obzirom na
dominantnu ulogu jetre u metabolizmu ksenobiotika, smanjenje ukupnog kapaciteta biotransformacije moze
uslijediti zbog kemijskih ili fizickih oSteéenja, bolesti (karcinomi, hepatitis, ciroza, i dr.), smanjenja protoka krvi
kroz jetru, ostecenja bubrega (koje dovodi do slabljenja funkcije jetre), i sl.

Crijevna mikroflora takoder ima nezanemariv kapacitet niza biotransformacijskih reakcija. Najvaznije su
reduktivne reakcije zbog anaerobnih uvjeta te reakcije hidrolize (poput Stetne hidrolize konjugata izlu¢enih u Zuci,
koja ima za posljedicu enterohepatsko kruZenje o kojem ée biti vise rijec¢i u poglavlju IZLUCIVANJE TOKSIKANATA) i
dehidroksilacije. Utvrdeno je da je toksi¢nost nekih ksenobiotika izravno ovisna o metaboli¢kim reakcijama koje
provodi crijevna mikroflora (npr. prevodenje nitroaromatskih spojeva u potencijalno karcinogene aromatske
amine). Mogucée je da se uocena antikarcinogena svojstva probiotskih mlijecnih bakterija, izmedu ostalog,
osnivaju na promjeni biotransformacijskih svojstava crijevne mikroflore. Naime, ove bakterije imaju niZu aktivnost
enzima koji dovode do nastanka karcinogena, za razliku od uobicajenih crijevnih anaeroba. ®

Unutar stanice, enzimi | faze se nalaze prvenstveno u endoplazmatskom retikulumu (mreza povezanih
kanali¢a u citoplazmi). Enzimi su vezani za membrane ER, i to je vaino jer se lipofilne komponente zadrZavaju u
lipidnom matriksu membrana. Diferencijalnim centrifugiranjem se mogu izdvojiti mikrosomi (razoreni ER). ®
Zadnji supernatans je citosol u kojem se uglavnom nalaze enzimi Il faze (mnogi vazni biotransformacijski enzimi se
nazivaju citosolnim ili mikrosomalnim). Nekolicina relevantnih enzima je smjestena i u mitohondrijima, stani¢noj
membrani, lizosomima i izvanstani¢nom prostoru (krv, slina).

Indukcija biotransformacijskih enzima
Nakon djelovanja na Zivotinje ili ljude kemikalijama dolazi do jacanja aktivnosti biotransformacijskih enzima sto je
posljedica povedanja brzine njihove

sinteze, tzv. indukcije enzima. Ovaj proces

7 -

je posredovan specijaliziranim

bjelancevinastim molekulama u stanici, tzv. % AhR:gen)
transkripcijskim faktorima (® vidi ‘Gene - R stani¢na jezgra
switch” animaciju), koji se u konkretnom

sluéaju joS nazivaju ksenosenzorima.

. ey ——r citokrom P-450 gen(i)
Ksenosenzori, dakle, detektiraju izloZzenost > 9

stanice stranim tvarima te poti¢u sintezu

enzima koji ih neutraliziraju.

Primjerice, aromatski ugljikovodici g drugi geni_me|NA

(poput TCDD, tj. dioksina, na slici) se vezu

za tzv. AhR receptor (eng. aromatic $
hydrocarbon  receptor =  receptor citokromP450 #————___ 4yjpolipeptidi #—— translacija
aromatskih ugljikovodika) koji je u citosolu drugi enzimi

i proteini

povezan s joS najmanje tri dodatna
represorska proteina. Vezanjem aromatskog ugljikovodika dolazi do disocijacije tih proteina te nakupljanja
kompleksa spoja i AhR u stani¢noj jezgri. Povezivanje AhR kompleksa s odredenim (ARNT) proteinom omogucuje
vezanje za specificno mjesto u lancu DNA pored gena za citokrom P450 (CYP1A1) koji ima svojstvo hidroksilacije
aril ugljikovodika. To poti¢e transkripciju gena (RNA polimerazom) i akumulaciju odgovaraju¢e mRNA cijom
translacijom nastaje djelatni enzim.

Transkripcijski faktori relevantni u indukciji biotransformacijskih enzima su veé¢ spomenuti AhR, zatim CAR
(constitutive androstane receptor), PXR (pregnane X receptor) i PPARa (peroxisome proliferator-activated
receptor) i svi uglavnom induciraju razli¢ite izoenzime citokroma P450. Nrf2 se takoder smatra ksenosenzorom jer
reagira na oksidativni stres koji je Cesto povezan s izloZzenosc¢u toksikantima te, izmedu ostalih, inducira glutation
S-transferaze, epoksid hidrolaze, aldo-keto reduktazu, NAD(P)H-kinon oksidoreduktaze te glutamat-cistein ligazu
koja sudjeluje u sintezi glutationa. ®
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Prvenstveno se mogu inducirati citokromi P450, tj. mikrosomalni enzimi, dok se citosolni enzimi rjede i
koli¢inski slabije induciraju. Najpoznatiji induktori su policiklicki aromatski ugljikovodici (benzo[a]piren, 3-
metilkolantren ili 3-MC, 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin ili TCDD), fenobarbital, spojevi iz biljnih namirnica
(indoli i glukozinolati (sulforafan) iz kupusnjaca, organosumporni spojevi (luk), diterpeni iz kave), i dr.

Osim ukupne brzine metabolizma, indukcija enzima moZe znadajno utjecati i na kvalitativne aspekte
aktivacije tj. udio spoja koji se detoksificira u odnosu na udio koji postaje toksicniji od pocetnog spoja (utjecajem
na regioselektivnost, stereoselektivnost, itd.). Npr., razni induktori poti€u sintezu razli¢itih izoenzima citokroma
P450, a udjeli izoenzima koji mogu metabolizirati odabrani supstrat odreduju i ukupni ucéinak metabolickih
reakcija. Od ukupne kolic¢ine P450 proteina poslije indukcije 3-MC-om, otprilike 50% ce Ciniti CYP1A1, 24% CYP1A2
itd. Poslije indukcije fenobarbitalom CYP2B1 ¢ée imati najveéi udjel od 55%. Takoder, nastanak reaktivnih
metabolita benzo[a]pirena u znatnoj mjeri ovisi o udjelu izoenzima citokroma P450 (npr. CYP3A4) koji spremno
vrSe epoksidaciju nastalih alkohola i diola. Utvrdena je i regioselektivnost u hidroksilaciji brombenzena nakon
tretmana razlicitim induktorima, pri cemu je para oblik hepatotoksi¢an, za razliku od orto oblika. ® Pokusima na
Zivotinjama utvrdeno je, pak, da indukcija metaboli¢kih enzima djeluje uglavnom zastitno prilikom
biotransformacije spojeva koji se mogu bioaktivirati u karcinogene.

Obzirom na cinjenicu da pojedini enzimi istovremeno metaboliziraju endogene molekule, trajna indukcija
enzima moze poremetiti njihove uobi¢ajene (homeostatske) razine, sto je Cest nacin izazivanja Stetnog djelovanja
toksikanata. Primjerice, pesticid atrazin inducira citokrom P450 koji prevodi testosteron u estrogen i time izaziva
feminizaciju vodozemaca.

Utjecaj vrste i genetskih varijacija
Postoje kvalitativne razlike (npr. metabolicki putevi karakteristicni za vrstu, razli¢iti enzimi, i sl.) (Stakori
bioaktiviraju kumarin u epoksid, dok ga ljudi detoksificiraju aromatskom hidroksilacijom), te kvantitativne razlike
(razine enzima (slaba glukuronidacija i acetilacija kod pasa i macaka), prirodnih inhibitora, i sl.) izmedu vrsta i to je
narocito relevantno u kontekstu ispitivanja toksi¢nosti tvari na Zivotinjama.

Genetske varijacije ili genetski polimorfizmi oznafavaju postojanje nekoliko inacica odredenog
biotransformacijskog enzima u populaciji (npr., utvrdeno je postojanje desetak neaktivnih ili djelomicno aktivnih
varijanti gena CYP2D6). Prema genetskim polimorfizmima biotransformacijskih enzima, a time i metaboli¢kim
kapacitetima, ljudi se, ugrubo, mogu podijeliti u ultrabrze, opsezne, osrednje ili slabe metabolizatore. Metabolicki
kapacitet ovisi o broju i vrsti alela za pojedini enzim (aleli su alternativne verzije gena; kao diploidni organizmi,
ljudi imaju po dva gena za svako svojstvo; isti aleli = homozigoti; razliCiti aleli = heterozigoti). Tako ultrabrzi
metabolizatori mogu imati duplicirane aktivne alele tj. one koji kodiraju za djelatni enzim (najcesce je rijec¢ o tzv.
‘wild type’ ili divljem tipu gena koji je najrasprostranjeniji u populaciji), dok ¢e slabi metabolizatori najcesce biti
homozigoti za inaktivne alele. ® Primjer P450 genetskog polimorfizma: osobe koje sporije vrse O-dealkilaciju
fenacetina su izloZenije veéem toksikoloskom riziku zbog alternativne pretvorbe u N-hidroksi fenetidin koji moze
uzrokovati methemoglobinemiju. Takoder, postoje brzi i spori acetilatori antituberkuloznog lijeka izoniazida
(Europa: 40% populacije su brzi acetilatori, Azija: 80%). Azijska populacija ujedno ¢esc¢e ima polimorfizam alkohol
dehidrogenaze (ADH2*2) sa znatno vec¢im kapacitetom (visoki V.x po Michaelis-Menten enzimskoj kinetici) za
alkohol od bjelacke populacije, u kojoj je najcesci alel (ADH2*1) sa sli¢énim, visokim afinitetom (niski K.,), ali
manjim kapacitetom. Veci kapacitet podrazumijeva brzu razgradnju alkohola i nastajanje acetaldehida koji izaziva
mucninu. Uocena je manja zastupljenost ADH2*2 kod kineskih alkoholi¢ara, Sto bi moglo upucivati na slabiji
metabolizam etanola kao genetsku predispoziciju alkoholizmu. ® Tzv. nekonjugirane hiperbilirubinemije (poput
Gilbertovog sindroma, 10% populacije) su bolesti kod pojedinaca kojima nedostaje UDP-glukuronoziltransferaza
koja konjugira bilirubin, a smanjena je i sposobnost metabolizma nekih stranih tvari poput mentola i
paracetamola.



18

Utjecaj spola i Zivotne dobi
MuZjaci i Zenke Stakora (Sto nije utvrdeno i kod ostalih vrsta) se znacajno razlikuju u biotransformaciji, uz smanjen
kapacitet metabolizma ksenobiotika kod Zenki (npr., paration je dvostruko toksicniji za Zenke Stakora). Utvrdeno
je da su ove razlike povezane s djelovanjem (spolnih) hormona. Nakon $to su Zenke tretirane androgenim
hormonima, biotransformacija postaje slicna kao kod muzjaka. Kod ljudi su uocene razlike u osjetljivosti na
razlicite toksikante (nikotin, etanol, benzodiazepini, estrogeni, acetilsalicilna kiselina, i dr.), ali se smatra da razlike
mahom nisu genetski uvjetovane nego da se mogu pripisati anatomskim i fizioloskim ciniocima koji utje¢u na
apsorpciju, raspodjelu, i izluCivanje toksikanta. Npr., Zene imaju manje tjelesne vode u odnosu na muskarca iste
tjelesne mase te postizu vise koncentracije u krvi unosom iste koli¢ine alkohola.

Fetalne i novookocene Zivotinje imaju krajnje ograni¢ene sposobnosti metabolizma ksenobiotika, Sto je,
osim nedovoljne razvijenosti sustava koji utjecu na apsorpciju, raspodjelu i izlucivanje stranih tvari, posljedica i
malog metabolickog kapaciteta Odrasli misevi: 100 ug heksobarbitala / g tjelesne teZine = 1 h sna, novookoceni:
10 ug/g ti. t. = 6 h sna. Zutica se javlja u vide od 50% novorodenéadi jer jetra jo§ nema dovoljno
glukuronoziltransferaza kojima se konjugira bilirubin (Zuti pigment, produkt razgradnje hema iz hemoglobina), Sto
mu ubrzava izlucivanje u Zuc. Povecana osjetljivost na toksikante je uocena i kod starijih Zivotinja. Smatra se da je
to posljedica smanjenja biokemijskih i fizioloskih funkcija kod starijih (smanjenje aktivnosti metaboli¢kih enzima
i/ili slabija raspolozivost kofaktora), $to utjece i na odgovor na toksikante.

Utjecaj okolisnih faktora
Nedostatak minerala (Ca, Cu, Fe, Mg, Zn, Mo, Se, i dr.) i vitamina (C, E, B-kompleks) dovodi do slabljenja
biotransformacijske funkcije zbog toga Sto su kofaktori i koenzimi metabolickih enzima. Analogno, nedostatak
bjelancevina u prehrani (zbog ogranicene sinteze biotransformacijskih enzima) povedéava toksicitet ksenobiotika
koji su u pocetnom obliku aktivni, a smanjuje toksicitet ksenobiotika koji se bioaktiviraju. Nedostatan unos
aminokiselina sa sumporom moZe smanjiti rezerve glutationa te aktivnost glutation S-transferaza i glutation
peroksidaza. Gladovanje se cesto koristi u toksikoloskim istraZivanjima jer se time smanjuje sadrZaj probavnog
trakta i pospjeSuje apsorpcija oralno unedenih kemikalija Sto podstice i biotransformaciju, osim nekih reakcija
druge faze. S druge strane, izgladnjivanje (>48 h) dovodi do supresije biotransformacije jer i pored dostatne
koli¢ine enzima, oni ne djeluju odgovarajuce zbog niskog energijskog statusa Zivotinja. Kako je ve¢ spomenuto
gore, neki sastojci hrane i vode (kao i unos lijekova) utje¢u na biotransformaciju indukcijom enzima. Primjerice,
spojevi iz povréa, policiklicki aromatski ugljikovodici iz mesa s rostilja, aditivi, ostaci pesticida, i sl. Poslije obroka s
kupusom i prokulicama (opcenito biljkama iz porodice kupusnjaca), utvrdena je 2-3 puta niza koncentracija
fenacetina u krvi tih ispitanika u odnosu na kontrole, zbog indukcije citokroma P450 (glukozinolatima i
produktima) koji ga metaboliziraju. ®

IzloZzenost okoliSnim kontaminantima takoder moZe modulirati sposobnost biotransformacije zbog
indukcije enzima. Ustanovljeno je da pusadi brze metaboliziraju neke toksikante (lijekove), kao i radnici u
tvornicama kemikalija poput pesticida.

Okolisni kontaminanti, lijekovi, sastojci hrane, i dr., ¢esto mogu smanjiti sposobnost enzima da
metaboliziraju ksenobiotike. Mehanizmi uklju¢uju kompetitivnu ili nekompetitivnu inhibiciju enzima, vezanje za
kofaktore ili utjecaj na njihovu sintezu ili razgradnju, itd. Npr., sastojci grejpa inhibiraju neke citokrome P450, CO
ili cijanid se veZu za Fe** hema u citokromima, kobalt ili olovo mogu inhibirati sintezu hema, i sl. Etanol je
kompetitivni inhibitor razgradnje metanola alkohol dehidrogenazom jer ima veci afinitet za enzim.

Varijacije neuroendokrine funkcije pod utjecajem cirkadijalnog ritma (tzv. unutarnji sat u hipotalamusu
koji prilagodava stanje organizma dnevnim i sezonskim varijacijama svjetla i mraka u okoliSu razdvajajuci
katabolicke i anabolicke procese) takoder mogu utjecati na aktivnost pojedinih metaboli¢kih enzima (npr.
glutation S-transferaza).
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ENZIMSKE REAKCIJE | FAZE
Reakcije | faze ukljucuju: reakcije oksidacije, redukcije te hidroliticke reakcije. U nastavku ¢e detaljnije biti opisani

samo najznacajniji metabolic¢ki enzimi svake skupine.

Reakcije oksidacije i redukcije
Enzimi koji ih provode ukljucuju citokrome P450, monooksigenaze ovisne o flavinu, dioksigenaze, amin oksidaze,
alkohol dehidrogenaze, aldehid dehidrogenaze, aldo-keto reduktaze, ksantin i aldehid oksidazu, peroksidaze,
NAD(P)H-kinon oksidoreduktaze, i dr.
Citokromi P450
Ovo je najvaznija skupina enzima u metabolizmu stranih spojeva i tocniji naziv im je: monooksigenaze ovisne o
citokromu P450. Smjesteni su u endoplazmatskom retikulumu i sastoje se od dva enzima: NADPH-citokrom P450
reduktaze (flavoprotein reduktaza) i citokroma P450 s hemom (porfirinska jezgra & Fe ) kao kofaktorom. ®
Princip djelovanja:

NADPH — NADP*

RH + O, » ROH + H,0
citokrom P-450
ROH RH
} e
Fe (0" )(RH) Fe'' (RH)
H,O
o
Fe" (0, )(RH) Fe' (RH)

Fe' (0,)(RH)

Fe" (02)(RH)

Pojasnjenje kataliti¢kog ciklusa: oksidirani citokrom P450 (Fe®*) se povezuje s toksikantom u kompleks; NADPH
daje elektron flavoprotein reduktazi, koja zatim reducira nastali kompleks (Fe**). Drugi elektron iz NADPH preko
iste flavoprotein reduktaze (ili preko citokroma b5 uz citokrom P450 reduktazu ili citokrom b5 reduktazu) reducira
molekularni kisik, pri ¢emu nastaje kompleks tzv. aktiviranog kisika, spoja i citokroma P450. Dolazi do prijenosa
aktiviranog kisika na toksikant uz nastanak oksidiranog produkta, dok dva elektrona ostaju na drugom atomu
kisika koji uz dva protona daje molekulu vode.

Snazna oksidacijska mo¢ 'aktiviranog kisika' omogucava oksidaciju Sirokog opsega supstrata. Jedino zajednicko
strukturno svojstvo toksikanata koje metabolizira ovaj enzimni kompleks je velika lipofilnost. Specificnost za
supstrate je vrlo mala. Postoji veci broj izoenzima citokroma P450 (60ak kod ljudi; oznacavaju se kraticama
CYP2B1, CYP3A4, itd.) koji kataliziraju niz razli¢itih reakcija. Isti spoj s razli¢itim izoenzimima moZe dati razliCite
produkte (npr. benzo[a]piren). Znacajno svojstvo im je i inducibilnost tj. povecana sinteza potaknuta izloZzenoséu
stanice spojevima koje mogu metabolizirati. ®
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Primjeri oksidativnih reakcija kataliziranih citokromima P450:

Alifatska hidroksilacija

H
Aromatska hidroksilacija © ©/@
[—" -

Epoksidacija
@)
@)
—_— > / \ —_— >
R R R
@)
SN - - -
Dealkilacija heteroatoma (N, O, S) R CHs R CH;=0
(,)H
N-hidroksilacija _NH _N
O @]
@)
o S d
Sulfoksidacija R/ \R —_— R/ \R
Deaminacija R NH, —— R—C\/ + NHs
H
i i
Desulfuracija R—l?—R — R—FP—R +'S
& &
X
Dehalogenacija | %)

R—G—H ——= R—C_ + HX

"’

Kod reduktivne biotransformacije uz citokrom P450 elektrone prima supstrat, a ne kisik, te su ovakve reakcije
moguce jedino u uvjetima niskog parcijalnog pritiska kisika (poput uvjeta rasta crijevne mikroflore). Primjeri:

Azo redukcija
R;—N=N—TR,

Aromatska nitro redukcija ©/ ©/

Reduktivna dehalogenacija

NH2 + Rz— NH2

R—?—X — R—(]:—H +
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Najc¢eséa bioaktivacijska reakcija citokromima
P450 je uvodenje epoksida na dvostruku vezu. Epoksidi su GS
reaktivni elektrofilni spojevi koji s nukleofilima stvaraju NH,—DNA, proteini...
kovalentne veze. Ako je nukleofil (npr. SH, NH, OH i sl. o
skupine) dio vazne makromolekule poput DNA, proteina, i H—DNA, proteini...
sl., nastala biokemijska lezija moZe dovesti do razlicitih
patoloskih promjena, ukljucujudi rak.
Oksidativnom dehalogenacijom takoder mogu nastati elektrofili. Npr., iz kloroforma oksidacijom preko
nestabilnog triklorometanola nastaje fozgen koji je snazan alkilirajuéi agens zbog elektrofilnog atoma ugljika:

CHCl; — CCIsOH — CI-CO-Cl
Reduktivhom dehalogenacijom specifi¢nih halogeniranih alifatskih spojeva mogu nastati slobodni radikali:
CCly;+ e — «CCl3+CI™

Dodatni primjeri bioaktivacije citokromom P450 nalaze se u prezentacijama predavanja. ®

Monooksigenaze koje sadrze flavin

Flavin monooksigenaze (najmanje pet izoenzima, FMO1-FMOS5) su smjeStene u endoplazmatskom retikulumu, a
ime su dobile zbog ¢injenice da sadrze FAD kao kofaktor. Obi¢no kataliziraju reakcije oksidacije (reduciraju FAD uz
NADPH, prenose elektrone na molekulu kisika uz nastanak vode i prenose atom kisika na supstrat) na N, S ili P
atomu organskih molekula, ali i anorganskih tvari (jod, jodid, jodati, sulfidi, tiocijanati, selenidi, itd.), pri cemu
mnoge od ovih reakcija provodi i citokrom P450, npr.:

N-oksidacija R—N - R—I\ll—Rz
! 1
HOH
/ )\IH /
—
S-oksidacija RSH —— RSSR RSSR —— RSSR
AN Na
7" s - NsoH
—
e /NH
P-oksidacija Ph P|h
P—CH; ——= O=P—CH,
/
Ph Ph

Amin oksidaze

Monoamin oksidaze (izoenzimi MAO A i MAO B, te SSAO - amin oksidaza osjetljiva na semikarbazid), diamin
oksidaze (DAO) i poliamin oksidaze (PAQO), dovode do oksidativne deaminacije (MAO i PAO: isti princip kao kod
gornjeg primjera oksidativne deaminacije citokromom P450, osim Sto atom kisika potjece iz vode; FAD je kofaktor
koji se najprije reducira, a zatim reoksidira redukcijom molekule kisika u H,0,; DAO i SSAO: Cu kao kofaktor).
Glavna uloga ovih nemikrosomalnih enzima (smjestenih u mitohondrijskoj membrani) je razgradnja endogenih
biogenih amina (adrenalin, dopamin, histamin, serotonin, itd.) ®, ali mogu metabolizirati i strane spojeve s amino
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skupinom ili biogene amine iz hrane (dopamin, fenetilamin, histamin, tiramin, itd.), te znacajno pridonose
razgradnji amina apsorbiranih iz hrane u stanicama crijevne sluznice (ucinak prvog prolaza).

Oksidacijsko-redukcijski sustavi za alkohole, aldehide i ketone
Uklju€uju enzime poput aldo-keto reduktaza te alkohol i aldehid dehidrogenaza:

? NADPH c|)|_I
Aldehid/keton reduktaza R/C\ R—C —H
O NAD*
Aldehid dehidrogenaza R—C// —_ = R_Cﬁ
“H “oH
o P
Alkohol dehidrogenaza R—C —H ﬂ» R—C//

; pt

Ostali vazni enzimi u oksidoredukciji toksikanata i njihovih produkata

Ksantin oksidaza i aldehid oksidaza. Oksidiraju ksantine uz nastajanje keto skupine (npr. pretvorba ksantina u
mokracnu kiselinu), ali i druge spojeve uz oksidaciju karbonilne u karboksilnu skupinu, i sl. ®

Superoksid dismutaza (SOD). Katalizira pretvorbu superoksid radikala (O, +) u molekularni kisik i vodikov peroksid.
® Superoksid anion nastaje i endogeno (prijenosom jednog elektrona na molekularni kisik), npr. u respiratornom
lancu, ili ga proizvode fagociti tijekom imunoloske reakcije.

Katalaza (CAT) razgraduje vodikov peroksid. ® Moze provoditi i tzv. peroksidativnu reakciju (oksidacija alkohola,
formaldehida i sl. spojeva): RH, + H,0, 2 R+ 2 H,0

Glutation peroksidaze (GPX) uz glutation kao kofaktor reduciraju organske perokside i vodikov peroksid. ®
NAD(P)H kinon oksidoreduktaze (NQO) kataliziraju redukciju kinona u hidrokinone. Polovi¢na redukcija kinona
(NADPH citokrom P450 reduktazom) daje reaktivne semikinon radikale koji izazivaju oksidativni stres reakcijom s
O, ¢ime stvaraju reaktivne vrste kisika. ®

Prostaglandin H sintetaze ili ciklooksigenaze (COX). Sastavni su dio puta biosinteze prostaglandina, ali mogu
oksidirati i neke toksikante (npr. paracetamol, benzo[a]piren).

Peroksidaze (tiroidna peroksidaza, eozinofilna peroksidaza, mijeloperoksidaza, laktoperoksidaza, i dr.). Takoder
razgraduju vodikov peroksid i organske (lipidne) perokside, uz opéu reakciju: ROOR’ = R-OH + R’-OH ®

Reakcije hidrolize
Relevantni enzimi ukljucuju karboksilesteraze, epoksid hidrolaze, paraoksonaze (hidroliziraju estere fosfatne
kiseline, tzv. paraoksone, laktone, i slicne molekule ®), peptidaze, kolinesteraze (najpoznatiji predstavnik,
acetilkolinesteraza (AChE), hidrolizira acetilkolin koji je vazna signalna molekula u Zivéanom sustavu ®, ali ovaj i
srodni enzimi mogu hidrolizirati i velik broj slicnih spojeva), alkalne fosfataze (hidroliziraju fosfatnu skupinu
spojeva ®).

Epoksid hidrolaze

Kataliziraju hidraciju aren oksida i alifatskih epoksida. Elektrofilni epoksidi nastaju biotransformacijama koje
provode citokromi P450. Hidracijom nastaju dioli koji su manje elektrofilni i time manje reaktivni od epoksida.

HO
! " 0 SN
HOH L
J=0" A=
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Postoji mikrosomalni (vezan za ER) i citosolni oblik epoksid hidrolaza koji se nadopunjuju po specificnosti za
supstrate. Na prije spomenutom primjeru benzo[a]pirena je zapravo utvrdeno da su najreaktivniji metaboliti (u
smislu nastanka tzv. DNA adukata tj. sposobnosti vezanja za DNA) diolepoksidi, koji nastaju naizmjenic¢nim
reakcijama epoksidacije i hidrolize epoksida. Najreaktivniji su ni koji nastaju u tzv. 'zaljevskom podrucju' (C7-C11)
molekule).

Karboksilesteraze
Oslobadaju COOH skupinu uz nastajanje amina, alkohola i tiola koji se dalje konjugiraju. Kataliziraju tri skupine
reakcija:

}) HOH

Hidroliza estera R—C _ > R—C}) + R;—OH

“OR, “oH
A HOH

Hidroliza amida R—C —R—C + R1—NH;
“NHR, H

A HOH

Hidroliza tioestera R—C —R-C + R1—SH

SR, “oH

ENZIMSKE REAKCIJE |l FAZE
Za provedbu ovih biosintetskih reakcija (izmedu endogenih molekula i stranih tvari) je potrebna energija sto se

postize aktivacijom kofaktora (u jednom slucaju i supstrata) u visokoenergetske meduprodukte. Nastali konjugati
izluCivanje putem Zuci (glukuronidi, glutationski konjugati) ili urina (glukuronidi, sulfati, aminokiselinski konjugati,
glutationski konjugati). Konjugati su supstrati hidrolitickih enzima crijevne mikroflore (vidi odlomak o
enterohepatskom ciklusu u poglavlju IZLUCIVANIE U ZUCI) ili su nestabilni te se raspadaju (npr. uslijed kiselog pH
urina).

Glukuronoziltransferaze

R-OH
Provode najvazniju konjugaciju kod sisavaca. Nalaze
se u ER-u nasuprot vecini enzima Il faze. COOH NH
. L 0

UDP-glukuronoziltransferaze UGT kataliziraju Ho/y/

kg" du gluk kk'(l') . "o 4A\(I)I i |
reakciju izmedu glukuronske kiseline (povezane na OH O—P —O—P—0 o N (e}
visokoenergetski nukleotid UDP) i funkcionalne | |

. OH OH
skupine akceptorske molekule.

Reakcije koje ovi enzimi kataliziraju mogu se OH \

podijeliti prema tipovima glukuronida koji nastaju OH

napadom nukleofilnog atoma toksikanta (O, N, S, C) na elektrofilni C atom u molekuli glukuronske kiseline. ®

|
O-glukuronidi G—O—C— alkoholi (G—O—C— karboksilne kiseline
|
G—O—N— G—NH—Ar
N-glukuronidi | N-hidroksi spojevi arilamini
G—NH—C—0— G—NH—SO,—
karbamati sulfonamidi

|
O
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S-glukuronidi G—S—Ar ariltioli G—S—C— (itiokarbaminska kiseline

§

C-glukuronidi | 1,3-dikarbonili (uzrokuju nukleofilni C-atom)
G—ﬁH
70

Glukuronidni konjugati ponekad mogu biti reaktivne molekule (npr. acil-glukuronidi iz Voltarena).
Glukuronidacija ima i neizravnu ulogu u metabolickoj aktivaciji jer se neki toksikanti u obliku glukuronida
transportiraju do mjesta djelovanja, gdje se razgraduju uz nastajanje reaktivnih spojeva. Aromatski amini se uz
citokrome P450 prevode u karcinogene N-hidroksiarilamine. Ovi uz UGT daju N-glukuronide koji se transportiraju
u mokraéni mjehur gdje se spontano, u kiselom urinu, oslobadaju N-hidroksiarilamini koji su nestabilni te se mogu
razgraditi u reaktivne elektrofile.

HN-OH quc—N—OH
mtokrom P450 “
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||| T
krv - - =
. Tt |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
urin
quc—N—OH HN~OH
©5 — \
G
y
+

reaktivni arilnitrenij ion

Sulfotransferaze

SULT izoenzimi prenose anorganski sulfat na OH (fenoli, alkoholi) ® i NH,-skupine (alifatski i aromatski amini,
hidroksilamini) toksikanata (nukleofilni atomi toksikanta napadaju elektrofilni atom S u sulfatu). Kofaktor je PAPS
(3’-fosfoadenozin-5’-fosfosulfat).

NH,
R-OH
N7 SN
A? N
AN o— 0—S=0
& b
HO

OPOy

Konjugati toksikanata sa sulfatom su ponekad nestabilni pa se razgraduju uz nastanak reaktivnih
produkata. ®
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Metiltransferaze

Ovi enzimi (MT) su vazni u metabolizmu endogenih spojeva, pa ce slicnost tim supstratima uvjetovati
metabolizam ksenobiotika. Metilacija maskira funkcionalnu skupinu (OH (fenoli, alkoholi), NH, (alifatski i
aromatski amini) i SH-skupine), te smanjuje topljivost u vodi i daljnju konjugaciju. Prednost je smanjenje
reaktivnosti nastalih spojeva. Enzimi su N-metil, S-metil i O-metil transferaze. Primjerice, katehol O-metil
transferaza (COMT) je enzim koji razgraduje endogene i strane spojeve s kateholaminskom gradom poput
neurotransmitera dopamina, adrenalina, noradrenalina, ili flavonoida. N-metil transferaze sudjeluju u
biotransformaciji nikotina i histamina, dok As3MT metilira anorganske spojeve arsena. ® Metilna skupina se na
toksikant prenosi s visokoenergetskog kofaktora S-adenozil metionina (SAM; S odvladi elektrone, pa se zapravo
prenosi CHs").

NH,
P N R-OH
N
I
\N N |/\/‘\
S/ COOH
HO

OH

N-acetil transferaze

Ovo je jos jedan primjer maskiranja funkcionalne (NH,) skupine ® i glavni put biotransformacije alifatskih i
arilamina, hidrazina (R-NH-NH,), sulfonamida (R-SO,-NH,), i dr. Kofaktor NAT je koenzim A (nukleofilni atom
dusika toksikanta napada elektrofilni C atom acetilne skupine).

R-NH,

COA—S~~~CO—CHj

Primjer bioaktivacije ovim enzimima pregradnjom nastalih acetiliranih toksikanata: ®

N-acil transferaze

VrSe konjugaciju toksikanta s aminokiselinama formiranjem amida izmedu COOH skupine toksikanta (npr.

aromatske i heterociklicke karboksilne kiseline, ariloctene kiseline, itd.) i NH, skupine jedne od endogenih
o aminokiselina (kod ljudi: glicin, glutamin, taurin (NH,-CH,-CH,-SO;", za

R—C// konjugaciju Zucnih kiselina); kod ptica i reptila: ornitin, i dr.). ® Dvije
1:_/_\ osnovne reakcije su:
SCOA CllOOH )

H,N—CH 1-aktivacija toksikanta u tioesterski derivat koenzima A (uz ATP-ovisne
kiselina-CoA ligaze) i 2-prijenos acila tioestera koenzima A na amino skupinu
aminokiseline (uz N-acil transferaze).

Glutation S-transferaze
GST enzimi kataliziraju pocetni korak u stvaranju derivata N-acetilcisteina (to su tzv. merkapturne kiseline),

gama-glutamil
transpeptidaza

povezivanjem nukleofilne SH-skupine Glu—Cys—Gly

glutation S-transferaza

GSH s elektrofilnim atomom spojeva. RX + GSH >

Glutationski konjugati se zatim cijepaju i Ha /O
na derivate cisteina, koji se zatim 4
C)l/s—G|y cisteinil Cys

acetiliraju te nastaju konjugati N- gicinaza 7~ Nacetivansleraza = NH

acetilcisteina. Nalaze se i u citosolu i u i i C)l/S
I

ER-u. Velika je vaznost nukleofilnih
reakcija koje kataliziraju glutation S- i
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transferaze. Citokromi P450 Cesto stvaraju jako reaktivne elektrofilne spojeve koji se mogu kovalentno vezati za
razlicite makromolekule stanice, ili se mogu vezati za GSH. ® Kod visokih doza ksenobiotika moZe doci do
iscrpljivanja zaliha GSH, pa gomilanje elektrofila dovodi do toksi¢nih ucinaka (uoceno u slucaju paracetamola,
brombenzena, itd.).

Osim kataliziranja reakcije izmedu toksikanta i GSH, glutation S-transferaze mogu vezati elektrofile na
povrsinu enzima (Sto moZe i ne mora inhibirati kataliticku aktivnost enzima) ili aktivno mjesto enzima (stvaraju se
kovalentne veze koje inhibiraju enzim), ¢ime se sprijeCava vezanje elektrofila za nukleofilna mjesta vaznih
makromolekula. Ova ‘ligandinska’ aktivnost nekih izoenzima GST predstavlja dodatni detoksikacijski mehanizam.

Konjugacija 1,2-dihaloetana sa GSH je primjer bioaktivacijske reakcije katalizirane GST-om:

Wr /\/Br
Br ( — G§ — GS&

7

Tiosulfat S-transferaza
TST ili rodaneza je lokalizirana u mitohondrijima i provodi detoksikaciju cijanida (cijanid nastaje uobicajenim
stani¢nim metabolizmom (npr. razgradnjom vitamina B;,), a ima ga i u hrani (tzv. cijanogeni glikozidi u gorkim
bademima, sijerku, kasavi, itd.) i duhanskom dimu) po reakciji:

CN™ + S,05° — SCN™ + SO5*
Atom S se prenosi s tiosulfata na cijanid, pri ¢emu nastaje znatno manje toksicni tiocijanat.
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IZLUCIVANJE TOKSIKANATA

Fizikalno-kemijska svojstva tvari i metabolita su najvaZnije odrednice nacina i brzine izlucivanja. Najvise se
toksikanata izlucuje preko bubrega (urinom). Nesto toksikanata se izlucuje preko jetre u Zuci (DDT, Pb), dok se
plinovi (CO) i neke hlapljive tvari (dimetilselenid, kloroform) izlucuju preko pluéa. Vrlo male koli¢ine se izlucuju
putem ostalih tjelesnih izlu¢evina (znoj, mlijeko, suze, probavni sokovi, sjemena tekudina).

Tvari koje su u pocetnom obliku hidrofilne se odmah mogu izluciti putem Zudi ili urina. Ostale tvari se
prethodno biotransformiraju u vodotopljive oblike. Nastaju konjugati koji su hidrofilni i Ciju ekskretornu sudbinu
odreduju transportni proteini koji im omogudavaju prijelaz preko stani¢nih membrana te ih usmjeravaju prema
urinu ili Zu¢i. Mogudi putevi izlu€ivanja toksikanta konjugiranog u stanicama jetre su: hepatocit --> krv --> bubrezi
(urin) ili hepatocit --> Zu¢ --> tanko crijevo (feces). Veli¢ina molekule utjece na put izluCivanja te ¢e se konjugati
spojeva veée molekulske mase uglavnom izlucivati putem Zuci:

Udio ukupno
izlucene koli¢ine (%)

Spoj Mr Urin Zuc
Bifenil 154 80 20
4-Monoklorobifenil 188 50 50
4,4'-Diklorobifenil 223 34 66
2,4,5,2',5'-Pentaklorobifenil 326 11 89
2,3,6,2',3',6',-Heksaklorobifenil 361 1 99

Zivotno doba, spol, zdravlje, genetski polimorfizmi, prehrana, i okoli$ni faktori mogu utjecati i na
izluCivanje ksenobiotika. Starija Zivotna dob, bolest ili ostecenje jetre ili bubrega slabe bilijarnu odnosno urinarnu
ekskreciju. Ekskretorni sustavi jetre i bubrega (npr. sustavi aktivhog transporta) nisu potpuno razvijeni kod
novorodencadi, Sto, u vecini slucajeva, podrazumijeva vecu toksicnost nekih tvari nego za odrasle. Genetske
varijacije mogu, npr., utjecati na kapacitet sustava aktivnog transporta toksikanata, ali ve¢ se i razlike u
metabolizmu stranih tvari mogu odraziti na izlu€ivanje. Metaboliti mogu biti reaktivni spojevi koji ¢e se duze
zadrZati u organizmu zbog interakcija s tkivnim sastojcima ili mogu koristiti drukcije puteve izluéivanja. Utvrdena
je razlika u brzini izluCivanja antipirina kod neidenti¢nih, za razliku od para identi¢nih blizanaca. Jacanje
ekskretorne funkcije jetre je utvrdeno nakon tretiranja s nekim tvarima (fenobarbital) koje induciraju
biotransformacijske enzime $to povecdava tok zZuci i izluCivanje pojedinih
toksikanata. Slicno (indukcijom ili inhibicijom metabolickih enzima)
djeluju tvari iz hrane i okolisa. Primjerice, spojevi iz grejpa inhibiraju
citokrome P450 i/ili P-glikoprotein $to moze znacajno usporiti izluéivanje
nekih toksikanata.

1ZLUCIVANJE URINOM
Toksikanti se mokraéom izlu€uju istim mehanizmima kojima se preko

bubrega izluCuju produkti metabolizma, a koji ukljuc¢uju: glomerularnu
filtraciju, tubularno izluCivanje i tubularnu reapsorpciju. Osnovna
strukturna jedinica bubrega je nefron koji se sastoji od glomerula i tubula
(na slici).

Glomerularna filtracija
Kroz pore glomerularnih kapilara ® prolaze molekule sa Mr manjom od
60000. Proteini plazme i toksikanti vezani za njih ostaju u plazmi, dok

20% slobodnog oblika toksikanta odlazi sa 20% vode plazme u filtrat.
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Tubularno izlucdivanje
Stanice tubula bubrega imaju nekoliko sustava aktivnog transporta (smjer: krv --> stanice tubula --> glomerularni
filtrat tj. urin), medu kojima su najvazniji transporteri organskih aniona tj. kiselina (OAT), transporteri organskih
kationa tj. baza (OCT), OATP (koji transportiraju anione, katione i neutralne molekule), MRP, BCRP proteini te P-
glikoprotein. ® Ovi sustavi su ogranicenog kapaciteta i relativno niske specificnosti, te se razliciti spojevi natjecu
za njih. Penicilin se izluCuje sustavom za organske kiseline, pa je za vrijeme 2. svjetskog rata trazena kiselina
(probenecid) koja ¢e se natjecati s penicilinom za renalnu ekskreciju, da bi se time produZio njegov poluZivot i
djelovanje. Takoder, ovi transportni sustavi prepoznaju metabolite i konjugate koji nastaju biotransformacijskim
reakcijama.

Obzirom na vrlo brzu disocijaciju toksikanta s proteina plazme (uslijed smanjenja koncentracije slobodnog
oblika toksikanta u plazmi), i strane tvari koje imaju visok afinitet vezanja za ove proteine se mogu
(glomerularnom filtracijom i tubularnim sustavima aktivnog transporta) gotovo potpuno ukloniti iz krvi jednim
prolaskom kroz bubreg.

Tubularna reapsorpcija

Glomerularni filtrat na putu prema mokra¢cnom mjehuru prolazi kroz tubul u kojima se odvijaju procesi
reapsorpcije. Ovi ukljuuju aktivni transport vaznih hranjivih tvari (npr. glukoza, aminokiseline, voda, Na*, CI') koje
mogu koristiti toksikanti slicne grade. ® Primjerice, ohratoksin A koristi OAT5 nosaC za reapsorpciju iz
glomerularnog filtrata. Upravo bi koncentriranje ovog mikotoksina u stanicama tubula moglo objasniti njegov
nefrotoksi¢ni ucinak. Pinocitozom se reapsorbiraju male molekule proteina koje su prosle pore glomerula. Ovako
se reapsorbira kompleks metalotioneina i Cd (vidi RASPODJELA TOKSIKANATA), Sto je moZda povezano s
nefrotoksi¢noscu Cd. Takoder, lipofilne tvari se mogu reapsorbirati difuzijom kroz stijenke stanica tubula u krv. Na
lipofilnost organskih kiselina i baza utjece pK, funkcionalnih skupina i pH urina. ® Opéenito ¢e se bazi¢ni toksikanti
izluCivati (tj. nece se reapsorbirati) kad je urin kisel, dok ¢e se kiseli spojevi jace izlucivati kad je urin alkali¢an.
Fenobarbital (pK,=7,2) ¢e se reapsorbirati u kiselom urinu (nedisocirana karboksilna skupina: R-COOH), dok ¢e se
izlucivati kod luznatog pH urina (R-COO"). Stoga se trovanje istim lijeci alkalizacijom urina sa NaHCOs;. Na slici su
adekvatni primjeri salicilne kiseline i amfetamina.

membrana stanica tubula membrana stanica tubula

plazma luznati urin plazma kiseli urin
pH 7,2 pH 7,8 pH 7,2 pH 5,6
OOH
reapsorpcija NHz reapsorpcija /C
< <
H
00~ NH3

SOoH

izlu€ivanje izlu€ivanje
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IZLUCIVANJE U Zucli

Krv iz probavnog trakta prolazi kroz jetru prije ulaska u sistemsku cirkulaciju. Protok krvi kroz jetru je sporiji od

protoka u drugim organima Sto lipofilnim sastojcima apsorbiranim u probavnom traktu daje dovoljno vremena za
aktivni transport (prvenstveno OAT, OCT, OATP) ® ili difuziju preko stanicnih membrana hepatocita. Time se
uklanjaju toksikanti iz krvi i sprijeCava njihova raspodjela u druge dijelove tijela. Jetra je i glavho mjesto
metabolizma toksikanata, pa se nastali metaboliti i/ili konjugati mogu izluciti izravno u Zuc ili u krv odakle
dospijevaju do bubrega, te se izlu¢uju u urin. Zu¢ se skuplja u Zuénom mjehuru i izluéuje u tanko crijevo. U
idealnom slucaju, ti toksikanti nastavljaju put do debelog crijeva, te se izlucuju fecesom.

Postoje tri razreda tvari koje se izlu€uju u Zuc (podjela prema odnosu koncentracija u Zuci i plazmi):

1 Na, K, glukoza, Cd, Hg, Cs, Co, ...

>1 \ Zucne kiseline, bilirubin, Pb, As, Mn, ...

Odnos koncentracija u treéoj skupini je obi¢no izmedu 10 i 1000, te upucuje na aktivni transport (bilirubin: Zutica
se Cesto javlja nakon ostecenja jetre). Ovdje vaznu ulogu imaju transportni proteini poput P-glikoproteina, MRP
proteina, BCRP, itd. ® Utvrdeno je da polimorfizam gena koji kodiraju ove proteine znacajno utjece na potrebnu
terapijsku dozu nekih lijekova (ciklosporin A: zbog manje ekspresije djelatnog P-glikoproteina u jetri sporije je
izluc¢ivanje lijeka). Medutim, tvar ne mora biti visoko koncentrirana u Zuci da bi njena bilijarna ekskrecija bila
vazna. Primjerice, Hg se ne koncentrira u Zudi, ali je to glavni put izlu¢ivanja Hg.

Zu¢ se moze smatrati glavnim putem izlu¢ivanja velikih molekula (za razliku od urina) i konjugata koji
nastaju biotransformacijom toksikanata.

IzluCivanje toksikanata putem Zuci moze usporiti tzv. enterohepatski ciklus do kojeg dolazi djelovanjem
intestinalne mikroflore koja, izlu€ivanjem enzima u svoje okruzje, moZe hidrolizirati razlicite konjugate nastale
biotransformacijom. Obnova lipofilnog karaktera toksikanta omogucuje reapsorpciju u crijevima:

hidroliza djelovanjem crijevne mikroflore

oH o COO

—_— —_— HO H
faza | faza ll

OH

hidrofobni polarni spoj konjugat = hidrofilni spoj
i.e. lipofilni spoj

\ J N J
Y Y

DIFUZIJA PREKO STANICNIH MEMBRANA IZLUCIVANJE PUTEM URINA | ZUCI

Npr., glukuronidi izluéeni u Zuci su supstrati B-glukuronidaze (koja hidrolizira vezu izmedu glukuronske kiseline i
toksikanta). Crijevna mikroflora ima ovaj enzim, pa je moguce oslobadanje toksikanta iz konjugata i reapsorpcija
difuzijom nakon koje toksikant ponovno dospijeva u jetru itd.

«— Jjetra ——_
Zué¢ —, __» krv
tanko crijevo
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Enterohepatsko kruzenje moZe znatno produfziti vrijeme zadrZavanja toksikanta u organizmu te se kod lijecenja
trovanja nekim tvarima nastoji prekinuti ciklus radi ubrzanja eliminacije. Npr., kod trovanja metilzivom (koja se
kompleksira s glutationom i reapsorbira sustavima aktivnog transporta u stanicama Zucne vrecice Sto Cini
varijantu kruZenja, tzv. bilijarno-hepatski ciklus) se oralno daje politiolna smola koja na sebe veie metilzivu pri
¢emu ne dolazi do reapsorpcije.

OSTALI PUTEVI IZLUCIVANJA
Izlu€ivanje izdahnutim zrakom

Pluéima se u prvom redu izluCuju tvari koje su u plinovitoj fazi na temperaturi tijela, te isparljive tekuéine u
ravnotezi sa svojom plinovitom fazom. Koli¢ina tekucine koju izluce pluca je u vezi s njenim pritiskom para
(prakticna primjena ovoga: alko-test). Difuzija je osnovni princip uklanjanja, pri ¢emu bolja topljivost u krvi
podrazumijeva sporije izluCivanje (npr. kloroform). Eliminaciju hlapljivih spojeva usporava i odlaganje jako
hidrofobnih supstanci u masno tkivo. Zato se anestetik halotan moZe naci u dahu i nekoliko tjedana nakon

anestezije).

IzluCivanje fecesom
Osim u Zuci, toksikant se moze izluCiti preko probavnog trakta, te eliminirati putem fecesa jer: nije potpuno
apsorbiran nakon oralnog unosa, izlucen je slinom, Zelu¢anim ili sekretornim fluidima crijeva, izlu¢evinama
gusterace, ili je uklonjen iz diSnog sustava transportom do usta, te je progutan. Smatra se da je aktivni transport
jako lipofilnih spojeva u crijevima glavni put njihova uklanjanja.

IzluCivanje cerebrospinalnom tekuéinom
Toksikanti topljivi u mastima prolaze preko barijere krv-cerebrospinalna tekuéina pasivhom difuzijom, ostali
aktivnim transportom. Vise o ovoj barijeri u podpoglavlju BARIJERE RASPODJELI TOKSIKANATA.

IzIu€ivanje mlijekom
Vazno zbog mogucnosti prijenosa toksikanata od majke djetetu koje se doji takvim mlijekom, te mogucnosti
prijenosa s Zivotnja koje daju mlijeko na ljude. Izlu¢ivanje u mlijeko se odvija obi¢cnom difuzijom (pH je oko 6,5, nizi
od pH plazme, te viSe baza ostaje u mlijeku. Organske kiseline su najve¢im dijelom neionizirane, te difundiraju
van. Zbog 3-5% masti u mlijeku ono koncentrira hidrofobne toksikante (poliklorirani bifenili, dioksini, pirolizidinski
alkaloidi i mnogi drugi) i moze biti glavni put njihovog izlu¢ivanja. Takoder nakuplja metale slicne Ca poput olova.

IzluCivanje u znoju
Toksikanti u znoj dospijevaju difuzijom neioniziranog oblika. Ovakvo izlucivanje je koli¢inski od vrlo malog znacaja.
Neki toksikanti u znoju mogu izazvati dermatitis.
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TOKSIKOKINETIKA

Toksikokinetika oznacCava pracenje kretanja stranih tvari u tijelu tj. apsorpciju, raspodjelu, metabolizam i
izluCivanje, te daje korisne informacije o nacinu dospjeca toksikanta na mjesto djelovanja. Naglasak ovog poglavlja
je na kvantitativnim aspektima toksikokinetike tj. mjerljivim parametrima bitnim za procjenu rizika. Model koji
dobro prezentira ove parametre je prikazan dolje.

ekstravaskularni krv
prostor

Toksikantu se nakon apsorpcije koncentracija u krvi uravnotezuje s koncentracijom u tkivima i organima. Volumen
odjeljaka u koji se toksikant raspodijeljuje se izrazava tzv. volumenom distribucije. Jadina izlaznog protoka se
naziva klirensom (eng. clearance).

_ Ay
C

A, je kolicina toksikanta u tijelu (doza), C je koncentracija u krvi (plazmi). V4 (izrazava se u L po kg tjelesne tezine)

Volumen distribucije Vd

je prividni volumen jer je rije¢ o volumenu potrebnom za homogenu raspodjelu tvari u koncentraciji utvrdenoj u
krvi. Stoga V4 ponekad moze biti znatno veéi od ukupnog volumena tjelesnih tekucina i tkiva, ukoliko je tvar
visestruko koncentriranija u ekstravaskularnim tkivima tj. nije homogeno rasporedena. Toksikanti koji se gotovo u
potpunosti zadrzavaju u krvi (slobodni i vezani za proteine plazme) imaju minimalni V4 koji je gotovo jednak
volumenu krvnog odjeljka. Primjerice, V4 hidrofilnog aspirina je 11 L/70 kg, a lipofilnog klorokvina (nakuplja se u
masnom tkivu) 13000 L/70 kg.

brzina eliminacije
Klirens CL=
C

CL je mjera sposobnosti tijela da eliminira stranu tvar tj. kolicina krvi koja se u jedinici vremena ocisti od pojedinog

toksikanta (izrazava se npr. u L / min).

Vedina toksikanata ima klirens koji je konstantan u opsegu uobicajenih koncentracija tj. ne dolazi do
zasi¢enja eliminacije i brzina eliminacije je izravno proporcionalna koncentraciji (brzina eliminacije = CL - C). CL se
moze izracunati i iz tzv. AUC (area under the curve) vrijednosti ili povrsine ispod krivulje. Rije¢ je o krivulji
promjene koncentracije u krvi s vremenom:

C
u krvi

t

(e 0]
AUC se ekstrapolira prema beskonacnosti ~ AUC = IC .dt i CLraCuna prema jednadzbi
Doza =CL-AUC 0
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dc

Brzina eliminacije dt =k kinetika nultog reda

dC —k-C kinetika prvog reda

dt
C je koncentracija u krvi, t je vrijeme, a k konstanta (izraZzava se u kolicini po jedinici vremena, npr. ug/min). Kod
kinetike nultog reda odvija se promjena zadane koncentracije toksikanta u jedinici vremena. Kinetika prvog reda
podrazumijeva promjenu razine toksikanta koja je proporcionalna raspolozivoj koncentraciji kemikalije. Veli¢ine
koje opisuju brzinu eliminacije su konstanta brzine eliminacije k i vrijeme poluzivota ty,.

Vedina procesa koji sudjeluju u kretanju kemikalije u organizmu (difuzija, nosa¢ima posredovan aktivni

transport, metabolizam, izluCivanje) odvijaju se kinetikom prvog reda pri niskim koncentracijama.

Reakcije prvog reda se mogu opisati eksponencijalnim funkcijama, te jednadzba za eliminaciju supstance poprima
sljededi oblik:

k-
C=C,-e "
INC=InC, -kt
Co je pocetna koncentracija. Sredivanjem se dobije jednadzba pravca y = C + m'x, gdje y predstavlja ordinatu, x

apscisu, m je nagib krivulje, a C presjeciste ordinate. U toksikokinetici, graf In C : vrijeme daje nagib —k (za graf log
C:t, nagib je —k/2,303) i presjeciste C,.

C G InC
<— In Co
'\_k
t t
Klirens se takoder moze izracunati iz konstante brzine eliminacije jer k =
Vrijeme poluZivota CO =C. - e—k-tl,2

-0

i In2
12 ==

k

Vrijeme poluZivota predstavlja vrijeme potrebno da se koncentracija u krvi smanji na polovicu.

Kinetika nultog reda postaje vazna kod viSih koncentracija, pri ¢emu enzimi i proteini uklju¢eni u procese
aktivnog transporta i biotransformacije imaju ogranic¢eni kapacitet i mogu biti zasiceni, te poveéanje koncentracije
strane tvari nece povecati brzinu reakcija. To dovodi do nelinearne ili kinetike zasi¢enja.

Michaelis-Menten kinetika opisuje

v

ovakve procese. M-M konstanta (Ky) je v .C
_ max

koncentracija tvari kod koje je brzina eliminacije V ax V= K. +C

50% maksimalne tj. one kod koje je enzim 2 M

zasiéen (Ky je time mijera afiniteta enzima, pri

Ky C

¢emu niza vrijednost podrazumijeva vedi
afinitet). Pri vima (Mmaksimalna brzina eliminacije) su koncentracije strane tvari tolike da su zasi¢eni kapaciteti
enzima i transportnih proteina.
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kinetika nultog reda

kinetika prvog reda

Gornja krivulja prikazuje odnos koncentracije u krvi s vr.emenom za toksikant koji u organizmu pokazuje kinetiku
zasiéenja. Dok je koncentracija toksikanta niza od Ky, moZe se uociti kinetika prvog reda, dok se kod visih doza vidi
nelinearna eliminacija. Npr., visoka koncentracija nadmasuje kapacitet vezanja za proteine transporta i
metabolizma te se povecava koncentracija slobodnog oblika tvari u krvi. Etanol je primjer gdje brzo zasi¢enje
biotransformacije ogranic¢ava brzinu eliminacije te se konstantna koli¢ina biotransformira u jedinici vremena bez
obzira na kolic¢inu etanola u tijelu. Doza pri kojoj se brzina eliminacije mijenja iz kinetike prvog reda u kinetiku
zasi¢enja znaci da tijelo postupa s kemikalijom drukdije nego pri nizZim dozama, Sto mozZe biti razina pri kojoj
toksikant postaje opasan.

Km i Vmax S€ mogu odrediti iz krivulje prema jednadzbama:

InC=InCOe—\I/<ﬂ-t

M

KM — COa
In (COe - COa)

Coe je koncentracija kod t = 0 dobivena ekstrapolacijom linearnog dijela krivulje na ordinatu, a Cy, je izmjerena
koncentracija kod t = 0.

Modeliranje toksikokinetike najcesc¢e ukljucuje tzv. jednodjelni ili dvodjelni otvoreni sustav.
Jednodjelni otvoreni sustav podrazumijeva tijelo kao jedan odjeljak, pri ¢emu otvoreni znaci da se kemikalija
eliminira iz organizma. Rije¢ je o kinetici prvog reda jer se koncentracija smanjuje za polovicu u vremenu
poluZivota (ty;,), sve dok se sav toksikant ne ukloni.

InC

.k

ti2 t

Odnos koncentracija toksikanta u tkivu i plazmi je stalan, i jednom kad je poznat, koncentracija toksikanta u tkivu
se moze izracunati iz koncentracije u plazmi.
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Matematicki i fizioloski je prikladnije tijelo smatrati dvodjelnim otvorenim sustavom koji se sastoji od centralnog
odjeljka (plazmaiili krv) i perifernog odjeljka (ekstravaskularni prostor tj. ostala tkiva i organi).

diza

sredisnji periferni

odjeljak odjeljak

Ovaj model ukljuCuje sporije uravnoteZenje koncentracije izmedu srediSnjeg i perifernog odjeljka, te u

toksikokinetskim ispitivanjima treba uzeti u obzir brzine prelaska toksikanta izmedu ovih odjeljaka (opisane
konstantama ki, i k»1). ke je konstanta brzine eliminacije toksikanta iz sredisnjeg odjeljka. Tipi¢na krivulja poslije

intravenoznog doziranja je dana na donjem grafu:

InC

A
B

Linearni (terminalni) dio krivulje se ekstrapolira na ordinatu i presjeciste je tocka B koja predstavlja pocetnu
koncentraciju u jednom od odjeljaka. Nagib te krivulje je —B. Krivulja nagiba -a se dobije kao razlika izmjerene
koncentracije u krvi i one dobivene ekstrapolacijom gornjeg dijela krivulje. Presjeciste te krivulje je tocka A
(pocetna koncentracija u drugom odjeljku). Ove vrijednosti se mogu izracunati i linearnom regresijom podataka.
Konstante ki, kj1 i ke se racunaju na temelju gore dobivenih vrijednosti.

_a-B+p-A
o1 A+B
keI :a'ﬂ
Kyy
kip=a+ B —Ky —Ky

Ove konstante brzine daju uvid u relativni doprinos procesa raspodjele i eliminacije na C—t profil toksikanta.

Kinetika ponavljanog izlaganja
Ukoliko je vrijeme poluZivota kratko u odnosu na interval izmedu
izlaganja toksikantu, ovaj ¢e se skoro potpuno ukloniti za vrijeme tog
intervala. S druge strane, ako je poluZivot skoro isti ili veéi od intervala
ekspozicije, dosta toksikanta ostaje u tijelu prije drugog i daljnjih
izlaganja i toksikant ¢e se gomilati tj. dolazi do njegove kumulacije.
Kumulativna svojstva najcesée imaju lipofilne tvari koje se dugo

zadrZzavaju u masnom tkivu i organima bogatim lipidima (npr.

organoklorni pesticidi). Sklonost kumulaciji imaju i spojevi Zive, fluora, i
sl., koji stvaraju vrlo Cvrste veze s nekim tkivnim sastojcima, te se zato
slabo eliminiraju.
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TOKSIKODINAMIKA

Toksikodinamika opisuje mehanizme djelovanja toksikanta u organizmu, kao i vezu izmedu doze toksikanta i
toksi¢nog ucinka.

MEHANIZMI TOKSICNOSTI
Mehanizmi toksicnosti ukljuuju opis dopreme toksikanta na mjesto djelovanja, interakcije s ciljnim molekulama i

nacin na koji se organizam nosi sa Stetom. Poznavanje mehanizama je vazno zato $to omoguduje razumijevanje
simptoma i posljedica toksi¢nosti, predvidanje Stetnosti kemikalija, osmisljavanje nacina prevencije i/ili
neutralizacije Stetnog djelovanja, te razvoj lijekova, industrijskih kemikalija, aditiva, itd., koji su manje toksicni ili (u
slucaju pesticida) selektivno toksi¢ni. Otkrivanje mehanizama je unaprijedilo i znanja o mnogim temeljnim
fizioloSkim i biokemijskim procesima (popravak DNA, neurotransmisija, transkripcija, prijenos stani¢nog signala, i
dr.), kao i o podlozi patoloskih stanja poput raka, Parkinsonove bolesti, itd.

Pojednostavljeno, uobicajeni put izazivanja toksi¢nosti prikazan je na donjoj slici, pri ¢emu toksikant
dospijeva na ciljno mjesto, izaziva stani¢nu disfunkciju koja se ocituje kao toksi¢ni uc¢inak. Tetrodotoksin (iz riba
napuhaca), primjerice, koristi ovaj put do toksi¢nosti. Nakon dospije¢a do Na* kanala Zivéanih stanica (1) za koje se
veZe (2a), izaziva blokadu neurotransmisije Ziv€anih stanica (3) i paralizu misiéa. Nema sustava popravka koji

mogu sprijeciti pojavu ovih simptoma.

1
DOPREMA

2a 2b

INTERAKCIJA S PROMJENA
CILINOM BIOLOSKOG
MOLEKULOM OKRUZENJA

3

STANICNA
DISFUNKCIIA,
STETA

NEODGOVARAJUCI
POPRAVAK |
ADAPTACIJA

T
o
K
S
I
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Ponekad toksikant ne reagira sa specificnom ciljnom molekulom nego Stetno djeluje na biolosko okruzenje (2b)
koje rezultira toksi¢noséu. Npr., toksikanti mogu izazivati promjenu pH fizioloskih tekucina, talozZiti se u tubulima
bubrega sprijecavajudi stvaranje urina, i sl.

NajsloZeniji put do toksicne reakcije podrazumijeva dopremu strane tvari do mjesta djelovanja (1), nakon cega
moze reagirati s ciljnim molekulama (2a) i/ili mijenjati biolosko okruZenje (2b). Slijede ostecenja stanice i/ili njene
funkcije (3) koja adaptivnim mehanizmima potice sustave popravka, smanjene dopreme (npr. indukcija enzima i
ubrzani metabolizam toksikanta) i/ili kompenzacije disfunkcije. Ako ovi procesi ne funkcioniraju dobro ili Steta
toksikantom nadilazi kapacitet popravka (4), posljedica je toksi¢nost. Rak izazvan kemikalijama obi¢no ukljucuje
ovakav put u Cetiri koraka.

Doprema s mjesta izloZenosti na ciljno mjesto
Intenzitet toksi¢nog djelovanja ovisi o koncentraciji i vremenu zadrzavanja konacnog oblika toksikanta na mjestu
djelovanja. Konacni (ultimativni) toksikant je oblik koji reagira s endogenom ciljnom molekulom (receptor, enzim,
ionski kanal, lipid, DNA, i dr.) ili mijenja biolosko okruzenje, $to inicira strukturne i/ili funkcionalne promjene koje
rezultiraju toksicnoséu. Konacni toksikant moZze biti izvorni oblik toksikanta, metabolit ili reaktivne vrste kisika ili
dusika (viSe o reaktivnim vrstama kisika i duSika i oksidativnom stresu: OVDJE) koje nastaju tijekom
biotransformacije strane tvari ili njenim medudjelovanjem s bioloskim okruZenjem. Cesto i endogena molekula
(promijenjena ili ne) nakon interakcije s izvornim toksikantom zapravo predstavlja konacni toksikant. Primjerice,
Pb ili tetrodotoksin su toksi¢ni u izvornom obliku. Etilen glikol (antifriz, prevodi se u oksalnu kiselinu),
benzo[a]piren (prevodi se u elektrofilni diol epoksid), amigdalin (razgraduje se uz oslobadanje HCN) su primjeri
toksikanata koji biotransformacijom daju konacne toksikante. Vodikov peroksid u prisustvu iona tranzicijskih
metala (Fe, Cu, Cr, Mn, Ni) te doksorubicin (lijek protiv raka) mogu proizvoditi hidroksil radikal (OH-), dok parakvat
moze proizvoditi peroksinitrit (ONOO™). Ugljik tetraklorid biotransformacijom daje slobodne radikale koji dovode
do lipidne peroksidacije te iz endogenih nezasicenih masnih kiselina, izmedu ostalih produkata, nastaje 4-
hidroksinonenal koji se smatra jednim od konacnih toksikanata.

Visu koncentraciju konacnog toksikanta na ciljnom mjestu podrZavaju procesi apsorpcije, raspodjele
prema ciljnom mjestu, reapsorpcije i bioaktivacije (ili toksikacije). Obratno djeluju procesi presistemske
eliminacije, raspodjele od ciljnog mjesta, izlu€ivanja i detoksikacije.

Apsorpcija podrazumijeva ulazak u sistemsku cirkulaciju i, presistemska eliminacija (transportni proteini
poput P-glikoproteina, metabolicki enzimi crijeva i jetre, i sl.) moZe to onemoguditi znatnom udjelu toksikanta.
Raspodjela prema i od ciljnog mjesta, kao i procesi izlucivanja i reapsorpcije, mogu razlicitim nacinima djelovati na
razinu konacnog toksikanta na ciljnim mjestima, i o njima je bilo rije¢i u odgovaraju¢im poglavljima skripte.
Toksikacijom se povecava razina i reaktivnost konacnog toksikanta u obliku nastalog metabolita (npr. elektrofil) i
nusprodukata (npr. slobodni radikali). Obratno, detoksikacijskim reakcijama se kolicina konacnog toksikanta
smanjuje i ponekad ravnoteza ova dva procesa znacajno utjece na dopremu do mjesta djelovanja.

Interakcija s ciljnom molekulom ili promjena bioloSkog okruZenja
Toksi¢nost najcesée ukljuCuje vezanje konacnog toksikanta s ciljnom molekulom nakon cega dolazi do niza
sekundarnih biokemijskih posljedica koje rezultiraju stanicnom disfunkcijom. Alternativno, konacni toksikant
mozZe promijeniti biolosko okruzenje Cime remeti strukturu ili funkciju vaznih molekula, organela, stanica ili
organa.

Vrste cilinih molekula koje su toksikoloski najrelevantnije su bjelancevine i nukleinske kiseline (narocito

DNA). Cilina molekula je ¢esto biotransformacijski (toksikacijski) enzim, kao i stani¢ne strukture u blizini. Npr., CCl,
se citokromom P450 prevodi u slobodni radikal koji oSteéuje sam enzim, ali i obliznje lipide iz membrane
endoplazmatskog retikuluma. Rjede, konacni toksikant izaziva Stetu na mjestu udaljenom od mjesta nastanka.
DNA endotelnih stanica kapilara je osjetljivija na epoksid koji nastaje iz vinil klorida od DNA hepatocita u kojima se
ova biotransformacija odvija. Ciljne bjelancevine mogu biti receptori (molekule i molekularni kompleksi, najéesée
u sklopu membrane, koji specificno vezu endogene molekule poput neurotransmitera ili hormona), transkripcijski
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faktori (takoder veZu endogene molekule, a neki i toksikante, poput AhR), enzimi, transportni proteini, itd.
Opceniti prikaz najvaznijih ciljnih molekula je prikazan dolje (1 = unutarstanicne ili slobodne ciljne molekule poput
enzima i transkripcijskih faktora; 2 = membranski receptor s unutarstanicnom enzimskom domenom; 3 =
membranski receptor s ionskim kanalom ili transportni protein; 4 = membranski receptor povezan s G-proteinom;
plava kuglica predstavlja ligand tj. endogenu ili stranu molekulu koja se za ciljne molekule moze vezati).

Inhibicijom enzima (vezanjem toksikanta za aktivno mjesto ili alostericki) kod biosintetskih reakcija dolazi
do nedostatka odredene supstance, a kod enzima razgradnje do gomilanja supstrata. Npr., lijeCenje kostobolje se
provodi terapijom alopurinolom, inhibitorom koji se kovalentno veZe i inhibira ksantin oksidazu koja prevodi
ksantin u urat (gomilanje urata u zglobovima je uzrok kostobolje).

Transkripcijski faktori (poput ve¢ spomenutog AhR i sli¢nih ksenosenzora) se nalaze u citoplazmi i vezanje
tzv. liganada tj. endogenih spojeva (npr. steroidnih hormona) ili stranih tvari dovodi do promjene konformacije tih
receptora koja im omogucuje vezanje za odredene gene u lancu DNA aktivirajuéi sintezu proteina kojima je
posredovan ucinak liganda (hormona, toksikanta, i sl.) u stanici. Mehanizam djelovanja steroidnih hormona je
prikazan na donjoj slici. Receptorski protein (tzv. receptor steroidnih hormona) se sastoji od tri domene: domene
koja vezZe ligand, domene koja aktivira transkripciju i domene koja se veZze za DNA. Inhibitorski protein (npr. heat-
shock protein, hsp90) se veZe za receptor u odsustvu liganda. Vezanje steroidnog hormona (ili toksikanta slicnog
gradom) za vezujuéu domenu dovodi do promjene konformacije uslijed koje disocira inhibitorski protein s
receptora. Ovakva aktivna konfiguracija receptora se moZe vezati za odredeni slijed u lancu DNA (tzv.
promotorsku regiju) i posebna domena aktivira transkripciju odgovarajucéih gena RNA polimerazom.
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‘ toksikant
protein

vezujuéa domena (

- domena koja =
\ se veZe za DNA
1
domena koja W‘

aktivira transkripciju
Membranski receptori su uglavnhom mete toksikanata koji su sli¢ni endogenim ligandima koji se za ove

receptore vezu. Uslijed vezanja za ekstracelularnu domenu membranskog receptora (receptor 2), promjena
konformacije receptora mozZe aktivirati enzimatsku aktivnost citoplazmatske domene receptora (tako djeluje
inzulin, aktivacijom membranskih tirozin kinaza). Promjena konformacije membranskog receptora takoder moze
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dovesti i do promjene prostornog rasporeda tzv. G-proteina (receptor 4) koji zatim ionske kanale ili enzime (E na
slici) prevodi u aktivni ili inaktivan oblik (npr. vezanje adrenalina i noradrenalina za adrenergicke receptore).

lonski kanali i transportni proteini (na slici oznaceni brojem 3) su takoder smjesteni u membranama i
cesto su meta konacnih toksikanata. Vezanje nikotina za acetilkolinske receptore dovodi, slicho acetilkolinu, do
otvaranja Na® kanala, dok ih tetrodotoksin blokira. Prozac blokira transportne proteine serotonina.

Vrste reakcija izmedu toksikanta i ciline molekule ukljucuju:

Nekovalentne veze konacnog toksikanta i ciljne molekule (ionske, hidrofobne, vodikove, van der
Waalsove veze) su Ceste kod interakcije s receptorima, transkripcijskim faktorima, ionskim kanalima i nekim
enzimima. lonska veza je vaina za velik broj tvari koje su ionizirane kod fizioloskog pH, pri ¢emu postoje
elektrostatske sile izmedu iona suprotnih naboja. Hidrofobna veza nastaje izmedu nepolarnih dijelova molekule,
ne toliko Sto se privlace, nego se povecava entropija okolnih molekula vode (tj. polarnih spojeva) sabijanjem dviju
nepolarnih molekula (kida se manje vodikovih veza oko jedne vece nego oko dvije manje molekule). Van der
Waalsove interakcije su posljedica prisnog dodira neutralnih atoma ili skupina, pri ¢emu jezgra jednog atoma
privlaci elektrone drugog atoma i obratno. Kod vodikove veze se atom vodika raspodijeljuje izmedu dva
elektronegativna atoma, poput O, S ili N atoma (topljivost u vodi je uvjetovana vodikovim vezama). Ovakve veze
izmedu toksikanta i ciljne molekule su uglavnom slabe i reverzibilne. Afinitet vezanja toksikanta odreduju
fizikalno-kemijska svojstva njegove molekule poput grade, oblika, veli¢ine, prostornog rasporeda, elektricnog
naboja, i sl. Smatra se da je jedan dio molekule toksikanta odgovoran za vezanje za ciljnu molekulu, a drugi za
djelovanje, sto za posljedicu moze imati velike razlike u uinku toksikanata slicne grade. Npr., morfin se veze za
opioidne receptore i izaziva ucinak za razliku od naloksona (koristi se kao antidot kod trovanja opioidima).
Nalokson ima C=0 umjesto OH-skupine, dodatnu OH-skupinu i duZzi alkilni lanac na N atomu:

HO_ H

N\

HO -

HO/ O/

Vazan je i prostorni raspored uslijed fenomena ‘klju¢-brava’ tj. prostorne sukladnosti strane tvari s
aktivnim mjestom na ciljnoj molekuli uslijed cega se moZe vezati. Utvrdena je ogromna razlika u
ucinkovitosti L- i D-adrenalina. Takoder, postoje znatne razlike u oralnoj toksi¢nosti o~ (LDsq= 500
mg/kg Stakora), B- (LDso = 6000 mg/kg) i y-heksaklorcikloheksana (LDsp = 125 mg/kg) tj. insekticida
lindana (po istom redoslijedu su prikazane strukture dolje).
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Kovalentne veze su od ogromnog toksikoloskog znacdenja jer ove jake, ireverzibilne interakcije trajno mijenjaju
endogene molekule. Kovalentna veza nastaje dijeljenjem elektrona u elektronskom paru, a poseban slucaj ove
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veze je tzv. koordinativna veza kod koje elektronski par neke veze potjece od samo jednog atoma (npr. CO donira
jedan elektronski par Fe”* atomu hemoglobina). Toksikoloki najrelevantnije koordinativne veze su kelati s
metalnim ionima, najéesée izmedu teskih metala (Pb, Hg, As) i O, Si/ili N) atoma tjelesnih molekula. Npr. inhibicija
enzima sa SH-skupinom u aktivhom centru.

~noe OC ~~ OC
Hor NH -~~~
H Hg®*  __ —Hg
y /
H.'\/v\. HNV'\.

Konacni toksikanti koji su elektrofili ili slobodni radikali su uobicajeni uzrocnici kovalentnih veza koje su
narocito opasne ukoliko ukljuc¢uju vazne molekule poput DNA (o elektrofilima: BIOAKTIVACIJA TOKSIKANATA). ®

Dodatne interakcije toksikanta i ciljne molekule su abstrakcija atoma vodika (npr. slobodni radikali mogu
oduzeti atom vodika molekuli masne kiseline $to inicira lipidnu peroksidaciju; vise OVDJE), oksidoredukcijske
reakcije (nitrit moze oksidirati Fe’* ion hemoglobina i izazivati methemoglobinemiju), kao i enzimske reakcije
(primjerice, botulinum toksin je Zn-proteaza koja hidrolizira proteine koji sudjeluju u prijenosu Zivéanog signala
acetilkolinom (konkretnije, njegovom izlucivanju u sinapsu), sto dovodi do paralize).

Kvalitativhi opis interakcije toksikanta i ciline molekule

neselektivni
ukljuéuje selektivnost i u¢inak nakon interakcije. selektivni toksikant

Selektivnost toksikanta podrazumijeva vezanje za jednu toksikant
molekulu i izazivanje jednog odredenog ucinka. S druge strane, / \
neselektivni toksikant ¢e se u tijelu vezati za viSe razli¢itih mjesta
izazivajuéi nezavisne toksi¢ne ucinke. Heparin, kiseli Secer . . -
negativnog naboja, se vrlo selektivno veze na proteine koji l l l
sudjeluju u koagulaciji krvi, a koji su pozitivno nabijeni, rezultat
Cega je sprijeCavanje grusanja krvi. Neselektivno djeluje difenhidramin (antihistaminik) koji se veZe za histaminske
receptore u razli¢itim tkivima sprijecavajuci djelovanje histamina uz antialergijski ucinak, ali se istovremeno veze i
za acetilkolinske i histaminske receptore u CNS-u remetedi prijenos Zivéanih impulsa (npr., izaziva pospanost).

Nakon interakcije konacnog toksikanta s ciljnom molekulom moZe doci do aktivacije ili inhibicije receptora
(ukoliko je receptor ciljna molekula), do disfunkcije ili unistenja ciljne molekule, ili stvaranja neoantigena.

” Aktivacija ili inhibicija receptora c{esto podrazumijeva
ucinak konformacijske promjene ciljne molekule koje dovode do,
== primjerice, aktivacije enzima ili otvaranja ionskog kanala.
Prema sposobnosti aktivacije toksikanti se dijele u tri skupine
antagonisti 0

navedene u tablici. Ucinak agonista je jednak ucinku
(endogene) tvari koja se normalno veZe za ciljnu molekulu receptora te izaziva konformacijske promjene molekule
koje rezultiraju ucinkom. Djelovanje morfina je slicno endorfinu nakon vezanja za opioidne receptore, dok
mikotoksin zearalenon, zbog sli¢nosti estrogenu, djeluje kao agonist estrogenskog a receptora. Antagonist nakon
vezanja za ciljnu molekulu ne izaziva ucinak i ¢esto istovremeno sprijecava agonistu pristup ciljnom mjestu. Ovako
djeluje ve¢ spomenuti nalokson interakcijom s opioidnim receptorima. Djelovanje parcijalnih agonista je po
ucinkovitosti izmedu agonista i antagonista, te cCesto vezanjem za ciljnu molekulu ne izazivaju dovoljne
konformacijske promjene koje bi dovele do njene aktivacije.
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Najc¢eséa disfunkcija ciline molekule je potpuna ili djelomicna inhibicija enzima uslijed blokade klju¢nih

strukturnih dijelova, npr. tiolnih skupina. Primjerice, piruvat dehidrogenaza ima SH skupine u aktivnom centru
koje mogu stvoriti kompleks s atomom trovalentnog arsena Sto inhibira ovaj enzim i proizvodnju energije
glikolizom. ® Takoder, Prozac vezanjem za transportne proteine serotonina blokira njihovu funkciju. Vazan
primjer disfunkcije ciljne molekule konacnim toksikantom predstavlja kovalentno povezivanje na DNA (nastanak
tzv. DNA adukata) ili interkalacija (umetanje) izmedu lanaca dvostruke uzvojnice DNA. Time DNA gubi izvorna
svojstva kalupa za sintezu komplementarnih lanaca tijekom replikacije, Sto moZe dovesti do mutacije. Npr.,
aflatoksin epoksid povezan s gvaninom dovodi do sparivanja ove promijenjene baze s adeninom umjesto
citozinom (nastaje par A-T umjesto G-C), uslijed cega se formira novi kodon i, procesom translacije, dolazi do
zamjene aminokiseline u bjelancevini. ® Interkalacija (npr. doksorubicina), iako je rije¢ o relativno slabim vezama,
moze dovesti do ozbiljnijih mutacija u odnosu na kovalentno vezanje toksikanta.

Unistenje ciljne molekule je joS jedna moguca konzekvenca interakcije s konacnim toksikantima. lonizirajuce

zracenje proizvodi veliku koli¢inu slobodnih radikala (narocito OH-) koji
nakon vezanja za deoksiribozu DNA wuzrokuju pregradnju i pucanje
fosfodiesterske veze. Lipidnom peroksidacijom dolazi do unistenja
molekula lipida. Bjelancevine su osjetljive na oksidativne modifikacije (npr. >

slobodnim radikalima) uz nastanak proteinskih karbonila (na slici desno).

Nastala karbonilna skupina moZe stvarati veze s NH, skupinama NH

aminokiselinskih ostataka proteinskog lanca (ili drugih molekula, poput

DNA) stvarajudi intra- i intermolekularne veze koje mogu dovesti do disfunkcije ili unistenja molekule. Slicne
reakcije (Maillardove! Ekvivalentne reakcijama neenzimatskog posmedivanja u hrani) nastaju i izmedu
reducirajucih Secera (dakle, karbonila) i aminokiselinskih ostataka bjelancevine (najc¢esce Lys), pri ¢emu nastaju
brojni spojevi, tzv. AGE (advanced glycation endproducts) ili konacni produkti uznapredovale glikacije. Produkti
ukljuuju one nastale unakrsnim povezivanjem proteinskih lanaca, nukleinskih kiselina i lipida. Ove reakcije se
povezuju s procesom starenja i bolestima poput dijabetesa (visoka koncentracija Seé¢era u krvi dovodi do opsezne
glikacije bjelancevina).

0000000000000

Nastanak neoantigena (novih antigena tj. molekula koje mogu potaknuti reakciju imunog sustava) je ponekad,
kod osjetljivih osoba, posljedica kovalentnog vezanja toksikanta na endogenu molekulu bjelancevine. Primjerice,
vezanje penicilina na bjelanéevine moZe dovesti do stvaranja neoantigena koji potice produkciju odgovarajudih
antitijela i imunu reakciju Cije posljedice mogu biti bronhokonstrikcija (astma) i pad krvnog tlaka (anafilakticki
sok).
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Promjena bioloSkog okruZenija je nacin izazivanja toksi¢nih posljedica bez interakcije s ciljinom molekulom.

Ovdje ulaze tvari koje mijenjaju koncentraciju H* iona fiziolokih tekuéina, kao $to su kiseline i molekule koje se
metaboliziraju u kiseline (metanol, etilen glikol, itd.). Otapala ili detergenti mogu narusiti strukturu i funkciju
fosfolipidnih dvosloja stanicne membrane, dok pojedini toksikanti Stetno djeluju samo zauzimanjem mjesta
(nekoliko lijekova uzrokuje stvaranje netopljivih taloga u tubulima bubrega).

Stani¢na disfunkcija
Normalno funkcioniranje stanice ukljuéuje programe koji odreduju sudbinu stanice tj. da li ¢e uslijediti dioba,
diferencijacija (specijalizacija stanice za posebne funkcije sintezom razlicitih bjelancevina), ili smrt stanice
(apoptoza). Ovi programi se ostvaruju promjenom genske ekspresije. Takoder, posebnim programima,
aktivacijom ili inaktivacijom djelatnih bjelancevina, nadzirana je trenutna funkcija stanice, poput lucenja
hormona, kontrakcije, brzine metabolizma, itd. Ostvarenje ovih programa podrazumijeva odrZanje stani¢nog
integriteta uz biosintetske, metabolicke, transportne sustave, sustave proizvodnje energije, i sl. Neke ciljne
molekule mogu biti dio sustava odrzanja stani¢nog integriteta.

Upravljanje navedenim programima i odrzanje stani¢nog integriteta je posredovano signalnim putevima,
narusavanje kojih moZe podrazumijevati: deregulaciju ekspresije gena, deregulaciju razina djelatnih bjelancevina,
remecdenje odrzavanja internih funkcija stanice i/ili stanica, tkiva ili organa koji ovise o funkcioniranju stanice
izlozene toksikantu. U svim slucajevima aktivacije membranskih ili unutarstani¢nih receptora dolazi do prijenosa
signala stanici koji podrzavaju toksikanti agonistickog, a prekidaju oni antagonistickog djelovanja. Toksi¢nost
agonista se temelji na remedenju ravnoteze pretjeranom stimulacijom, dok antagonisti remete ravnotezu
sprijeCavanjem bilo kakve signalizacije preko ciljnog receptora. Slijedi nekoliko tipicnih primjera stani¢ne
disfunkcije djelovanjem toksikanata.

Utjecaj na transkripciju i ekspresiju gena

Remecenjem signalnih puteva koji, u konacnici, mijenjaju ekspresiju gena a time i razine bjelancevine, postepeno
se mijenja funkcioniranje stanica.

Dietilstilbestrol je sintetski analog estrogena koji se vezZe za estrogenske receptore i time potice ekspresiju
niza gena. Primijenjen za vrijeme kriti¢nih perioda fetalnog razvoja dovodi do trajnih promjena genske ekspresije
u ciljnim tkivima $to za vrijeme spolnog sazrijevanja moZe dovesti do benignih ili malignih procesa reproduktivnog
trakta. Trajne promjene genske ekspresije su Cesto posljedica tzv. epigenetskih promjena. Za razliku od genetskog
koda tj. redoslijeda baza u lancu DNA, epigenetski kod uklju¢uje modifikacije histona (bjelancevine koje omataju
DNA; histoni se acetiliraju, metiliraju, itd.) i metilaciju baza u promotorskoj regiji gena. ® Ove modifikacije utjecu
na transkripciju gena (metilacija utiSava gene, dok demetilacija pojacava transkripciju) i time omogucuju
prilagodbu stanice na uvjete okolisa. Mogu biti izazvane i toksikantima. Primjerice, hidralazin (lijek protiv visokog
tlaka) moze uzrokovati sistemski lupus eritematozus zato jer inhibira metilaciju DNA, ¢ime u imunim stanicama
(CD4" T-limfocitima) dolazi do povecane ekspresije proupalnih gena.

Toksikanti ¢esto imaju proliferacijski ucinak (dovode do ubrzane diobe stanica) remecenjem signalnih
puteva koji reguliraju stani¢ni ciklus, Sto moZe poticati karcinogene procese (ubrzana dioba i replikacija DNA -->
mutacije --> rak). Putevi koji poticu rast stanica ukljucuju vezanje signalnih molekula (citokina, faktora rasta poput
TNFa, IL-1, EGF, IGF, itd.) ® za membranske receptore (imaju tirozin kinaze inkorporirane u untarstani¢nu
domenu receptora), sto dovodi do fosforilacije IKK (IkB kinaza koja fosforilira i time inaktivira ovu bjelancevinu
koja se normalno nalazi u kompleksu s transkripcijskim faktorom NF-kB). Time se aktivira NF-kB koji potice
ekspresiju ciklina D1 i c-Myc transkripcijskog faktora koji stimulira ekspresiju ciklina. Ciklini navode stanicu na
diobu tj. mitozu. Reaktivne vrste kisika i dusika (ROS/RNS-ovi) takoder mogu djelovati mitogeno tj. proliferacijski
izravnom aktivacijom IKK ili inhibicijom fosfataza. ® Fosfataze (npr. PTP) mozZe inhibirati i arsenit stvaranjem
kovalentnih veza sa SH skupinama u aktivnom centru enzima. Protein fosfataze vrse defosforilaciju signalnih
bjelanCevina i time ih inaktiviraju, djelujuc¢i tako suprotno kinazama koje fosforilacijom aktiviraju bjelancevine
signalne kaskade.
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Glivec (genericko ime: imatinib, lijek protiv leukemije; crveni trokut na donjoj slici) inhibira unutarstanicne
tirozin kinaze (konkretno BCR-ABL, mutirani oblik protonkogena koji sudjeluju u regulaciji proliferacije stanica)
zbog sli¢nosti ATP-u nuznom u reakciji fosforilacije drugih mitogenih bjelancevina koju enzim provodi. Ovaj lijek
tako remeti signale koji dovode do proliferacije tumorskih stanica.

Active BCR-ABL Signaling Inactivated BCR-ABL

BCR-ABL BCR-ABL

A

Tyrosine Tyrosine

Protein kinaza C (PKC) je vazan enzim koji sudjeluje u signalizaciji i mogu ga aktivirati ioni Ca** nakon ¢ega
PKC fosforilira signalne, npr. mitogene, bjelancevine (Raf koji fosforilacijom aktivira MEK --> ERK --> npr. c-Myc).
® loni Pb** mogu aktivirati PKC zbog sli¢nosti kalciju te izazivati proliferaciju stanica.

Utjecaj na razine djelatnih bjelancevina

lako je rije¢ o gotovo identi¢nim mehanizmima kao kod regulacije transkripcije i ekspresije, Ca®* ioni i ostali
sekundarni glasnici (diacilglicerol - DAG, inozitol trifosfat — IP;, fosfatidilinozitol trifosfat - PIP;, cikloadenozin
monofosfat - cAMP, itd.) uzrokuju fosforilaciju djelatnih bjelancevina i trenutnu promjenu njihove aktivnosti.
Treba napomenuti da Cesto jedan signal dovodi i do promjene genske ekspresije i do promjene aktivnosti
djelatnih bjelancevina. Najrelevantnija remecéenja aktivnosti bjelancevina toksikantima odnose se na ZivCane,
misi¢ne i egzokrine (koje luc¢e produkte) stanice.

Na primjer, adrenergicki receptori su membranski receptori povezani uz G-protein. Vezanjem adrenalina
ili noradrenalina dolazi do promjene konformacije receptora i aktivacije G proteina koji nadalje moze aktivirati
adenilat ciklazu (AC) koja cijepa ATP na 3’,5’-cAMP i PPi. cAMP aktivira protein kinaze koje fosforilacijom aktiviraju
ili inaktiviraju odredene bjelancevine. Alternativno, adrenergicki receptori (kao i neki receptori drugih
neurotransmitera - acetilkolina i serotonina) aktivacijom G proteina aktiviraju fosfolipazu C (PLC) koja razgraduje
specificni fosfolipid stanicne membrane (fosfatidilinozitol difosfat, PIP,) na diacil glicerol (DAG) i inozitol trifosfat
(IP;). DAG aktivira protein kinaze, dok IP; mobilizira Ca®* iz sarkoplazmatskog ili endoplazmatskog retikuluma.
Oslobodeni Ca®* veiu vezujuéi proteini poput kalmodulina ili troponina C i aktiviraju protein kinaze. ® U
konkretnom slucaju prijenos signala (aktivacija ili inaktivacija djelatnih bjelancevina) rezultira tzv. fight-or-flight
(borba ili bijeg) odgovorom (stimulacija posredovana tzv. simpatickim Zivéanim sustavom) na stres: ubrzano bilo i
krvni tlak, Sirenje zjenica, mobilizaciju energije, i sl. Beta blokatori su klasa spojeva koji su antagonisti
adrenergickih receptora te se koriste kao lijekovi protiv sréanih aritmija i hipertenzije.

Aktivacija nekih acetilkolinskih receptora dovodi do otvaranja ionskih Na*/Ca** kanala, ulaska ovih iona u
stanicu i depolarizacije membrane (naboj s unutarnje strane membrane postaje pozitivniji), ¢ime zapocinje
prijenos Zivéanog impulsa (vie o mehanizmima neurotransmisije: NEUROTOKSICNOST). loni Ca** unutar stanice
djeluju kao sekundarni glasnici, veZu se za specificne proteine (vidi gore) koji aktiviraju protein kinaze. Tzv.
kolinergicka neurotransmisija za posljedicu ima rest-and-digest (odmor i probava) odgovor (destimulacija
posredovana parasimpatickim Zivéanim sustavom): usporavanje rada srca, pluc¢a, suzZavanje zjenica, poticanje
probave i pohrane energije, itd. Nikotin se s velikim afinitetom moZe vezati za acetilkolinske receptore uz
agonisti¢ki ucinak, pri ¢emu njegova visoka koncentracija moZe uzrokovati presnainu kolinergi¢ku
neurotransmisiju i odgovarajucu signalizaciju u stanici. ®
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Primjeceni hipoglikemijski uc¢inak sulfonamida (antibiotici) na pokusnim Zivotinjama, doveo je do razvoja
antidijabetickih lijekova. Ove tvari inhibiraju kanale K" iona u beta stanicama gusterace (uslijed ¢ega ga vise ostaje
unutar stanice), izazivajuéi depolarizaciju i otvaranje kanala Ca®* iona i njihov ulazak u stanicu. ® loni kalcija zatim,
prema gore opisanom mehanizmu, poticu aktivaciju djelatnih bjelancevina koje u beta stanicama sudjeluju u

egzocitozi (lucenju) inzulina.

Utjecaj ha odrZanje stani¢nog integriteta

Toksi¢ne posljedice mogu nastati i uslijed narusavanja gradivnog i funkcionalnog integriteta stanice. Stanice
moraju proizvoditi molekule potrebne za odrZavanje komponenti stanice (membrane, organele, enzimi,
nukleinske kiseline, gradivne bjelancevine, ...) te moraju proizvoditi dovoljno energije koja procese odrzavanja
pogoni. Kritiéni biokemijski poremecaji toksikantima koji ugrozavaju opstanak stanice su: iscrpljivanje ATP-a,
dugotrajno povisenje unutarstani¢nih razina Ca**, i prekomjerna produkcija ROS/RNS-ova.

ATP je nuzan u biosintezi niza vaznih molekula poput kofaktora i nukleinskih kiselina te prilikom aktivacije
molekula (fosforilacijom, adenilacijom). Osigurava energiju za misiénu kontrakciju, polimerizaciju citoskeleta,
stani¢no gibanje, stani¢nu diobu, itd. Pogoni niz transportnih bjelanéevina, npr.: Na*/K* crpku (drugo ime: Na*/K*
ATP-aza), Ca®* ATP-azu, H" ATP-azu, i dr. Sinteza ATP-a se odvija tijekom procesa oksidativne fosforilacije prilikom
koje dolazi do pretvorbe energije dobivene oksidacijom nutrijenata u visokoeneregetsku vezu izmedu ADP i

fosfata. Glucose Fatty acids O, P, ADP
Prema slici, ukratko, NADH prenosi elektrone iz

S . . 2H,0 ATP
glikolize i citratnog ciklusa na transportni lanac A

elektrona u mitohondrijima, odakle konacno pyruvate fatty acyl-CoA

dospijevaju do molekule O,. Prijenos elektrona
ujedno dovodi do stvaranja elektrokemijskog PDH 10X
Acetyl CoA ’

gradijenta, tj. visoke koncentracije protona s vanjske  +

strane unutrasnje membrane mitohondrija, koji *|”
ATP-sintaza koristi za sintezu ATP-a. Ujedno dolazi NADH + H*

do stvaranja molekule vode (0, + 4 e + 4 H). PDH =

+H1 NAD* Cm ate
piruvat dehidrogenaza, BOX = B-oksidacija masnih —

S
Cycle -
— g+
o ) ) Electron oF aH-
kiselina, ANT = adenine nucleotide translocator, ATP &7 mspmrcmf’ 2

SYN = ATP synthase. ® Iscrpljivanje razina ATP-a u

stanici je moguce uslijed Stetnog djelovanja pojedinih tvari na njegovu mitohondrijsku produkciju, uklju¢ujudi
inhibiciju enzima koji proizvode acetil-CoA, inhibiciju enzima respiratornog lanca, ometanje dotoka O,
respiratornom lancu, blokadu transportera fosfata,

CoA_S)k ——— Citratni ciklus ometanje stvaranja  elektrokemijskog gradijenta

protona, i dr. Npr., cijanid se veZe za Zeljezni ion

\ citokrom oksidaze respiratornog lanca i time moze

O prekinuti prijenos elektrona i proizvodnju ATP-a. Arsenit

o o o, «S inhibira piruvat dehidrogenazu kompleksiranjem SH

Ho/ \ skupina aktivnog centra enzima, inhibirajuéi tako
SH

proizvodnju acetil-CoA. Ugljicni monoksid stvara
kompleks s atomom Fe hemoglobina (ali i citokroma
SH respiracijskog lanca!) te smanjuje opskrbu stanica
& kisikom. Sliéno djeluju agensi, npr. nitriti, koji mogu
SH — N oksidirati fero u feri zeljezo (Fe** oblik ne veie 0,) te

As (1) & As izazivati methemoglobinemiju.
s/ Obzirom na njihovu kritiénu ulogu u stani¢noj

signalizaciji, unutarstani¢ne razine iona kalcija su strogo kontrolirane te je koncentracija Ca®* u citoplazmi otprilike
10000 puta niza od one u izvanstanichom prostoru. Ovo se postize nepropusno$¢u membrane za ione kalcija i
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transportnim sustavima koji uklanjaju Ca*" iz citoplazme. Na donjoj slici su oznacene Ca*" ATP-aze koje, uz utro$ak
energije, izbacuju ione kalcija iz stanice (1) ili u endoplazmatski retikulum (2). Stanicna membrana je opremljena i
transporterom koji, sekundarnim aktivnim transportom (antiport) izbacuje Ca®* iz stanice uz istovremeni ulazak

Na* iona (3). Vanjska membrana mitohondrija, pak, ima Ca** kanal (4) 3Na*

kojim visak iona kalcija moze prije¢i u mitohondrije, gdje se [Ca™] = 1000uM Ll

pohranjuje u obliku kalcij fosfata. Dugotrajno poviSenje ( (a1 = 0.1kl \
unutarstani¢nih razina Ca® izazivaju razli¢iti toksikanti, raznim R (3]

mehanizmima, poput: oStecenja stanicne membrane i posljedi¢nog aw L aw
povecanja propusnosti, otvaranje Ca** kanala, inhibicija transportera pres Ca? ADPp_)

kalcija, istiskivanje iona kalcija iz endoplazmatskog retikuluma ili
mitohondrija, itd. Primjerice, zmijski otrov sadrzi fosfolipaze koje +-+
razgraduju fosfolipide membrane, dok ioni kadmija mogu inhibirati \ )
Ca** ATP-azu.
Normalni fizioloski procesi kao $to je proizvodnja energije, metabolicke enzimske reakcije (narocito

citokromi P450), uniStavanje bakterija fagocitima, regulacija glatkih misiéa, i dr., uklju€uje nastanak prooksidanata

i slobodnih radikala. Npr., tijekom oksidativne fosforilacije se oko 4% kisika reducira u slobodne radikale.

Razlikuju se tzv. reaktivne vrste kisika (reactive oxygen species, ROS) i dusika (reactive nitrogen species, RNS), i

najrelevantniji su: superoksid anion (0,), singlet kisik (*0O, — molekularni kisik viSeg energetskog stanja),
hidroksilni radikal (OH-), peroksilni

Fe?* > Fe¥ . ; i

Cut s Cu? radikal (R-O0-), vodik peroksid,

MnZ = Mn®* hipoklorasta kiselina (HCIO), dusik

Cr > Cir

Ni2* > Nid* monoksid (NO-), peroksinitrit
e” e' Fentonova reakcija

5 5 (ONOO"), itd. Slikom je prikazan
§ slijed prijenosa elektrona i reakcija
02 02" H202 %’ "OH %‘ H20 kojima nastaju najvazniji ROS/RNS-

KEH"’ OH" H* ovi. Fentonova reakcija je razgradnja

vodikovog peroksida katalizirana

NO’ ——— ionima tranzicijskih metala uz

R Inicijacija
"N lipidne peroksidacije nastanak vrlo reaktivnog
v

hidroksilnog radikala. Vrlo ceste
R mete  slobodnih radikala  su
nezasiéene masne kiseline jer su
sklone ostecenjima dvostruke veze

Propagacija 02 abstrakcijom elektrona djelovanjem
lipidne peroksidacie slobodnih radikala ili tranzicijskih

metala. Nastaje masnokiselinski

A\

RO,

radikal (inicijacija), koji vezanjem
molekularnog  kisika  prelazi u
peroksilni radikal masne kiseline (propagacija). Reakcijom ovog s joS jednom molekulom masne kiseline nastaje
hidroperoksid (R-OOH) i novi masnokiselinski radikal. Ovakva lancana reakcija oksidativne razgradnje lipida u
stanici se naziva lipidnom peroksidacijom (ekvivalent autooksidacije masti i ulja u hrani) i narocito je Stetna za
stani¢cne membrane. Organizam takoder ima mehanizme zastite kojima Stetne nuspojave ovih produkata drzi pod
nadzorom. Ovdje spadaju antioksidantni enzimi poput superoksid dismutaze, glutation peroksidaze, katalaze, i dr.
(vidi OVDIJE), i antioksidansi endogenog (glutation) i egzogenog podrijetla (askorbat). Stanje narusene ravnoteze
izmedu stvaranja i neutralizacije ROS/RNS-ova naziva se oksidativnim stresom. Pretjerana produkcija ROS/RNS-
ova moze biti izravna posljedica redoks svojstava toksikanata ili indirektna posljedica, npr., povisenja
intracelularnih razina Ca*" iona djelovanjem toksikanta. Klasi¢ni primjer je $tetno djelovanje radioaktivnih
elemenata posredovano ionizacijskim zraenjem. Ono moZe biti elektromagnetsko (y-zrake i X-zrake) i
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korpuskularno (a-Cestice tj. jezgre He (2 p i 2 n), B-Cestice tj. elektroni i pozitroni, neutroni, protoni tj. jezgre
vodika, i dr.). Sva ova zracenja dovode do ionizacije izravno (izbacivanjem orbitalnog e iz molekule, npr.: HOH —
HOH" + e7) ili neizravno (e prelaze na vidu energijsku razinu te molekula disocira u slobodne radikale: HOH — H- +
OH-). Nastaju jako reaktivni slobodni radikali (H- i OH-), a u prisustvu kisika takoder hidroperoksi radikal (HO,*) i
vodikov peroksid. Izravnim ucinkom ionizirajuceg zracenja ili reakcijom s radikalima nastalim radiolizom vode,
bioloske molekule daju organske slobodne radikale. Oni su stabilniji te mogu reagirati s molekulama koje su
udaljenije od mjesta njihove formacije i time uzrokuju vec¢u stetu (RH + OH: — R:).

Navedeni poremedaji biokemije stanice nisu izolirani te ¢esto pojacavaju jedni druge. ® Tako u neuronima
povisenje intracelularnog Ca®* potice aktivnost sintaze dusik monoksida (NOS, nitric oxide synthase). NO- moze
reagirati sa O, *+ uz nastanak ONOO™. Peroksinitrit je snazan oksidans sposoban izazvati lomove DNA lanca i
inhibiciju sinteze ATP-a (blokadom enzima i kofaktora transportnog lanca elektrona). Iscrpljivanjem ATP-a
smanjuje se aktivnost Ca’" ATPaza i povisuje intracelularna koncentracija kalcija koji tada pojacano kalcijevim
kanalom prelazi u mitohondrije. Visoka razina Ca** u mitohondrijima remeti elektrokemijski gradijent (pozitivan
naboj s vanjske strane unutarnje membrane) potreban za sintezu ATP-a ATP sintazom. Ovisno o stupnju
ostecéenja, stanica moZe dozZivjeti smrt nekrozom (razina Stete velika), apoptozom (razina osrednja) ili aktivacija
mehanizama popravka ili uklanjanja ostecenja omogucuje opstanak stanice.

Neodgovarajudi popravak i adaptacija
Progresija toksicnog ucinka moze aktivirati mehanizme popravka Stete na molekularnoj, stani¢noj ili razini tkiva.
Takoder, adaptacija na toksikant ili oStecenja koja izaziva je vazna strategija koju organizmi koriste. Toksi¢nost
uslijed neadekvatnog popravka moZe nastati ukoliko je Steta veéa od kapaciteta popravka, ukoliko oSteéenja
umanjuju ucinkovitost samih sustava popravka, ako sam popravak doprinosi stetnom ucinku, itd. Sliéno vrijedi za
adaptacijske mehanizme.

Mehanizmi popravka

Popravak ostec¢enih molekula moZe podrazumijevati uklanjanje i zamjenu oStec¢enog dijela ili je nuZna potpuna
razgradnja i sinteza nove molekule. Na primjer, funkcija mnogih vaznih proteina je cesto posredovana SH
skupinama (Prot-SH) i njihovom oksidacijom nastaju nedjelatne bjelancevine. Takoder, ROS-ovi vrlo cesto

Tioredoksinski put Glutaredoksinski put
Prot-SS
Prot,-SS-Prot
Prot-Met=0
Trx-[SH], Trx-SS Grx-[SH], Grx-SS
TrxR-SS TrxR-[SH], GSSG 2GSH
NADPH + H* NADP* GR-[SH], GR-SS

X

NADP* NADPH + H*
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napadaju Met ostatke u lancu bjelancevina uz oksidaciju atoma sumpora i nastajanje metionin sulfoksida (Prot-

Met=0). Nastale disulfide (Prot-SS ili Prot;-SS-Prot,), protein-glutation disulfide (Prot-SSG) ili sulfenske kiseline

(Prot-SOH) reduciraju glutaredoksin ili tioredoksin, male redoks bjelancevine s dvije tiolne skupine u aktivnom

centru. Prot-Met=0 reducira tioredoksin kao kofaktor metionin sulfoksid reduktaza. Regeneraciju tioredoksina

provodi odgovarajuéa reduktaza (TrxR), dok se glutaredoksin obnavlja redukcijom glutationom koji se regenerira
glutation reduktazom (GR). Ove regeneracije se provode uz NADPH kao kofaktor.

Tzv. heat-shock bjelanéevine mogu regenerirati denaturirane (promijenjen prostorni raspored)

bjelanevine  razmatanjem i ponovnim

uvijanjem njihova polipeptidna lanca ®, ili

sudjelovati  u  njihovu oznacavanju za

%@Gb ®
{ , recikliranje. Eliminacija oStecenih proteina se
@ najcesce odvija u proteasomima
(k, \\ﬁ’)_)‘k’ = &i"; (multimolekularni kompleksi proteaza) ili u
' & C()
(-v“’},

\ Lt lizosomima (stani¢ne organele s koncentratom

hidrolitickih enzima, ukljucujuéi proteaze). Slika:

v oSteceni protein se prvo oznaci vezanjem

ubikvitina  (mala  bjelancevina  oznacena

ruZicastom bojom na slici) nakon cega se u

proteasomima razgraduje do kratkih peptida. Etanol u viSim dozama dovodi do prekomjerne proizvodnje ROS-ova
koji mogu ostetiti sam proteasom i time umanjiti njegovu efikasnost u uklanjanju ostecenih proteina.

Stanice sadrze i enzime (fosfolipaze) koji imaju povecan afinitet za masne kiseline u sastavu fosfolipida

koje imaju hidroperoksidne skupine (R-OOH). Njihovim isijecanjem iz fosfolipidne molekule i daljnjim reakcijama

se masna kiselina oSte¢ena peroksidacijom zamijenjuje novom molekulom masne kiseline. N NEREEEREEE
. . . . L . - . Ao ffaffo
Ocuvanje integriteta molekule DNA je, u dobroj mjeri, rezultat nekoliko ucinkovitih Fe=e=s=s=o=o=o=0

sustava popravka oStecenja. MoZda najpoznatija oste¢enja DNA su pirimidinski dimeri koji
nastaju izmedu susjednih pirimidinskih baza djelovanjem UV zracenja. ® Uklanjanje lezija o oorm oo
uslijed adukata na bazama provodi se alkiltransferazama koje eliminiraju alkilirajuce (najcesce

metilne) adukte na DNA. Isijecanje baza (tzv. base excision repair) i isijecanje nukleotida

(nucleotide excision repair) su takoder nacini uklanjanja adukata i drugih modifikacija. Prvi se

aktivira ako oStecenja ne dovode do velike deformacije uzvojnice, dok se voluminozniji adukti
na bazama (npr. vezanje molekule aflatoksina ili uklanjanje dimera) uklanjaju drugim

procesom. Oba nacina popravka nakon isijecanja lezije zamijenjuju oStecenu bazu ili

nukleotid(e) novim. Postoje i varijacije sustava popravaka koji uklanjaju o$teéenja nastala sl lLILO IO,

neposredno prije ili tijekom procesa transkripcije i replikacije DNA. Potonji se provodi

rekombinacijom kojom se moZe popraviti i dvostruki lom DNA uzvojnice. ® Manje precizni e

sustavi popravka dvostrukog loma spajanjem krajeva uzvojnica se uglavnhom aktiviraju tek

kod o$tecenja vedeg obima (vidi GENOTOKSICNOST). Kapacitet svih navedenih enzimskih sustava je vie nego
dovoljan za kompenzaciju veéine uobicajenih

ST ElEAEAEEEEE rrﬂ%/iﬂ‘ﬂ‘ oSte¢enja DNA endogenog i egzogenog podrijetla.
Treba ipak spomenuti da mehanizmi popravka trose

m\;m znatne koli¢ine ATP-a, Sto, kako je opisano gore,

mozZe doprinijeti nepovoljnom ucinku na stanicu,

narocito ako je rije¢ o opseznim ostecenjima.

Obnova ostecenih tkiva je sinteza odstranjivanja ostecenih stanica i njihove nadoknade. Ostecene stanice
se rijetko popravljaju i najcesce dolazi do njihova unistenja, a okolne stanice diobom nadomjestaju izgubljene.
RijecC je o tzv. kompenzacijskoj proliferaciji. Osim stanica, obnova podrazumijeva i ekstracelularni matriks (ECM) tj.
bjelancevine koje povezuju susjedne stanice u tkiva. Pretpostavlja se da signalne molekule iz oSteéenih stanica
stimuliraju regeneraciju u okolnom tkivu. Uoceno je, primjerice, da oStecenje stanica jetre uzrokuje lucenje
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faktora rasta i citokina iz imunih stanica koji poticu ekspresiju mitogenih bjelanevina u hepatocitima i stelatnim

stanicama (koje sintetiziraju ECM). U slucajevima kronic¢nih osteéenja, mehanizmi obnove tkiva ¢esto pogorsaju

problem proliferacijskim signalima koji mogu potaknuti karcinogeni proces, dok bujanje ekstracelularnog tkiva
NORMAL CELL moze dovesti do fibroze (mijenja funkciju organa i stanica).

Uklanjanje ostecenih stanica se moZe dogoditi prije spomenutim

NECROSIS aorrosis  Procesima nekroze ili apoptoze. Nekroza je nekontrolirano uniStenje
stanice, pri ¢emu stanica bubri, membrana puca i stani¢ni sadrzaj se Siri
po izvanstanicnom prostoru. Ovo moze potaknuti imuni odgovor, upalnu
reakciju i oSteéenje okolnih stanica. S druge strane, apoptoza je
‘programirana smrt’ stanice kod koje se stanica i organele skupljaju i
kona¢no raspadaju u tzv. apoptoticka tijela okruzena membranom.
Fagociti i okolne stanice konzumiraju apoptoticka tijela i time proces
eliminacije zavrSava bez izazivanja upale. Osim sprijeCavanja Stete
nekrotickom smréu stanica, apoptoza pomaze u odrZanju integriteta
organizma i prevencijom pretvorbe stanice u stanicu raka (tzv.

neoplasti¢na transformacija).

Mehanizmi adaptacije

Adaptacija organizma na izlozenost toksikantu moze ukljucivati: redukciju

w dopreme toksikanta do ciljnog mjesta, smanjenje osjetljivosti ciljnog

mjesta, povecanje kapaciteta popravka, i jacanje sposobnosti

kompenzacije Stete koju toksikant izaziva. Adaptacija naj¢esée ukljucuje promjene genske ekspresije nakon
detekcije toksikanta i/ili Stete.

Smanjenje dopreme toksikanta postize se smanjenjem apsorpcije, imobilizacijom, ubrzavanjem
detoksikacije ili izlucivanja. Visok unos Zeljeza smanjuje ekspresiju transportera dvovalentnih metala (DMT1) u
enterocitima vezanjem za IRP1 (intracellular iron-binding protein). IRP1 se moZe vezati za mRNA DMT-a samo
ukoliko su razine Fe u stanici niske. Time stabilizira mRNA, povecavajuci njenu translaciju u DMT1. Visoke
koncentracije dovode do zasi¢enja IRP1 Zeljezom te se ne mozZe vezati za mRNA. ®

Indukcija metalotioneina dovodi do imobilizacije iona Cd**. Najvjerojatniji mehanizam je neizravan t;.

kadmij istiskuje ione Zn iz intracelularnih

mjesta vezanja koji  zatim  aktiviraju Electrophiles B s Keap1|Keap1 ol &= Oxidants
transkripcijski faktor MTF-1 koji, pak, aktivira e Ub ey
transkripciju metalotioneina. MOH <= PKC, Erk, Akt, PERK

Elektrofili i oksidansi mogu aktivirati

transkripcijski  faktor Nrf2  koji potice HS Keap1 S
ekspresiju gena koji sudjeluju u detoksikaciji i ®-S é

eliminaciji ovih tvari. Inaktivni Nrf se u

citoplazmi nalazi u kompleksu s inhibitornim
Maf -
proteinom Keapl. Keapl ima dvije SH 0-®

skupine koje se mogu oksidirati u disulfidni EpRE
most oksidansima (ili ROS-ovima) ili se za njih
mogu kovalentno vezati elektrofili, ¢ * ¢ ¢ ¢ ¢
S L Lo NQO1 SOD1 HO-1 GCL Mrp2 T
uzrokujuci disocijaciju Keapl-a. Aktivni Nrf2 NQO2 Catalase ferritin GGT M:gs Tr:()l(il
se moze dodatno fosforilirati protein AR Gpx2 Mrp4  proteosome
P GSTa GR
kinazama, povezuje se s koaktivatorom te UiT l
veze za DNA gena koji u promotorskoj regiji - o 01560 Teme GSH  Export  Protein
imaju tzv. electrophile response element detoxication detoxication detoxication synthesis, from cells repair,
turnover removal

(EpRE) (alternativno, iako neadekvatno ime
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je antioxidant response element, ARE), aktivirajuci njihovu transkripciju RNA polimerazom.

IzloZenost toksikantu takoder moZe inducirati mehanizme popravka ostecenih molekula ili tkiva. Npr., na
gornjoj slici se moZe vidjeti da izloZenost elektrofilima inducira Trx, TrxR i proteasom koji su prije spomenuti kao
faktori koji sudjeluju u popravku ili uklanjanju oStecenih proteina.

Elektrofili, oksidansi i ostali toksikanti potencijalno opasni za stanicu, imaju i proliferativni u¢inak. Smatra
se da je to vezano uz inaktivaciju protein fosfataza koje imaju tiolne skupine u aktivhom centru. Ovi enzimi
defosforiliraju i inaktiviraju receptore faktora rasta (npr. epidermal growth factor - EGF, insulin growth factor -
IGF), neke protein kinaze i PIPs, te njihovom inhibicijom dolazi do jacanja proliferacijske signalizacije. ®

Aktivacija NFkB je nuZna u regeneracijskoj proliferaciji oSte¢enog tkiva. Medutim, ovaj transkripcijski
faktor ujedno pojacava ekspresiju proupalnih citokina (TNFa, IL-1, itd.) koji, preko svojih receptora, aktiviraju
NFkB. ® Ovaj zatvoreni krug moze dovesti do kroni¢ne upale i raka ukoliko kontinuirano ostecenje tkiva podrzava
NFkB signalizaciju.

Adaptacija na negativnu energetsku bilancu je klasi¢an primjer kompenzacije Stete. Dolazi do povecane
produkcije ATP-a uz smanjenje potrosnje. Senzor je AMP-aktivirana protein kinaza (AMPK). AMPK fosforilira i
aktivira transportne proteine za glukozu, enzime glikolize i enzime na putu oksidacije masnih kiselina.
Istovremeno inhibira sintezu glikogena, lipida, kolesterola, glukoze i bjelancevina, te rast stanice. Stanice izloZzene
arsenitu imaju brzi rast AMP/ATP omjera i aktivnosti AMPK.
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VEZA DOZE | ODGOVORA
Odnos doze i odgovora opisuje promjenu (Stetnog) ucinka na organizam uzrokovanu izlaganjem razli¢itim

razinama strane tvari. Tipic¢na krivulja je prikazana dolje.

odgovor
(%)

log doza

Odgovor je reakcija organizma (npr. inhibicija enzima) izrazena kao postotak organizama (npr. pokusnih
Zivotinja) koje reagiraju odredenim toksi¢nim uc¢inkom kod pojedine doze. U skladu s gornjom krivuljom, za veéinu
kemikalija postoji odredena doza, tzv. prag djelovanja, ispod kojeg se ne moze uociti ucinak ili odgovor. Ovo je
bitno u zakonodavnom procesu te se utvrdene doze toksikanata koje ne izazivaju nikakav ucinak (vidi definiciju
NOAEL-a u nastavku) koriste u definiranju sigurnog unosa aditiva ili kontaminanata. Znanstvena zajednica je
podijeliena oko toga postoji li prag djelovanja i za genotoksi¢ne karcinogene te se, u regulatorne svrhe,
pretpostavlja da nemaju prag djelovanja tj. da nema tako niske doze koja neée dovesti do raka. Stoga krivulje doze
i odgovora mogu imati dva osnovna oblika: linearni bez praga djelovanja (tzv. LNT (linear non-threshold) model) ili
model s pragom djelovanja. Model s pragom djelovanja se koristi za vecéinu toksikanata i polazi od pretpostavke
da doza nema ucinka dok se ne dostigne odredeni prag. Prema LNT modelu, odgovor je izravno proporcionalan
dozi, bez praga, te uvijek postoji odredena razina odgovora ¢ak i kod najnize moguce doze.

Model s pragom djelovanja:

odgovor
(%)
kontrola
doza
LNT model:
odgovor
(%)
kontrola
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Osim uobicajenog prikaza veze doze i odgovora (krivulja B), moZe se utvrditi i distribucija odgovora na
razlicite doze u populaciji (A), kao Sto je prikazano na donjem grafikonu.

frekvencija kumulativni
odgovora odgovor
—50%

X log doza

Krivulja A je krivulja normalne razdiobe s frekvencijom odgovora na toksikant na ordinati i dozom toksikanta na
apscisi. Frekvencija podrazumijeva postotak ukupnog broja organizama (pokusne Zivotinje, ispitanici) koji ima
specificni odgovor kod odredene doze. Specifi¢ni odgovor se opisuje u smislu ‘sve ili nista’. Ugibaju li pokusne
Zivotnje kod te doze ili ne? Povisuje li toksikant krvni tlak iznad zadane vrijednosti ili ne? Ocito, najvise organizama
reagira oko srednje doze i sve manje pri ve¢im ili nizim koncentracijama toksikanta. Mali broj organizama, t;.
reagiraju na doze puno vise od srednje doze (desni dio krivulje). Ukupno, 95,5% populacije reagira na slican nacin
u rasponu doza X =2 SD.

Krivulja B prikazuje vezu doze i odgovora uz kumulativni odgovor na ordinati tj. ukupni udio organizama u
skupini koji na odredenu dozu reagira na specifican nacin (npr. pojavom tumora). Kod srednje doze, sukladno
normalnoj razdiobi, oko 50% organizama reagira specifi¢cnim odgovorom.

Najvisa od doza na koju nema odgovora je tzv. razina bez uocenog stetnog ucinka ili NOAEL (no-observed-
adverse-effect level). Takoder, iz krivulje se moZe ocitati i LOAEL (lowest-observed-adverse-effect level) tj. najniza
doza kod koje je uocen stetni u¢inak. Pomocu ovih veli¢ina se utvrduje prag djelovanja toksikanta.

Iz krivulje kumulativnog odgovora se moZe ocitati srednja letalna doza ili LDse. Ova vrijednost predstavlja
statisticki utvrdenu dozu tvari koja uzrokuje smrt 50% Zivotinja (tj. specifi¢ni odgovor je smrt pokusnih Zivotinja).
Ukoliko se u procjeni sigurnosti tvari uzimaju u obzir i Stetni ucinci koji ne dovode do smrti Zivotinja, moze se
utvrditi i tzv. efektivna doza ili EDsg, koja se odnosi na dozu koja izaziva odredeni ucinak u 50% Zivotinja ispitivane
populacije.

Afinitet toksikanta za ciljnu molekulu se takoder moZe ustanoviti usporedbom krivulja veze doze i
odgovora. Na donjoj slici je prikazana razlika u jacini odgovora tri toksikanta koji se vezu za istu ciljnu molekulu
razlicitim afinitetima. Vedi afinitet podrazumijeva nizu potrebnu koncentraciju za isti uc¢inak (time toksikant X ima
najvisi afinitet).

odgovor | 100
(%)

log doza
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Nekonvencionalni odnosi doze i odgovora

Na donjoj slici je prikazan uobicajen odnos doze i odgovora za hranjive tvari, pri cemu su kod niskih doza ili

potpunog nedostatka moguce teske Stetne posljedice,
ukljuCujuci smrt. Zatim postoji odreden raspon doza koji
podrazumijeva optimalno funkcioniranje organizma (tzv.
podrucje homeostaze, oznaceno plavim pravokutnikom na
slici), dok daljnje povisenje unosa hranjive tvari povecava
rizik toksi¢nih posljedica za organizam. Klasi¢ni primjer je

<« Smrt

rani¢na doza skodljivog odgovora

vitamin A koji u jako visokim dozama

smrtonosan.

Postoji velik broj dokaza koji upuéuju na povoljne

moze biti

—=0<o0Qad

— —_——
ucinke malih doza toksikanata, iako izazivaju $tetne ucinke Deficit Toksicnost

kod visih doza. Rijec je o hormezi koja je adaptivni odgovor >

Doza

na niske razine stresa ili oStecenja, Sto moze imati za

posljedicu pojacanu otpornost na toksikante. Male koncentracije toksikanta, primjerice, poti¢u ubrzanu sintezu

sustava popravka i zaStite, Sto rezultira slabijim toksi¢nim ucinkom u odnosu na viSe, ali i nize doze. Tipi¢na

krivulja hormeti¢nog odnosa doze i toksi¢nog odgovora izgleda ovako:

odgovor
(%)

- A
% Stetni uéinak
o
C
o
B

6|
> \ Zastitni uéinak
8 \
o
- i
o \

\

A
~
-~

5 c
> B "*\ Kombinirano djelovanje
3 \
© \
o \

\

~
~ —

Doza

doza

Ukoliko se ispituje Sirok raspon doza te odgovor na toksikant
podijeli na Stetni ucinak (pri visim dozama) te zastitni ucinak,
ocigledan kod niskih doza, dobije se dvofazna krivulja u obliku
slova U, vrlo sli¢na vezi doze i odgovora za nutrijente. MoZda
najpoznatiji primjer hormetickog djelovanja toksikanta iz hrane je
etanol. Kod umjerene izloZenosti smanjuje rizik kardiovaskularnih
bolesti (potpuno sukladno U-krivulji, vedéi rizik imaju osobe koje
ga uopce ne konzumiraju od umjerenih konzumenata), dok
kroni¢no visok unos povecava rizik raka usta, Zdrijela, jednjaka,
grla, kao i ciroze i raka jetre.

Univerzalnost blagotvornog djelovanja toksikanata kod
niskih doza najvjerojatnije nece dovesti do promjene nacina na
koji se donose zakoni o izloZenosti zbog niza razloga. Najvazniji
ukljuCuju visestruko djelovanje toksikanta i izloZenost smjesama
tvari identicnog djelovanja. Uoceno je, npr., da niske doze
kadmija pomaZzu sprije¢avanju nekih vrsta raka, dok istovremeno
povecavaju rizik raka remeéenjem hormonske ravnoteze.
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UCINCI TOKSIKANATA U

ORGANIZMU

Prema lokalizaciji u¢inka postoji lokalno i sistemsko djelovanje toksikanta.

Lokalni ucinci su oni koji nastaju na mjestu dodira s organizmom, npr. na kozi, o¢ima i sluznici
respiratornog i probavnog trakta. Ovako uglavnom djeluju kiseline, luZine i druge nagrizajuce tvari.

Sistemski ucinci nastaju poslije apsorpcije toksikanta i to na pojedinim organima ili cjelinama organizma,
poput probavnog sustava, krvotoka, respiratornog sustava, i sl. Benzen apsorbiran preko disnog trakta je toksican
za stanice koStane srzi i moZe uzrokovati leukemiju.

Neke tvari uzrokuju istovremeno i lokalne i sistemne ucinke. Na primjer, koncentrirana fluorovodicna
kiselina u dodiru sa 2,5% povrsine koZze moze izazvati smrt poslije apsorpcije zbog stvaranja netopljivih soli izmedu
fluorida i esencijalnih minerala Ca i Mg.

Obzirom na tijek djelovanja postoje akutni i kroni¢ni ucinci toksikanta.

Akutni ucinci nastaju neposredno po apsorpciji razmjerno velike doze toksikanta koja brzo uzrokuje
toksi¢nu razinu u krvi i tkivima.

Kroni¢ni ucinci se ocCituju tek poslije izvjesnog vremena, obi¢no su blazi, a ponekad i kvalitativno drukdiji
od akutnih ucinaka. Nastaju kao rezultat viSekratnog unosenja malih doza toksikanta, nedovoljnih da izazovu
akutne ucinke. Kroni¢ni ucinci obi¢no nastaju uslijed kumulacije toksikanta ili zbrojem Stetnih ucinaka svake
pojedine doze ukoliko je oporavak od Stete spor ili nepotpun do izlaganja novoj dozi.

Akutna Kronicna

toksicnost toksicnost

etanol depresija CNS-a ciroza jetre
anorganski arsen ostecenja GIT-a rak jetre

Za razliku od testova na pokusnim Zivotinjama gdje se najcesce toksi¢nost ispituje izlaganjem samo jednoj tvari,
ljudi su najcesée izloZeni sloZzenim smjesama tvari (toksikanti u vodi, hrani, uzimanje lijekova, pusenje, itd.) te je
nuzno razmotriti interakcije izmedu kemikalija. Primjeri najvaznijih interakcija i hipotetske promjene stetnog

uc¢inka kombinacije u odnosu na samostalni ucinak tvari, navedeni su u donjoj tablici.

Udio populacije (%) sa simptomima toksi¢nosti

toksicni u€inak toksicni u€inak toksicni u€inak
tvari A tvari B kombinacije A + B
Antagonizam 20% 30% 5%
20% 30% 50%
Potencijacija 0% 20% 50%
Sinergizam 5% 10% 100%

Antagonizam

Jedna tvar umanjuje toksi¢nost druge. Djelovanje se temelji na principu antidota tj. natjecu se za ciljno mjesto
(npr. nalokson, antagonist morfina), na adsorpciji (npr. aktivni ugljen, nosaci i razrijedivaci praskastih pesticida),
neutralizaciji (antacidi), oksidoredukciji (askorbinska kiselina reducira nitrite i time sprijeCava reakciju nitrita sa
sekundarnim ili tercijarnim aminima i nastanak karcinogenih nitrozamina), ® i dr. Tvari koje induciraju
biotransformacijske enzime mogu djelovati antagonisticki ubrzavanjem razgradnje toksikanta. Vidi primjer s
prokarcinogenom na donjoj slici. Ukoliko nekakav toksikant indukcijom povecava aktivnost enzima faze | koji ¢e
prokarcinogen brzo prevesti u inaktivni metabolit, rijec je antagonistu.



Takoder, tvari koje inhibiraju metabolicke
@ enzime mogu djelovati antagonisticki
ukoliko se metabolizmom neki toksikant

bioaktivira tj. prevodi u toksi¢niji metabolit.

@ Primjerice, etanol je kompeticijski inhibitor
alkohol dehidrogenaze kojom se metanol
— — prevodi u formaldehid, a zatim u toksi¢nu

aktivni metaboliti
elektrofili mravlju kiselinu. Antagonisticki djeluju i

kemikalije  koje  ubrzavaju izluivanje
pojedinog toksikanta. Npr. utjecajem na pH.
Organske kiseline ée se bolje izlucivati u
reakcija s DNA alkalichom  urinu.  Prehrana  bogata
bjelan¢evinama daje blago kiseli urin, a
vegetarijanska blago alkalican. ®

Aditivnost
Toksiénost kombinacije dvije tvari je jednaka sumi toksi¢nih ucinaka pojedinacnih komponenti. Npr.
organofosfatni insekticidi: dva razli¢ita proizvoda koja djeluju na isti nacin tj. inhibicijom acetilkolinesteraze koja
sudjeluje u prijenosu Zivéanih impulsa. Slicno djeluju alkohol i sredstva za smirenje = depresija CNS-a, te klorirani
insekticidi i halogenirana otapala = hepatotoksi¢nost.

Potencijacija i sinergizam
Obje interakcije dovode do jacanja ucinka kombinacije u odnosu na pojedinacne sastojke. Moguc¢i mehanizmi
ukljuéuju: poboljSavanje apsorpcije (citrat poboljSava apsorpciju aluminija), interakcije u probavnom traktu (nitriti
u kiselom mediju Zeluca daju nitrozil ion koji reagira s aminima iz hrane dajuéi karcinogene nitrozamine),
oslobadanje iz skladisnih mjesta, indukciju enzima (ukoliko ¢e metabolizam rezultirati toksicnijim spojem; vidi
primjer s bioaktivacijom prokarcinogena na slici: indukcijom specificnih enzima faze | iz prokarcinogena nastaje
karcinogen) ili inhibiciju biotransformacijskih enzima (ako enzim detoksificira ksenobiotik), usporavanja izlucivanja
(npr. organske baze se mogu reapsorbirati difuzijom u alkalicnom urin; takoder kompeticijom za sustave aktivnog
tubularnog izlugivanja) (vidi IZLUCIVANJE TOKSIKANATA), itd. Potencijacija se javlja kad kemikalija koja nema
netoksi¢na tvar moZe potaknuti disocijaciju toksikanta s proteina plazme, povisujuci koncentraciju slobodnog
oblika koji dospjeva do mjesta djelovanja. Sulfonamidi (antibiotici) mogu potaknuti disocijaciju sulfonilurea
(antidijabetici) s plazma proteina, naglo povisujuc¢i koncentraciju slobodnog oblika $to moZe dovesti do
hipoglikemijskog Soka. Sinergizam dovodi do drasticnog povecanja toksi¢nog ucinka kombinacije dva toksikanta.
Stvarni toksi¢ni ucinak je znatno veéi od sume toksi¢nih ucinaka pojedinacnih sastojaka. Na primjer, rizik raka
pluéa uslijed izloZenosti azbestu i duhanskom dimu je znacajno veéi od sume rizika pojedinacnih toksikanata.
Kombinacija CCl, i alkohola je znatno hepatotoksi¢nija od samostalnog djelovanja.

Ista kombinacija toksikanata moZe pokazivati razliite tipove interakcija na razli¢itim mjestima u
organizmu. Tako ¢e klorirani insekticidi i halogenirana otapala djelovati aditivno u jetri, ali imaju antagonisticke
ucinke u CNS-u. Klorirani ugljikovodici dovode do stimulacije, a halogenirana otapala do depresije CNS-a.

Oblikom potencijacije i/ili sinergizma moZe se smatrati i interakcija pojedinih toksikanata s
elektromagnetskim zracenjem. Fototoksi¢nim reakcijama se nazivaju one pri kojima se pobudena molekula
prevodi u toksic¢ni spoj ili stvara slobodne radikale koji oStecuju lokalno tkivo. Npr. psoraleni (celer) se interkaliraju
medu lance DNA u stanici, ali tek nakon aktivacije UV zracenjem u koZi stvaraju kovalentne veze s DNA. Kod
fotoalergijskih reakcija se kemikalija pobuduje suncevim svjetlom te prelazi u oblik koji se povezuje s proteinima,
pri ¢emu mozZe nastati neoantigen koji izaziva aktivaciju imunog sustava (vidi OVDJE). Derivati p-aminobenzojeve
kiseline (koristili su se kao kemikalije koje apsorbiraju UV zraCenje u kremama za suncanje) su danas uglavhom
napusteni dobrim dijelom i zbog problema s alergijskim reakcijama.
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Promjena reakcije organizma ponavljanim izlaganjem je cest fenomen te je uo¢eno jacanje ili slabljenje odgovora

organizma kod sljedeceg kontakta.

Jacanje reakcije
Najéesée uslijed nakupljanja toksikanta u organizmu tijekom ponavljanog izlaganja. Osim toga, moguca je i
kumulacija Stete, ukoliko organizam ne uspije popraviti Stetne ucinke prethodne doze prije izlaganja novoj dozi.
Npr., ireverzibilna inhibicija acetilkolinesteraze organofosfornim insekticidima: ponovljenom izloZzenoséu malim,
ali netoksi¢nim dozama, aktivnost ovog enzima neprestano opada i moZe pasti ispod kriticne razine, ako
izloZenost ne prestane. Alergijska reakcija je jos jedan nacin viSestrukog jacanja reakcije na neke toksikante (vidi
IMUNOTOKSICNOST).

Slabljenje reakcije
Odgovor organizma na toksikant moZe slabiti uslijed tzv. stecene tolerancije (npr. na alkohol, nitrite, i sl.). Najces¢i
uzrok tolerancije je indukcija enzima koji sudjeluju u inaktivaciji toksikanta. Tolerancija na alkohol se pripisuje
indukciji alkohol dehidrogenaze.

Najcéesée i najrelevantnije vrste toksicnih ucinaka navedene su u nastavku. Treba reéi da vedina

toksikanata istovremeno izaziva viSestruke posljedice u organizmu, ovisno o dozi, trajanju i tempiranju izloZzenosti,
osjetljivosti ciljnog organizma, itd. Tako postoje endokrini disruptori karcinogenog ili imunotoksi¢nog djelovanja,
mutageni koji su karcinogeni i teratogeni, i dr.

Remecenje endokrine funkcije

Mnogi toksikanti (tzv. endokrini disruptori), zbog slicnosti grade, mogu se vezati za hormonske receptore u

organizmu te remetiti normalnu funkciju hormona. Obzirom na endokrini nadzor nad velikim brojem procesa u

organizmu, naruSena endokrina ravnoteZa se oCituje promjenama na razli¢itim organima i sustavima organizma,

poput reproduktivnog sustava, imunog sustava, i sl. Osnovna svrha endokrinog sustava je reakcija udaljenog

organa na signale iz drugog organa ili okoline. Pojednostavljeno, principom klackalice prikazanim na slici, nastoji
horfieastazs se odrzati homeostaza ili ravnotezno stanje.

regulacija visim _

centrima (npr. SZS) jnhibicija

A slici)  izluCuje  kortizol,  glukokortikoidni
+ —
‘ | pojacano lucenje A hormon. Kortizol putem krvi dospijeva do

A B Npr., nadbubrezna Zlijezda (stanice tipa B na

hipofize (stanice tipa A) i inhibira izlucivanje

© ¢ / ACTH (adrenokortikotropni hormon) koji

s:;;:i: @ ® pojntanciudenje stimulira izluCivanje kortizola. Petlje povratne
v sprege Cesto ukljucuju i Ziv€ani sustav (CNS =

{ A B . . . .

. - A hipotalamus < hipofiza << organi) te se ovaj

sustav naziva i neuroendokrinim sustavom. U

l, smanjeno lucenje A svrhu  prilagodbe  Zivotnim uvjetima, u

+ [ limalgciia fetalnom i neonatalnom razdoblju organizam

Y \\ prolazi fazu  programiranja  endokrine

stanice [. .\ s SaaE homeostaze (odnosno utvrdivanja razine
tpaB /) l signala koji ¢e izazvati protureakciju). Ovo se
\ provodi tzv. epigenetskim modifikacijama koje

hormonB reguliraju gensku ekspresiju (vise OVDJE).
stanja trajne neravnoteZe. Djeca koja su blla pothranjena tijekom trudnoce mogu razviti tzv. inzulinsku
rezistenciju (smanjeno djelovanje inzulina na misiéne i masne stanice i time slabiji ulazak glukoze u iste) koja
perzistira i u odrasloj dobi. Najvjerojatniji uzrok je nedovoljna opskrba glukozom u fetalnom razdoblju uslijed ¢ega
je doslo do programiranja odnosa inzulina i glukokortikoida (izazivaju inzulinsku rezistenciju) koji rezultira
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mozga. Dakle, izloZenost endokrinim disruptorima u odrasloj dobi se naj¢eS¢e moze kompenzirati homeostatskim
mehanizmima i nec¢e imati znacajniji u€inak. Djelovanje, pak, za vrijeme programiranja endokrinog sustava moze
dovesti do trajne promjene funkcije ili osjetljivosti na stimulatorne ili inhibicijske signale.

Zadnjih desetljeca je zabiljezen veéi broj ekoloskih incidenata uzrokovanih prvenstveno sintetskim
endokrinim disruptorima, uz najrazli¢itije uocene poremedaje koji su ponekad bili popraéeni smanjenjem
populacije ptica, vodozemaca, reptila, riba ili sisavaca. Takoder, brojna laboratorijska ispitivanja upucuju na
opasnosti od tvari s hormonskim djelovanjem, a utvrdena je i veza pojedinih poremecaja kod ljudi s izloZenoS¢u
ovim toksikantima. Npr., tretman skotnih Zenki miSeva bisfenolom A (monomer ili aditiv plastici) kod muskog
potomstva je povecao rizik malformacija spolnih organa, a kod Zenki rizik raka dojke. Veci broj malformacija
spolnih organa uocen je i kod potomstva trudnica izloZenih ftalatima (aditivi plastici iz koje mogu migrirati u
hranu). Medu najces¢e manifestacije djelovanja endokrinih disruptora ulaze:

Reproduktivni i razvojni poremecaji. ZabiljeZzeno je kompromitirano razmnoZzavanje uslijed stanjivanja kore
jajeta (kod ptica), ili uslijed demaskulinizacije i feminizacije muzjaka ili maskulinizacije i defeminizacije Zenki.
Takoder, izloZzenost estrogenima ili antiandrogenima povezano je s malformacijama reproduktivnih organa
muzjaka, smanjenom plodnoséu (npr. zbog redukcije broja spermija u ejakulatu), promjenom omjera spolova t;j.
veéim udjelom Zenki, spontanim pobacajima, uranjenim pubertetom, i dr.

Poremedaji Zivéanog sustava. Obi¢no je rije¢ o endokrinim disruptorima izazvanim morfoloskim i/ili
funkcionalnim promjenama neuroendokrinog sustava (npr. tijekom fetalnog ili neonatalnog perioda) koje
izazivaju trajne neurobihejvioralne posljedice (promjene funkcije i ponasanja). Npr. djeca trudnica izloZzenih smjesi
polikloriranih bifenila i polikloriranih dibenzofurana putem kontaminiranog rizinog ulja (Yu-Cheng incident,
Tajvan) pokazala su 1Q deficite. Spolni hormoni imaju ulogu u regeneraciji Zivtanog tkiva, zastiti od Stetnih tvari i
sl., pa ga remecenje njihove funkcije moze uciniti podloZnijim Stetnim procesima.

Jacanje ili slabljenje funkcije imunog sustava. Imuni i neuroendokrini sustavi suraduju u odrZavanju
fizioloSke homeostaze te postoji potencijal Stetnog djelovanja na imuni sustav remecenjem endokrine funkcije,
Sto je i dokazano uz posljedice poput vece sklonosti autoimunim bolestima (dietilstilbestrol) ili ve¢e ucestalosti
infekcija (poliklorirani bifenili, dioksin).

Rak. Uoceno je povecanje ucestalosti raka organa osjetljivih na djelovanje hormona poput raka dojke,
testisa, prostate, maternice, Stitnjace, i sl. Dokazi ukazuju na vjerojatnost kratke izloZenosti fetusa, novorodenceta
ili adolescenta i razvoja raka odmah ili kasnije. Hormoni mogu djelovati i kao promotori karcinogeneze (vidi
KARCINOGENOST) nakon inicijacije tumorskog procesa genotoksi¢nim agensima. Slabljenje imunog sustava
endokrinim disruptorima takoder moze uzrokovati veéu podloznost raku.

Najvazniji i najées¢i mehanizmi djelovanja endokrinih disruptora navedeni su u nastavku.
Najrelevantnije je vezanje za transkripcijske faktore, npr. receptore steroidnih hormona poput

estrogenskih ili androgenskih receptora (za mehanizam djelovanja vidi poglavlje TOKSIKODINAMIKA). Vezanje za
transkripcijske faktore, dakle, moZe pojacavati ili smanjivati transkripciju gena koji kodiraju razlicite proteine koji
reguliraju ekspresiju gena (uklju¢ujuci epigenetske promjene) i/ili razine djelatnih bjelancevina (vise: STANICNA
DISFUNKCIJA).

Primjerice, postoji nekoliko skupina tvari estrogenog djelovanja: ksenoestrogeni (tvari sintetskog
podrijetla kao Sto su DDT, poliklorirani bifenili, dioksini, ftalati, bisfenoli, i dr.), fitoestrogeni (estrogeni iz biljaka:
lignani, flavonoidi, kumestani) i mikoestrogeni koje sintetiziraju plijesni (zearalenon). U¢inak ovisi o afinitetu za
receptor, agonistickom ili antagonistickom djelovanju nakon vezanja za receptor, razinama cirkuliraju¢eg hormona
u organizmu, i dr. Npr., o,p-DDT ima 10000 puta manji afinitet za estrogenski receptor od endogenog estrogena
estradiola i dvostruko je slabiji agonist od estradiola. Negativni utjecaj o,p-DDT na reprodukciju vezanjem za
estrogenske receptore rezultat je manjeg afiniteta za estrogenske receptore, zbog ¢ega konkurencijom umanjuje
estrogenske ucinke ako je razina cirkuliraju¢eg estradiola visoka (ovisno o fazi mjesecnog ciklusa). Ukoliko je
razina estradiola niska, o,p-DDT moZe pojacati estrogenske ucinke. S druge strane, dietilheksilftalat (aditiv plastici)
je antagonist androgenskih receptora (ili antiandrogen) jer se veze za iste, konkurirajuc¢i endogenom androgenu
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(testosteron), ali ne izaziva nikakav ucinak. Postoje naznake i da bi smjese tvari estrogenog djelovanja mogle
djelovati sinergisticki pojacavajuci aktivaciju receptora.

Dosta toksikanata nakon vezanja za transkripcijske faktore dovodi do indukcije (agonisti) ili smanjenja
aktivnosti enzima (antagonisti), Sto takoder moZe utjecati na endokrinu ravnotezu ukoliko ti enzimi sudjeluju u
sintezi ili razgradniji (steroidnih) hormona. Npr., poliklorirani bifenili i TCDD aktivacijom AhR induciraju hidroksilazu
aril ugljikovodika (Sto je zapravo citokrom CYP1A1) koja provodi korak u metabolizmu steroidnih hormona.
Uocena je i pojacana konverzija androgena u estrogene indukcijom aromataze tj. citokroma CYP19A1. Herbicid

atrazin tim mehanizmom uzrokuje demaskulinizaciju i feminizaciju vodozemaca.

H H

(\, estradiol
7 N\F

testosteron HO

Toksikanti mogu izazivati izravnu inhibiciju enzima znacajnih u sintezi (ili razgradnji) hormona.

Organokositreni spojevi poput tributilkositra (to su tzv. moluskicidi jer kontroliraju populaciju puzeva tj.,
konkretnije, Skoljkasa koji obrastaju povrSinu brodova mijenjajuéi im hidrodinamicka svojstva) sprijeCavaju
pretvorbu testosterona u estradiol aromatazom, izazivaju¢i maskulinizaciju riba i Skoljkasa.

Neuroendokrina sprega podrazumijeva odraZzavanje promjena u zivéanom sustavu na endokrinu funkciju.
Tvari koje imaju djelovanje na Ziv€ani sustav time mogu remetiti i endokrinu homeostazu. Tako amfetamini

povisuju izluCivanje neurotransmitera dopamina koji smanjuje lu¢enje prolaktina u hipofizi. Posljedica je smanjeno
lu¢enje mlijeka dojilja.
Neki toksikanti stupaju u interakcije s proteinima plazme specijaliziranim za hormone, poput transtiretina

koji veZe i transportira hormone Sstitnjace, SHBG (sex hormone-binding globulin) koji veZze spolne hormone, itd.
Vezanjem ili utjecajem na razine ovih proteina toksikanti utjecu na raspodjelu hormona u organizmu. Npr.,
polibromirani difenil eteri (usporivaci plamena koji se dodaju namjestaju, i sl., a mogu se pronaci i u hrani) i njihovi
metaboliti se veZu za ovaj protein plazme bolje od samih tiroidnih hormona. ®

Imunotoksi¢nost
Ocitovanje imunotoksi¢nog djelovanja moZze ukljucivati izravno djelovanje kemikalije na imuni sustav rezultirajudi
imunosupresijom (uz smanjenu otpornost na infektivne bolesti i rak) ili strana tvar moZe svojim antigenskim
svojstvima izazvati alergijske reakcije (reakcija na kemikaliju) ili autoimunost (reakcija na promijenjene molekule
tijela).

Imuni sustav domacdina, kao zastita od infektivnih agenasa i tumorskih stanica, moze se ugrubo podijeliti
na nespecificni ili prirodeni imuni sustav i specificnu ili ste¢enu imunost. Prirodeni imuni sustav je prva, brzo

djelujuca linija obrane koja je uglavnom lokalizirana na granici tijela s okoliSem (kozZa, epitel GIT-a, pluéa, itd. i
izlucevine poput sline, sluzi, mlijeka, i sl.) i djeluje protiv Sirokog raspona uobicajenih patogenih mikroorganizama.
Ukljucuje fagocite (monocite i makrofage, neutrofile, dendritske stanice) i druge leukocite (npr. NK (natural killer)
stanice, eozinofile, bazofile), lizozim (enzimi koji razgraduju komponente bakterijske membrane), antimikrobne
peptide, komplement (grupa bjelancevina koja stvara rupe u membrani patogena), i dr. Steceni imuni sustav, Ciju

funkciju provode T- i B-stanice, inducira se nakon prvog dodira s antigenom, pri ¢emu posreduju leukociti
prirodenog imunog sustava. T-stanice imaju na membrani receptor specifican za odredeni antigen i diferenciraju u
citotoksicne T-stanice (Tc) ili pomoc¢nic¢ke T-stanice (Th), Sto Cini osnovu tzv. stani€ne imunosti. Kod kontakta s
antigenom patogena ili stranom tvari dolazi do aktivacije i umnoZavanja T-stanica. Tc leukociti izravno unistavaju
stanice koje nose odredeni antigen (navodedi ih na apoptozu), dok Th leukociti izlu¢uju signalne tvari (citokine)
kojima privlace i aktiviraju druge leukocite (Tc i fagocite te B-stanice). B-stanice na povrsini takoder nose receptor
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specifican za odredeni antigen i nakon dodira s antigenom (uz asistenciju Th stanica koje im poti¢u umnazanje)
izlu€uju cirkuliraju¢a protutijela (imunoglobuline IgA, Igg, IgM, IgD ili 1gG). To je tzv. humoralna imunost.
Imunoglobulini se veZu za antigen i oznacavaju ga prirodenom imunom sustavu (fagociti, ubilacke stanice,
komplement) koji ga neutralizira. Strana kemijska tvar ili antigen moZe biti ve¢e molekulske mase (bjelancevine,
veliki polisaharidi, veliki lipoproteini), te su antigeni sami po sebi, ili mozZe biti rije¢ o maloj molekuli (tzv. hapten)
koja se prethodno veze za vecu antigensku molekulu i time i sama postaje antigen.

Najpoznatiji oblici imunosupresije, tj. smanjenja imunog odgovora, su rezultat Stetnog djelovanja na
stani¢ne prekursore imunih stanica (hematopoetske mati¢ne stanice) u kosStanoj srzi (npr. metotreksat
(kemoterapija tumora), azatioprin (lije¢enje autoimunih bolesti i sprijeCavanje odbacivanja kod transplantacije
organa), benzen, i dr.) ili remeéenja maturacije i proliferacije B ili T stanica (organokositreni spojevi, policklicki
aromatski ugljikovodici, dioksin, itd.). Takoder, medusobna regulacija neuroendokrinog i imunog sustava upuduje
na osjetljivost imunog sustava na djelovanje endokrinih disruptora (poliklorirani bifenili) i/ili neurotoksi¢nih tvari
(etanol), pri éemu najopseznije promjene, uz relativno male izloZzenosti, nastaju u kontekstu razvojne toksi¢nosti.

Odreden broj toksikanata moZe dovesti do imunostimulacije ili ja¢anja imunog odgovora, pokretanjem

mehanizama specificne imunosti. Imunostimulacija je, u ovom kontekstu, stetna jer dovodi do prejakog odgovora
imunog sustava na bezopasne antigene. Rije¢ je o reakcijama preosjetljivosti (npr. alergijske ili autoimune
reakcije) kod osoba koje su kod prvog dodira s ksenobiotikom ili sastojkom hrane postale senzibilizirane na tu
tvar. Postoje Cetiri tipa ovih reakcija:

Tip 1ili anafilakticka preosjetljivost
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brojne tvari i antigeni iz hrane: penicilin, sulfonamidi,
svinjski inzulin, bjelancevine kikirikija, oraha, mlijeka, jaja, Skoljkasa, i dr.

Tip Il ili reakcije preosjetljivosti uzrokovane djelovanjem protutijela prema stanicama
Naziva se i citotoksichom preosjetljivosti. Protutijela (IgG i IgM) se veZu na antigene na povrsini stanica i time
mogu: aktivirati komplement (proteini u krvi koji se vezu za kompleks antigena i antitijela i uniStavaju oznacenu
stanicu), olaksati fagocitozu, omoguditi citotoksi¢no djelovanje ubilackih stanica (NK-stanice). Antigeni mogu biti
sastavni dio stanicne membrane ili se radi o haptenima vezanim na membranu stanica. Javlja se kod hemoliticke
anemije (imuni sustav napada eritrocite) uzrokovane ksenobioticima poput cefalosporina ili levodope, ili kod
autoimunih bolesti poput mijastenije gravis (imuni sustav napada stanice s acetilkolinskim receptorima).

Tip Ill ili reakcije preosjetljivosti uzrokovane imunokompleksima
Nastaju kompleksi antigena i 1gG ili IgM protutijela u krvi. Imunokompleksi u pravilu ne uzrokuju ostecéenja, vec se
brzo uklanjaju fagocitozom. Ako je, pak, koli¢ina antigena velika, takva ostaje dulje vrijeme, a odstranjivanje
imunokompleksa nije dovoljno brzo, imunokompleks moZe aktivirati komplement i fagocite Sto uzrokuje upalnu
reakciju. Ove reakcije se javljaju kod autoimunih bolesti, dugotrajnih infekcija, i sl. Tzv. ‘farmerska pluéa’ su
reakcija izazvana imunokompleksima inhaliranih antigena. Serumska bolest se javlja kao reakcija na antigene iz
cjepiva poput tetanus antitoksina, dok glomerulonefritis moZe nastati kao posljedica odlaganja imunokompleksa u
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bubrezima. Razlicite kemijske tvari mogu izazvati autoimune reakcije ovog tipa: poliklorirani bifenili, Ziva, kadmij,
srebro, zlato, lindan, SiO,, i dr.

Tip IV ili preosjetljivost posredovana stanicama
Naziva se i kasna preosjetljivost jer se najjaci simptomi javljaju tek nakon 24 h. Pri ponovnom dodiru s istim
antigenom specificne Th stanice izlu€uju citokine koji privlace i aktiviraju citotoksi¢ne T-stanice i fagocite koji
uniStavaju stanice s antigenom, ostecujuéi okolno tkivo, rezultat ¢ega je upalna reakcija. Primjer je kontaktni
dermatitis izazvan razlicitim organskim i anorganskim tvarima (nikl iz nakita, toksin iz otrovnog brsljana, kromati, i
sl.) te tzv. fotoalergija koju izaziva fotoantigen u kozi nakon ekscitacije ultraljubi¢astim zracenjem (vise OVDJE).
Reumatoidni artritis i multipla skleroza su autoimune bolesti koje nastaju ovim mehanizmom preosjetljivosti.

Postoje i tvari koje mogu izazvati viSe tipova reakcija preosjetljivosti. Primjerice, penicilin posreduje sva
Cetiri tipa preosjetljivosti. Ponekad se moze uoditi i progresija preosjetljivosti poput lateks alergena koji u pocetku
obi¢no izazivaju kontaktnu osjetljivost (tip IV) koja uzastopnim izlaganjem mozZe prijeé¢i u anafilakticki oblik
preosjetljivosti. Ustanovljeni su tragovi lateksnog brtvila pakovanja cokoladica na proizvodu Sto moZe izazvati
anafilakticki Sok kod senzibiliziranih osoba. ZabiljeZeni su i slu¢ajevi unakrsne reakcije na antigene. lako je u
nacelu, kontaktni alergen, p-aminobenzojeva kiselina moZe povecati rizik od reakcija preosjetljivosti tipa | na
lokalne anestetike (benzokain) zbog slicne kemijske grade.

Genotoksi¢nost
RijeC je o sposobnosti toksikanta da oSteti genetski sklop tj. DNA, pri ¢emu, ako je rije¢ o stabilnim promjenama,
nastaju mutacije. Postoji distinkcija u znacenju pojmova genotoksicnost i mutagenost koji se Cesto koriste kao
sinonimi. Naime, mutagenost je sposobnost izazivanja mutacija, dok genotoksicno djelovanje ne mora uvijek
dovesti do mutacije.

Spontane (kemijska nestabilnost baza i greske pri replikaciji) i/ili inducirane (genotoksi¢ne tvari, UV-
zraCenje, ionizirajuée zracenje) mutacije mogu uzrokovati bolesti i poremecéaje promjenama DNA spolnih ili
somatskih stanica. Mutacije spolnih stanica uzrokuju nasljedne bolesti (Downov sindrom, hemofilija, anemija
srpastih stanica, i dr.), neplodnost, teratogene i druge ucinke. Mutacije somatskih stanica mogu rezultirati
bolestima poput raka ili ateroskleroze, te poremecajima poput teratogeneze ili starenja. Postoji vrlo dobra
korelacija izmedu mutagena i karcinogena, pri ¢emu se 70% tvari koje su karcinogene kod Zivotinja pokazalo
genotoksi¢nim u jednom ili vie vrsta testova.

Ostecenja izazvana toksikantima mogu ukljucivati lom lanca ili promjene na razini baza i nukleotida.

Potonje je najces¢e  posljedica
stvaranja adukata na DNA, pri cemu se

|
NH/ \ elektrofilna  molekula ili slobodni
| radikal  kovalentno  povezuju s

/\N nukleofilnim  atomima (npr. NH,

o o* )\ "~y skupine baza, na slici). Adukti mogu
HO\ / R rezultirati zamjenom jednog para baza
C C drugim (A : T --> G : C), tzv. tockastim
\/\ mutacijama, kod replikacije DNA ili

brisanjem ili dodatkom parova baza

OH OH
benzo[a]piren 9,10-diol epoksid

(frameshift mutacije). ® Osim adukata,
toksikanti se mogu umetati medu lance
DNA (interkalacija), mogu izazivati deaminaciju baza, stvarati dimere unutar jednog lanca ili izmedu
komplementarnih lanaca, itd. Takoder, neke tvari ometaju procese umnozavanja ili popravka DNA. Primjerice,
neki metalni ioni mogu utjecati na tocnost DNA polimeraza.
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Prema opsegu ostecenja, genotoksi¢ni ucinak moZe se podijeliti na oStecenja kromosoma i oSteéenja
gena.

Ostecenja gena podrazumijevaju manje promjene slijeda baza u DNA, tj. jednog ili nekoliko parova baza.
Ovakve mutacije obi¢no nisu letalne za stanicu, nego dovode do bolesti uslijed nedostatka ili promjene odredenog
proteina ili do transformacije stanica u stanice raka. Nasljedna bolest fenilketonurija je posljedica defektnog
enzima fenilalanin hidroksilaze (koja prevodi Phe u Tyr) zbog mutacije odgovaraju¢eg gena. ldentificirano je vise
od 400 razlic¢itih mutacija ovog gena. Mutacijom protoonkogena (geni koji nadziru rast stanice) moze do¢i do
njihove aktivacije u onkogene i ekspresije proteina koji dovode do nekontroliranog rasta stanice i konacno
transformacije u stanicu raka. Takoder, mutacije gena tzv. tumorskih supresora (nadziru rast stanice, npr. p53
protein koji sprijeCava diobu stanice ili izaziva programiranu smrt stanice (apoptoza) ukoliko je DNA ostecena)
inaktiviraju ove gene i njihove proteinske produkte, te se stanica nekontrolirano dijeli Sto moZe rezultirati
nastankom stanica raka. ®

Ostecenja kromosoma ili kromosomske aberacije nastaju brisanjem nekoliko susjednih gena, inverzijom

gena na kromosomu ili izmjenom vedih dijelova izmedu razli¢itih kromosoma. Ostecenja kromosoma somatskih
stanica obi¢no dovode do smrti stanice tijekom diobe, dok oSteéenja kromosoma spolnih stanica sprijecavaju
oplodnju ili uzrokuju ranu smrt ploda. OcCito je stoga da i kod somatskih i kod spolnih stanica veca osStecenja
kromosoma obicno sprijeCavaju prijenos mutacija. Kromosomske aberacije su takoder uzrok nasljednih bolesti
(Downov sindrom), a mogu dovesti i do raka (npr. aktivacijom onkogena).

Sustavi popravka DNA imaju vaznu ulogu u odrzanju integriteta nasljednog materijala i podcrtavaju njegov
znacaj za prezivljavanje stanice. Uoceno je, npr., da znatan dio promjena DNA nastaje kao posljedica kemijskih
reakcija s endogenim produktima stani¢nog metabolizma (poput oksidacijskih produkata uz reaktivne vrste kisika
nastale tijekom redukcije O, kod respiracijskih reakcija ili reakcija citokroma P450). Masivna ili ¢esta izloZzenost
genotoksi¢nim agensima moZe nadvladati kapacitete popravka DNA i uzrokovati oSte¢enja. Takoder, sami sustavi
popravka mogu biti odgovorni za nastanak mutacija. Naime, postoje nepogresSivi i greSkama skloni enzimi
popravka. Potonji se aktiviraju ako DNA ima viSe oSteéenja nego $to nepogresivi sustavi popravka mogu popraviti.
Npr., u slucaju ionizirajuéeg zraCenja je utvrdeno da znatan udio mutacija nastaje popravkom DNA, a ne samim
zracenjem. Kod loma dvostruke zavojnice ponekad nema preklapanja kao kod loma jedne zavojnice gdje preostala
zavojnica diktira slijed baza druge zavojnice, te kod dvostrukog loma moze dodi do spajanja dijelova razlicitih
kromosoma. Deionococcus radiodurans je bakterija izuzetno otporna na dvostruki lom DNA lanca induciran
radioaktivnoscu, upravo zbog povecane ucinkovitosti sustava popravka.

VaZnost sustava za popravak DNA u mutagenezi (i karcinogenezi) je ocita kod nasljednog genetskog
nedostatka tih enzima, poremecaja koji se naziva xeroderma pigmentosum, kod kojeg pacijenti obolijevaju od
raka koZe nakon izlaganja suncu (UV zracenje izaziva stvaranje pirimidinskih dimera medusobnim povezivanjem
dvije susjedne baze) i hipersenzitivni su na odredene ksenobiotike uslijed nemoguénosti popravka ostecenja
uzrokovanih UV zracenjem ili uklanjanja kemijskih supstituenata na bazama. Takoder, BRCA1 i BRCA2 geni
kodiraju proteine uklju¢ene u sustave popravka DNA. Mutacije ovih gena uzrok su povecéanog rizika obolijevanja
od raka dojke.
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Karcinogenost
Karcinogenost neke tvari je sposobnost toksikanta da izazove nastanak raka odnosno transformira normalnu u
tzv. neoplasti¢nu stanicu (vidi dolje). Nota bene, postoje i nekemijski karcinogeni poput UV ili ionizirajuceg
zracenja. Kemijski karcinogeni, narocito oni iz hrane, ipak nisu medu najvaznijim procijenjenim uzrocnicima raka.
Duhan uzrokuje 30% smrti od raka, 30% prehrana (debljina), 5% nasljedni faktori, 5% fizicka neaktivnost, 5%
virusi, 3% alkohol, 2% zagadenje okolisa, 2% ionizirajuce i UV zracenje, <1% aditivi i kontaminanti, itd.

Koraci u nastanku raka su inicijacija, promocija i progresija. Inicijacija podrazumijeva ireverzibilnu
promjenu DNA. Necée svaka modifikacija DNA (npr.
adukt koji uzrokuje mutaciju) dovesti do inicijacije Normalna stanica
tumora. Inicijacijskim se mogu smatrati mutacije koje
aktiviraju protoonkogene ili one koje inaktiviraju
tumorsko supresorske gene (vidi GENOTOKSICNOST). 8 PRVA MUTACIJA
Ve¢ ovdje moZe doé¢i do abnormalne stanic¢ne
proliferacije, pri ¢emu se takva stanica naziva
neoplasticnom, a tkivo neoplazmom. Promocija je
selektivna stimulacija rasta tj. diobe iniciranih stanica
pri ¢emu se povecava broj stanica koje mogu biti

g B E TRECA MUTACIJA

B Maligna stanica
> DALJNJE
MUTACIJE

ekspresiju svojstava koja poti¢u nastanak daljnjih mutacija sve do konacne preobrazbe benigne neoplasticne u

izlozene daljnjim genetskim promjenama. Neke tvari,
tzv. kompletni karcinogeni, su istovremeni inicijatori i
promotori (benzo[a]piren). Progresija podrazumijeva

daljnja genetska oStedenja i proliferaciju stanica uz

malignu stanicu.
Prema mehanizmu djelovanja, kemijske karcinogene se moze podijeliti na genotoksi¢ne i epigenetske ili
negenotoksicne.

Genotoksicni kemijski karcinogeni

Promjena DNA je osnovni dogadaj u karcinogenezi, pri ¢emu genotoksi¢ni karcinogeni izravno napadaju dvostruku
uzvojnicu. Genotoksi¢ni karcinogeni mogu biti ovisni o aktivaciji ili neovisni o aktivaciji. Potonji su u stanju izazvati
Stetu u izvornom obliku, dok karcinogeni ovisni o aktivaciji postaju genotoksi¢ni tek nakon metabolizma u
organizmu (vidi BIOAKTIVACIJA). Karcinogeni neovisni o aktivaciji su reaktivne elektrofilne molekule koje traze i

reagiraju s nukleofilnim atomima drugih molekula. Npr. alkiliraju¢i spojevi poput alkil imina, epoksidi, laktoni,
sulfat esteri, aktivni halogeni spojevi poput benzil klorida ili CHsl, i dr. Ovisni o aktivaciji su spojevi koji se prvo

prevode u elektrofile u procesu biotransformacije. Primjerice, halogenirani ugljikovodici poput vinil klorida,
policiklicki aromatski ugljikovodici kao benzo[a]piren, aromatski i heterociklicki amini, te nitroaromatski spojevi
spojevi, azo spojevi, N-nitrozo spojevi poput nitrozamina, karbamati, aflatoksini, sterigmatocistin, biljni toksini
poput safrola, itd.

Npr., bioaktivacija nitrozamina (nastaje elektrofilni metil diazonij ion):

HsC HOH,C
N N .
N=NO —~ N-=NO [CHsN=N]
HsC HsC

vinil klorid (nastaje elektrofilni epoksid):

7\
H,C=CHC| — H,C—CHCI
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aflatoksin B1 (nastaje elektrofilni epoksid):

g

|

O

Bioaktivacija ili konverzija pocetnog spoja u genotoksicni oblik ili detoksifikacija i izluCivanje, ovise o nizu faktora
(vrsta, spol, organ, vrsta stanica, genetski polimorfizmi, itd.), kako je ve¢ objasnjeno u odgovaraju¢em poglavlju o
bioaktivaciji. Npr., utvrden je dvostruko vedi rizik obolijevanja od raka mokraénog mjehura kod pusaca koji
nemaju funkcionalnu glutation S-transferazu M1 (GSTM1 0/0 genotip), za razliku od pusata s GSTM1 +/+
(homozigoti za funkcionalni enzim) ili +/0 genotipom (heterozigoti).

Epigenetski (negenotoksicni) karcinogeni

Pojedine tvari su u stanju dovesti do razvoja raka bez promjene genetskog koda, stimuliranjem mehanizama
ukljucenih u rast stanice. Ubrzana proliferacija stanica djeluje promotorski poveéavajuci vjerojatnost spontanih i
induciranih mutacija iniciranih stanica (skra¢ivanjem vremena u kojem moZe doci do popravka DNA) te, konacno,
maligne transformacije.

Najvazniji mehanizmi negenotoksi¢ne karcinogeneze su citotoksi¢nost, imunosupresija, endokrina
disrupcija, indukcija enzima i produkcija ROS/RNS-ova.

Citotoksini_izazivaju kroni¢no ostecenje i smrt stanica Sto dovodi do kompenzacijske proliferacije tj.
ubrzane diobe okolnih stanica (vidi odlomak o obnovi ostecenih tkiva u poglavlju NEODGOVARAJUCI POPRAVAK |
ADAPTACIJA). ® Slican ucinak ima kronicna iritacija ili prisustvo stranih tijela u tkivu. Npr., natrij saharin izaziva
rak mokra¢nog mjehura Stakora u dozama preko 3000 mg/kg zbog mikrokristali¢cnog taloga u mjehuru, reakcije na
strano tijelo i trajne citotoksi¢nosti. PotkoZni plasti¢ni implantati izazivaju rak kod pokusnih Zivotinja.

Remedenje _endokrine ravnoteZze moZe imati tumorigeni ucinak poticanjem stani¢ne diobe. Moguca je

pojacana (visoke doze, dugo vrijeme) stimulacija tvarima slicnim hormonima u odrasloj dobi. Takoder, uocene su i
trajne promjene genske ekspresije modifikacijama epigenetskog koda uslijed izloZenosti endokrinim disruptorima
u ranim fazama razvoja organizma (viSe OVDJE). Na primjer, sintetski estrogeni pojacavaju lucenje prolaktina iz
hipofize koji stimulira proliferaciju stanica mlijecnih Zlijezda Sto moZe dovesti do raka dojke. Indukcija enzima
fenobarbitalom moZe ubrzati razgradnju tiroksina i time sniziti cirkuliraju¢e razine hormona Stitnjace. Pad
koncentracije tiroksina u krvi potice lu¢enje TSH (tireostimulirajué¢i hormon) iz hipofize koji stimulira proliferaciju
stanica Stitnjace i kroni¢no moze izazvati rak kod Stakora (ljudi su otporniji zbog niZeg turnovera tiroksina).
Uoceno je karcinogeno djelovanje imunosupresivnih tvari koje se tumaci slabljenjem imunog sustava i

nadzora nad neoplasti¢nim stanicama i nekim onkogenim virusima ¢ime se povecava vjerojatnost nastanka i
razvoja malignih stanica. Analog purina azatioprin, lijek protiv odbacivanja transplantiranih organa, moze izazvati
rak kod pacijenata.

Visoke razine ROS/RNS-ova u stanici, potaknute toksikantima, mogu dovesti do stvaranja oksidativnih

adukata na DNA (npr. oksidacija deoksigvanozina na C8 dovodi do nastanka ¢estog mutagenog produkta 8-oxo-dG
tj. 8-oksodeoksigvanozina) ili DNA ostecuju produkti lipidne peroksidacije koju izazivaju, poput aldehida, epoksida,
itd. Takoder, povisenje razina ROS/RNS-ova aktivira i vise proliferacijskih signalnih puteva u stanici. Prethodno je
opisana aktivacija NFkB (vidi OVDJE).

Vazan negenotoksi¢ni mehanizam je i indukcija enzima koji, nadalje, mogu uzrokovati pojacanu pretvorbu

stranih tvari u genotoksi¢ne produkte. Brojni spojevi aktiviraju transkripcijske faktore kao Sto su AhR, PXR, CAR, i
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sl., koji poti¢u transkripciju gena razli¢itih citokroma P450. Ovisno o induciranim enzimima ovisi i da |li ée se
prokarcinogen najveéim dijelom biotransformirati u karcinogen ili detoksificirati (vidi primjere interakcije izmedu
kemikalija OVDIJE).

Neki autori karcinogene dodatno dijele na neklasificirane tj. one o kojima se ne zna dovoljno da bi bili
svrstani u genotoksicne ili epigenetske, i anorganske. Anorganski karcinogeni, za koje su utvrdeni i genotoksicni i
negenotoksi¢ni mehanizmi, ukljucuju Si, Ni, Cr, Co, Pb, Mn, Be, i neke njihove derivate, te azbest.

Treba spomenuti i moguénost sinergistickog djelovanja onkogenih virusa i kemijskih karcinogena u
tumorigenom procesu. Odredeni virusi se mogu inkorporirati u genom i aktivirati onkogene i/ili inaktivirati gene
tumorskih supresora domacdina ili nakon inkorporacije dolazi do ekspresije virusnog onkogena. Kemijski
karcinogeni mogu djelovati promotorski na rak induciran virusom i obratno. Utvrdena je povezanost etiologije
odredenih vrsta raka jetre s istovremenom izloZenosti specificnim virusima. Npr. rak jetre: virus hepatitisa B i
alkoholna piéa ili aflatoksin B1, nazofaringealni rak: Epstein-Barr virus i N-nitrozamini (iz duhana), rak grli¢a
maternice, usne Supljine i grla: HPV (human papilloma virus) i tvari iz duhana.

Reproduktivna i razvojna toksi¢nost
Stetni ucinci koji nastaju u opsegu ciljeva reproduktivnog ciklusa, od spolnih stanica, zametka, ploda, do
postporodajnih jedinki u procesu sazrijevanja, nazivaju se reproduktivnhom i razvojnom toksi¢noscu.

spolna zrelost

/ tvorba gameta
// oplodnja

T~ implantacija embrija

rast i razvoj
(adolescencija, pubertet)

transport zigote
REPRODUKTIVNI

CIKLUS

embrij /
organogeneza

dojenje fetalni razvoj

porodaj
Reproduktivna toksicnost
Reproduktivni toksikanti remete funkciju sustava za razmnoZavanje i prema ciljnom mjestu ih se moze podijeliti
na muske i Zenske reproduktivne toksine. Reproduktivna toksi¢nost je nerazdvojiva od razvojne toksi¢nosti jer se
reproduktivni poremecaji roditeljskih jedinki odrazavaju na potomstvo. Mnogi od ovih ucinaka su posredovani
endokrinim disruptorima.

Medu najvaznije Stetne ucinke za muski reproduktivni sustav ulaze smanjenje plodnosti (npr. Pb), te
spermom prenosive promjene (npr. oStecenje DNA) koje mogu imati toksi¢ni ucinak na potomstvo
(dietilstilbestrol).

Toksi¢nost za Zenski reproduktivni sustav ukljuuje oSteéenja jajne stanice, poremecaje menstrualnog
ciklusa i ovulacije (alkohol), parturicije, laktacije (nikotin, sredstva za smirenje), toksi¢nost za jajnike, promjene
spolnog ponasanja, i dr.

Razvojna toksicnost

Razvojni toksikanti Stetno djeluju na oplodenim jajnim stanicama (zigotama), embrijima, fetusima i
postporodajnim jedinkama sve do spolnog sazrijevanja. Ponekad se kao sinonim razvojne toksi¢nosti koristi i
pojam teratogenost, iako on zapravo oznacava samo sposobnost izazivanja kongenitalnih malformacija ploda.
Posljedice razvojnih toksikanata, pak, mogu biti smrt ploda, usporavanje rasta, promjene morfoloskih znacajki
(malformacije) i promjene u funkcionalnom razvoju (npr. deficiti imunog sustava ili promjene ponasanja).
Karakteristika znatnog broja razvojnih toksikanata je ocitovanje toksi¢nog ucinka i kod relativno niskih
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koncentracija, te vrijeme do uocavanja prvih simptoma (promjene reproduktivnog sustava ¢esto postaju ocite tek
kod spolnog sazrijevanja). Takoder je prilicno vazino vrijeme izloZenosti. Primjerice, toksicni ucinak prije
implantacije ¢e najc¢esée rezultirati smréu embrija ili u¢inka uopée neée biti. IzloZzenost toksikantima tijekom prvog
trimestra (embriogeneza) vrlo ¢esto rezultira velikim morfoloskim promjenama, dok ce izloZzenost tijekom kasnijih
faza trudnoce (fetogeneza) ili postpartum uglavnom izazivati usporeni rast i funkcionalne nedostatke. Osim tvari
koje djeluju isklju¢ivo na plod, Stetno djelovanje toksikanta (nereproduktivna toksi¢nost!) na majku cesto ima i
posredni razvojno toksi¢ni u¢inak na plod.

Smatra se da dokumentirano povecanje ucestalosti poremedéaja i bolesti reproduktivnog sustava u novije
vrijeme (rak testisa, strukturni defekti, neplodnost (broj spermija po jedinici volumena sperme), i dr.) moZze biti
posljedica izloZzenosti endokrinim disruptorima za vrijeme razvoja reproduktivnog sustava in utero.

Neki od nacina djelovanja kojima razvojni toksikanti mogu izazivati Stetne ucinke ukljucuju:

Citotoksicnost podrazumijeva remecenje replikacije, transkripcije, translacije ili diobe stanica. Tako djeluju
karcinogene i mutagene tvari, radioaktivni elementi tj. ionizirajuce zracenje, inhibitori enzima kljucnih za rast (npr.
5-fluorouracil), i sl. Embrij/fetus je osjetljiv na njihovo djelovanje zbog velike brzine diobe stanica. Niske doze
citotoksicnog agensa uzrokuju pojacanu nekrozu tj. smrt stanica u ciljnim organima, Sto rezultira njihovom
malformacijom dok visoke doze mogu imati za posljedicu smrt embrija/fetusa.

Pojedini razvojni toksikanti remete specificne dogadaje u diferencijaciji tkiva (embriogeneza ili
organogeneza i fetogeneza) te najéesée ne uklju¢uju nekrozu ili smrt embrija/fetusa. Svaka formirajuca struktura
ili organ ima period maksimalne osjetljivosti na oStecenja koji koincidira s kljuénim razvojnim dogadajima u tim
embrionalnog razvitka Stakora. Toksikanti ove skupine su mahom teratogeni. Predlozeni mehanizam djelovanja
jednog od najpoznatijih teratogena, talidomida (koristio se kao lijek protiv mucnine za vrijeme trudnode, te je oko
8000 djece rodeno s teskim malformacijama, uglavnhom udova), blokiranje je stvaranja krvnih Zila. Kronicni visi
unos alkohola za vrijeme trudnoée moze dovesti do tzv. fetalnog alkoholnog sindroma koji se ocituje intrauterinim
zaostajanjem u rastu, mentalnim poremecajima i malformacijama lubanje.

Nespecificna razvojna toksi¢nost ukljucuje blokiranje mehanizama uslijed kojih su svi organi i tkiva
jednako pogodeni. lzazivaju zaostajanje u rastu i/ili smrt embrija/fetusa, ali bez teratogenog ucinka tj.
malformacija. Ovako djeluje kloramfenikol (antibiotik), koji inhibira sintezu proteina u mitohondrijima posljedica
cega je zaostajanje u rastu, a preko kriti¢ne razine i smrt.

Razvojna toksi¢nost mozZe biti i posljedica remecéenja homeostaze majke i zametka/ploda. Toksi¢nost je
posljedica neizravnog ucéinka na zametak/plod uslijed promjena u sustavu majke poput nedostatka odredene tvari
u majcinoj prehrani (retinol, riboflavin, folna kiselina, Fe) koji moZe dovesti do malformacija, zaostajanja u rastu i
smrti embrija/fetusa. Ovako djeluju agensi koji smanjuju transport hranjivih tvari od majke plodu. Hipertenzivne
tvari poput serotonina, adrenalina ili ergotamina smanjuju dotok krvi zametku/plodu.

Neurotoksi¢nost
Neurotoksi¢nost podrazumijeva remecenje normalne funkcije Zivéanog sustava. Zivéani sustav c¢ovjeka se po
anatomskoj gradi moze podijeliti na periferni Zivéani sustav (PNS) koji ukljucuje neurone koji prenose informaciju
od misica, Zlijezda i senzorskih organa do ledne moZdine i mozga, te sredisnji Zivéani sustav (CNS) koji se sastoji od

ledne mozdine i mozga koji upravlja svim tjelesnim funkcijama. Funkcionalna podjela: autonomni Ziv¢ani sustav,

(priprema tijelo na bijeg ili borbu; primjeri neurotransmitera: adrenalin, noradrenalin; signal i receptori:
adrenergicki) i parasimpaticki zZiv€ani sustav (dovodi do opustanja; neurotransmiter: acetilkolin; signal i receptori:
kolinergicki). Uz ovakav, krajnje simplificiran opis, moglo bi se rec¢i da ova dva sustava djeluju antagonisticki na
istom organu. SloZenost i vaznost Ziv€éanog sustava pojasnjavaju brojnost potencijalnih ciljnih mjesta toksi¢nog
djelovanja. Ipak, moze se izdvojiti nekoliko najéeséih nacina neurotoksikogenosti:
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Remecenje sinteze i ostecenje vaZznih makromolekula

Ostecenje ili nedostatak kljuénih makromolekula poput DNA, RNA, proteina, lipida, glikolipida, glikoproteina, i sl.,
mozZe uzrokovati odumiranje neurona. Primjerice, olovo ostecuje mijelinsku ovojnicu (izolatorski sloj koji
omogucuje prijenos elektricnog signala) neurona toksi¢nim djelovanjem na oligodendrocite (potporno tkivo oko
neurona u CNS) koji proizvode mijelin. ®

Utjecaj na prijenos Zivéanih impulsa

Zivéani impuls podrazumijeva elektri¢ni signal tj. membranski potencijal (koncentracija iona s jedne i druge strane
membrane) koji se Siri uzduz membrane neurona, te kemijski signal u komunikaciji izmedu neurona. ® U stanju
mirovanja je membrana polarizirana tj. visi je pozitivni naboj s vanjske strane membrane. Ovakav potencijal
odrzava se djelovanjem ionskih crpki i kanala (Na*, K*, Ca®*) u membrani neurona. Npr., Na-K crpka izbacuje tri
iona Na, a ubacuje dva iona K u jednom ciklusu. ® Tijekom prijenosa Ziv€éanog impulsa otvaraju se ionski kanali u
membrani uslijed ¢ega se mijenja potencijal membrane tj. pozitivni ioni ulaze u stanicu i dolazi do depolarizacije.
Depolarizacija zapocinje vezanjem neurotransmitera za receptore koji su povezani s ionskim kanalima i
otvaranjem ovih kanala ulaze pozitivno nabijeni ioni. Ova inicijalna promjena naboja unutar stanice nadalje
dovodi do kaskadnog otvaranja susjednih ionskih kanala i Sirenja depolarizacijskog elektricnog signala uzduz
membrane neurona. Tocnije, ionski kanali uz receptore su tzv. kanali otvarani ligandom (ligand-gated ion
channels) tj. neurotransmiterom, dok su ostali ionski kanali u membrani tzv. ionski kanali otvarani naponom
(voltage-gated ion channels). Osim depolarizacije, neki neurotransmiteri dovode do inhibicije prijenosa Zivéanih
signala procesom hiperpolarizacije. Vezanjem za ove receptore otvaraju se ionski kanali koji dovode do ulaska
negativno nabijenih iona (CI) ili izlaska pozitivno nabijenih iona (K*) ®, &ime povecavaju pozitivan naboj s vanjske
strane membrane. Prijenos Zivéanog signala jednim neuronom je, dakle, elektri¢ni impuls.

Prijenos izmedu neurona se, najcesce, odvija kemijskim signalima tj. neurotransmiterima. Naime, izmedu
neurona postoji pukotina koja omogucuje prijenos signala s jednog neurona na veci broj susjednih neurona i
drugih stanica. Neuron koji ‘donosi’ signal u sinapsu se naziva presinaptickim, a neuron koji prima signal
neurotransmiterima je postsinapticki. Neurotransmiteri su pohranjeni u specijalnim tvorbama, tzv. vezikulama,
koje se nalaze na kraju presinapticke Ziv€ane stanice. Elektricni impuls u presinaptickom neuronu dovodi do
oslabadanja neurotransmitera iz vezikula u sinapsu. Postsinapticki neuron na svom sinaptickom kraju ima
receptore za neurotransmitere koji su povezani s ionskim kanalima. Vezanje neurotransmitera izaziva promjenu
konformacije receptora i ionskog kanala, ¢ime dolazi do otvaranja ionskog kanala tj. promjene potencijala
membrane postsinaptickog neurona. Time je ponovno pokrenut elektri¢ni signal tj. prijenos Ziv€éanog signala.

presinapticki postsinapticki
neuron _ neuron
sinapsa

Neki ksenobiotici (olovo, metilZiva, tetrodotoksin) vezanjem za ionske kanale (blokiraju protok kroz njih ili
ih drZe stalno otvorenim) prekidaju prijenos Zivéanih impulsa.

Mnogi neurotoksikanti remete prijenos Ziv€anih impulsa u sinapsi, gdje se signal prenosi
neurotransmiterima. Toksikanti mogu inhibirati sintezu neurotransmitera, sprijeciti ili uzrokovati oslobadanje
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neurotransmitera, zaposjesti postsinapticke receptore neurotransmitera uz agonisticki ili antagonisticki ucinak.
Npr., organoZzivini spojevi inhibiraju kolin acetiltransferazu koja sintetizira acetilkolin. Mehanizam sprijecavanja
oslobadanja acetilkolina botulinum toksinom je spomenut prije, vidi OVDJE. Tiramin je biogeni amin (nastaje u
fermentiranim namirnicama) koji moZe dovesti do oslobadanja adrenalina i noradrenalina iz vezikula
adrenergickih neurona i time pojacavati signalizaciju simpatickog Zivéanog sustava, uklju¢ujuéi ucinak poput
kontrakcije glatkih miSi¢a krvnih Zila Sto dovodi do povisenja krvnog tlaka. Tiramin je istovremeno i agonist

adrenergickih receptora, dok je nikotin snazan agonist acetilkolinskih receptora (opisan OVDIJE).
U sinapsi se nalaze i enzimi koji razgraduju neurotransmitere nakon vezanja za receptor i disocijacije s
receptora (sprijeCavajuci produzenu stimulaciju postsinaptickog neurona nakon prijenosa signala; vidi sliku).
Pojedini toksikanti mogu inhibirati enzime

koji vrSe razgradnju neurotransmitera.
. . O . Acetilkolinesteraza (razgraduje acetilkolin)
REUPTAKE i . Y . . ‘; je, tako, meta organofosfatnih spojeva ¢ime
® .:.: o ® se pojacava prijenos signala acetilkolinom.
NEURGTRANSHMITERI g ... ® o — *2 Inhibitori monoaminoksidaze (npr.
RAZGRADNJA antidepresivi poput Deprenyla) sprijecavaju

l razgradnju dopamina i noradrenalina.
... Na membrani presinaptickog
RECEPTOR ‘ 71 1L IONSKI KANAL neurona takoder postoje i transportni
proteini koji oslobodene neurotransmitere
G-FROTEIN [\*-PROD”KT _:E UEINCI vracaju iz sinapse u neuron (tzv. reuptake).
= = Neki  toksikanti mogu blokirati ove

transportne proteine (kokain, ecstasy, Prozac). Blokadom transportnih proteina serotonina u CNS-u, Prozac
povecava koncentraciju serotonina u sinapsi i njegovo vezanje za receptore neurona, a time i serotonergicku
transmisiju (= poboljSanje raspoloZenja). ®

Opcenito, posljedice poremedaja u prijenosu Ziv€anih impulsa mogu biti jacanje ili slabljenje djelovanja
simpatickog (ubrzava rad srca, ritam disanja, peristaltiku, Siri zjenice, i dr.) ili parasimpatickog (usporava rad srca,
pluéa, peristaltiku, suzuje zjenice, i dr.) Ziv€éanog sustava.

Remecenje energijskog metabolizma neurona

Ziv€ani sustav trodi puno energije za prijenos Zivéanih signala (ionske pumpe (Na-K crpka, Ca’* pumpa) koriste
energiju za odrzavanje membranskog potencijala) te je osjetljiv na toksikante koji inhibiraju stvaranje energije.
Ovdje, primjerice, ulaze toksikanti koji umanju opskrbu neurona kisikom poput CO (jer se trajno veze za
hemoglobin), cijanida (blokira citokrom oksidaze respiracijskog ciklusa), i dr.

Toksi¢nost za ostale organe i tkiva
Ovisno o nacinu ulaska u organizam i afinitetu za mjesta vezanja, toksicni ucinak se moze ocitovati i na drugim
organima i sustavima organizma, npr.:

Dermatotoksicnost
Toksicni ucinci na koZu se javljaju uslijed kontakta koZe s toksikantom koji: nagriza ili iritira (kiseline), uzrokuje
alergijske reakcije (tip I: Zitarice, tip IV: Ni), rak (UV zracenje), neimunolosku urtikariju (benzojeva kiselina), i dr.

Toksicnost za disni sustav
Respiratorna toksikologija je povezana s inhalacijskom toksikologijom koja se bavi svim toksikantima koji u
organizam ulaze disnim putem (plinovi, pare, aerosoli), a koji, ovisno o kemijskoj reaktivnosti (reakcije s tkivnim
molekulama), topljivosti, i sl., mogu izazvati lokalne (zadrZavanje u respiratornom traktu) ili sistemske ucinke.
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Medu najtoksic¢nijim tvarima za diSni sustav su aerosoli krutih ¢estica (npr. azbest) koji se zadrzavaju u plué¢ima
izazivajudi kroni¢nu upalu koja moze uzrokovati plué¢nu fibrozu ili rak.

Hepatotoksi¢nost
Jetra je izloZenija toksiénom djelovanju kemikalija iz hrane zbog toga Sto krv nakon probavnog trakta odmah ide u
jetru, zbog velike prokrvljenosti i aktivnog izvlacenja toksikanata iz krvi, kao i zbog svoje biotransformacijske uloge
i lu¢enja toksikanata i metabolita u Zu¢. Medu ces¢éim mehanizmima toksi¢nog djelovanja su: inhibicija enzima,
stvaranje reaktivnih elektrofilnih metabolita biotransformacijom toksikanata koji se veiu za vaZzne stanicne
makromolekule uz ucinke poput oksidativhog stresa, lipidne peroksidacije ili stvaranje adukata na DNA,
iscrpljivanje vaznih molekula, akumulacija kolagena u izvanstani¢nom prostoru tj. hepaticka fibroza, i dr.

Na primjer, valproicna kiselina (antiepilepticni lijek) se oksidira citokromom P450 u toksi¢ni elektrofilni
produkt koji inhibira mitohondrijske enzime na putu beta oksidacije masnih kiselina, $to moZe uzrokovati masnu
infiltraciju jetre uslijed nakupljanja velikih koli¢ina masti u hepatocitima.

Alkoholizam takoder moZe rezultirati masnom infiltracijom jetre zbog proizvodnje velikih kolicina NADH
oksidacijom etanola koji sluzi kao signal pozitivne energetske bilance koji dovodi do inhibicije razgradnje masnih
kiselina uz istovremeno poticanje njihove sinteze.

Oksidacija etanola i acetaldehida i posljedi¢no poveéanje NADH/NAD" omjera smanjuje aktivnost kljuénih enzima
u proizvodnji ATP-a, uzrokujuci time smanjenu sintezu proteina.

Oksidacija etanola katalazom i citokromom P450 takoder stvara reaktivne vrste kisika, Sto, izmedu ostalog,
iscrpljuje zalihe GSH. Ovaj ucinak ima i niz drugih reaktivnih spojeva.

Galaktozamin se povezuje s UDP u pokusaju metabolizma poput galaktoze (pretvorba u glukoza 6-fosfat i daljnji
metabolizam glikolizom ili putem pentoza fosfata), ali dolazi do nakupljanja neiskoristivih UDP aminosecera i,
izlozeno$éu visokim dozama, do iscrpljivanja stanicnog UTP-a koji je supstrat za RNA polimerazu $to rezultira
inhibicijom sinteze RNA i proteina.

Acetaldehid nastao oksidacijom etanola povecava transkripciju alfa-1 kolagen gena jer vezanjem za genski
produkt i modifikacijama istog sprijeCava regulaciju povratnom spregom.

Nefrotoksi¢nost
Toksi¢nost za bubrege ukljucuje toksicnost za glomerul (SiO,), glomerulonefritis imunoloskog podrijetla
(penicilamin), toksi¢nost za tubul (paracetamol, Hg, Pb, Cd, ohratoksin A), inhibiciju regulacije bubrezne funkcije
(kalij dikromat), i dr.

Toksi¢nost za kardiovaskularni sustav
Podrazumijeva toksi¢nost za makrocirkulaciju, koja se sastoji od srca (adriamicin) i velikih krvnih Zila (vene i
arterije) (vinil klorid), mikrocirkulaciju (arteriole i kapilare) (As), i krv (plazma i stanice specijaliziranih funkcija) (CO,
Pb).

Gastrointestinalna toksi¢nost
RijeC je o kontaktu s nagrizaju¢im tvarima pri prolasku kroz probavni trakt (kiseline, luzine) ili toksikantima koji
izazivaju Stetu interakcijom sa stanicama GIT-a (npr. Voltaren smanjuje lucenje Zelucane sluzi; bakterijski
enterotoksini uzrokuju luéenje kloridnih iona i vode iz stanica te dovode do proljeva).



ODREDIVANJE TOKSIKANATA
Poglavlje je usredotoceno na najrelevantnije metode u analizi toksikanata u hrani.

KVALITATIVNA ANALIZA
Ukoliko se pretpostavlja postojanje nepoznatog toksikanta u nekoj namirnici, hrana se mora razdvojiti na frakcije i

svakoj se testira toksicnost dok se ne odredi aktivna frakcija. Iz aktivne frakcije se izolira Cisti toksikant. Zatim se
kemijski identificira grada tog spoja modernim analitickim metodama (UV/Vis spektroskopija, IR (infracrvena)
spektroskopija, MS (masena) spektrometrija, NMR (nuklearna magnetska rezonanca) spektroskopija, itd.).
Novootkriveni toksikant se potom i kvantitativno odreduje u namirnici posebno osmislienom kemijskom
analizom.

KVANTITATIVNA ANALIZA
Kvantitativnho odredivanje poznatih toksikanata (npr. ispitivanje kvalitete namirnica (koli¢ina aditiva, ostataka

pesticida, i sl.) prema vazeéim pravilnicima) ukljucuje odvajanje toksikanta od drugih sastojaka hrane i zatim
utvrdivanje njegove koli¢ine. Analizi toksikanta u hrani prethodi uzorkovanje, ekstrakcija ili razaranje (kod
odredivanja ukupne koli¢ine elemenata) i procis¢avanje.

Uzorkovanje mora biti u skladu s ciljem ispitivanja i mora dati reprezentativan uzorak. Primjerice, ukoliko
se zeli odrediti koli¢ina ostataka pesticida u polju Zita, uzima se odreden broj uzoraka s pojedinacnih biljaka s
razlicitih toc¢aka u polju, uz uzorkovanje u obliku slova X ili S. Kod uzorkovanja je, naravno, bitno i agregatno stanje
uzorka. Zbog lakse homogenizacije jednostavnije je uzorkovanje tekucina nego krutina, npr. Obi¢no se koriste
razliCite statisticke metode u procjeni potrebnog broja uzoraka. Potrebno je uzeti reprezentativan broj uzoraka
kod procjene koli¢ine u rasutom proizvodu ili pakiranim proizvodima, sto, za potrebe sluzbene analize, propisuju
odgovarajuci pravilnici i metodologije se prilagodavaju vrsti prehrambene sirovine ili proizvoda. ® Poseban slucaj
je uzorkovanje (krvi, urina, kose, noktiju, i sl.) za potrebe epidemioloskih ispitivanja, pri ¢emu uzorak mora
odgovarati populaciji na koju bi se rezultati trebali odnositi. Koli¢ina uzorka takoder, mora biti dovoljna za
provedbu namjeravanih analiza te treba uzeti u obzir ocekivanu koncentraciju toksikanta da bi ovaj bio mjerljiv
analitickim uredajem ili neinstrumentalnim metodama. Cesto se uzorci moraju tretirati odmah po prikupljanju (na
terenu) da se sprijeci dezintegracija ispitivane kemikalije (npr. kiselinom za sprijeCavanje raspada u luZnatoj
sredini). Alternativno, uzorak se cuva na niskoj temperaturi ili zamrzava do analize.

Ekstrakcija podrazumijeva odvajanje ispitivane tvari iz matriksa uzorka. Kruti uzorak se prethodno moze
usitniti i homogenizirati, nakon ¢ega se otapa u odgovarajuc¢em otapalu i filtracijom se uklanjaju vlakna i netopljivi
dio. Izbor otapala je klju¢an u ekstrakciji. Vazni ¢imbenici u izboru otapala su: dobra topljivost za ciljne kemikalije,
visoka Cistoca (da ne unosi necistoce), niska temperatura vrelista (lako se uklanja), niska cijena (Cesto ga treba
puno), i mala toksi¢nost. Polarna otapala se koriste za ekstrakciju hidrofilnih, a nepolarna za liposolubilne tvari.
Cesto se koriste i smjese otapala razli¢itih polarnosti (npr. metanol-voda-metilen klorid). —
Ako ispitivana tvar ima skupinu koja moZe biti ionizirana pri jednom, a neionizirana na
drugom pH, modifikacijama pH se moZe potaknuti prijelaz iz polarne u nepolarnu fazu. SPE kolona
Osim klasi¢ne tekudinsko-tekucinske ili ¢vrsto-tekucinske ekstrakcije, koriste se i novije
metode. Npr., ekstrakcija tvari iz ¢vrstog uzorka moZe se provoditi uz primjenu visokog
tlaka, temperature, superkriti¢nih fluida, mikrovalova, ultrazvuka, itd. Pored dijalize, kod

ekstrakcije iz tekuéeg uzorka su sve popularnije metode ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPE,

solid phase extraction) uz C8 ili C18 silikagel, polimerne smole, silikate, Al,O3, antitijela,

évrsta faza

polimere s molekularnim biljegom (molecularly imprinted polymers, MIP), i sl., kao ¢vrsta

faza. Cvrsta faza razdvaja ispitivanu tvar od netistoéa, vezanjem ispitivane tvari ili
necistoca. Vidi sliku s ilustracijom pripreme MIP Ccvrste faze na sljededoj stranici.
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Monomer

/

Polimerni matriks

Uklanjanje
Polimerlzaci]a @ predioska
Predlozak

Samosklapanje

Supljine ‘Predlozak’ je spoj koji se Zeli izdvojiti iz

| tekuéeg medija i koji se mijesa s
monomerom. Nakon polimerizacije i
uklanjanja predloska, zaostaje polimer koji
ima Supljine s velikim afinitetom za

Polimer

odredivani spoj tj. propustanjem tekucine u

s molekularnim |55 se toksikant nalazi, on ¢e zaostajati na

biljegom

Cvrstoj fazi. Takoder se sve vise koriste

mikroekstrakcijske metode poput LPME, SPME ili SDME (liquid phase, solid phase ili single drop microextraction).

Kod prve se na vrhu sonde nalazi sloj otapala koji se uranja u tekucinu uzorka
drukcije polarnosti i dolazi do uravnotezenja koncentracija toksikanta izmedu faza.

SDME

Sonda se zatim uvodi u injektor analitickog uredaja gdje termalnom desorpcijom . septum

dolazi do oslobadanja ispitivane tvari. Analogan je princip mikroekstrakcijskih
sondi sa ¢vrstom fazom ili jednom kapi. Sve tri inacice se mogu primjenjivati i u
tzv. headspace analizi kod koje se sonda uranja u sloj plina iznad hlapljive tekuéine
(tzv. headspace u bodcici; vidi sliku) gdje dolazi do uravnoteZenja koncentracije
ispitivane tvari izmedu plinske faze i Cvrste ili tekuce faze sonde (istovremeno je
parcijalni tlak tvari u headspaceu, prema Henryjevom zakonu, u ravnotezi s
koncentracijom u tekudini).

& o)
uzorak + ¢vrsta faza

Hlapljivi sastojci koji se nalaze u vrlo niskim e

headspace

uzorak

- koncentracijama u uzorcima se mogu _

koncentrirati primjenom

‘* ekstrahirati i

Y vodene pare (uz tzv. Lickens-Nickersonov aparat za SDE (simultaneous
MSPD kolona  (jstillation and extraction) tj. simultanu destilaciju i ekstrakciju). ® MSPD
(matrix solid phase dispersion) se temelji na disperziji uzorka i ¢vrste faze, transferu smjese u kolonu i eluiranju

(ucinkovito, jeftinije i brzo). MoZe se primjenjivati za ekstrakciju sa ¢vrstih, polutekucih i tekuéih uzoraka.

Procis¢avanije (ili cleanup) ukljucuje svako daljnje izdvajanje ispitivane tvari iz matriksa prije analitickog

uredaja. Potrebno je reducirati koli¢inu suvisnih kemikalija koje se

® .. GEL FILTRACIJA

ubrizgavaju u osjetljivi analiticki uredaj, a radi oC¢uvanja injektora i

kolona sto je duZe moguce. Neclisto¢e takoder mogu smetati u

kvalitativnom i kvantitativnom odredivanju ispitivane tvari. Najcesce
se koriste preparativne kromatografske metode
kromatografija) za razdvajanje tvari prema naboju, veli¢ini molekula,

topljivosti, imunoafinitetu, i dr.

(kolonska
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Primjerice, gel filtracija razdvaja molekule po veli¢ini, pri ¢emu male

protein

; Na® Na*
IONSKO-1IZMJENJIVACKA
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molekule ulaze u pore gela od polimera
(dekstran, agaroza, akrilamid) i duZe se
zadrzavaju u koloni od veéih molekula.
lonsko-izmjenjivacka kromatografija (na slici
lijevo) sluZi za separaciju prema naboju. Kolona
je ispunjena nosatem na koji su pricvrséene
skupine koje vrSe ionsku izmjenu (npr.
karboksimetilceluloza kao kationski izmjenjivac
ili dietilaminoetil celuloza kao anionski
izmjenjivac). lonizirana molekula odredenog
naboja se moZe vezati za ionski izmjenjivac i
zaostaje na koloni te se naknadno eluira s
otopinom NacCl.
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Reverzno fazna kromatografija razdvaja uzorke prema

hidrofobna FAZNA . .
molekula O “ s o topljivosti u hidrofobnoj stacionarnoj fazi, naj¢esce
% * . = polarnosti .- .. . vie . v . .
. silikagelu na koji su vezani dugacki ugljikovodicni lanci, npr.
hidrofobna o1 : s C18. Hidrofobne molekule zbog afiniteta za stacionarnu
faza ®

fazu sporije prolaze kroz kolonu.

vodena
otopina

Imunoafinitetna kromatografija ukljuuje nosac ¢vrste faze

koji na sebi ima pri¢vrS¢ena antitijela za tvar koja se
ekstrahira. Prolaskom otopine, tvar tj. antigen ostaje

vezan, dok se ostale necistoce ispiru s kolone.
Medutim, mnoge od prethodno opisanih, suvremenih metoda

IMUNOAFIN

ekstrakcije, daju dovoljno (Cist uzorak. Metode ekstrakcije i KROMATOG

procis¢avanja su dobile i svoje automatizirane verzije ili tzv. on-line

uredaje povezane s analitickim instrumentom i koji mogu serijski @ "

pripremati veéi broj uzoraka. @ antigen
K antitijelo

Razaranje uzorka se primjenjuje u pripremi za analizu

elemenata, pri ¢emu se uzorak 'spaljuje’ ili razara s ciljem razgradnje
organske tvari. Ovo se moze postici suhim spaljivanjem na visokoj temperaturi ili vlaznim spaljivanjem, u smjesi
kiselina i vodikovog peroksida koji dovode do potpune oksidacije organske tvari. Ovako pripremljen uzorak
omogucava atomizaciju elementa i analizu opticko (apsorpcijske, emisijske i fluorescentne) spektroskopskim ili
maseno spektroskopskim metodama.

Instrumentalna analiza osjetljivim analitickim metodama omoguduje identifikaciju i koli¢insko mjerenje

najrazlicitijih tvari. Vazne za analizu toksikanata su kromatografske metode poput plinske (GC) i tekucinske (LC &
HPLC) kromatografije, spektrometrijske metode poput UV/Vis, IR spektrometrije, atomske apsorpcijske
spektrometrije (AAS), atomske emisijske spektrometrije uz induktivno povezanu plazmu (ICP-AES), nuklearne
magnetske rezonancije (NMR), elektronske paramagnetske rezonancije (EPR, za analizu slobodnih radikala),
masene spektroskopije (MS, ICP-MS), te kombinacije poput LC-MS/MS (na slici), GC-MS, itd. Koristi se i kapilarna
elektroforeza za razdvajanje iona u elektricnom polju, imunokemijske, enzimne metode, radiometrijske metode
(odreduje se ili sam radioaktivni izotop ili se neka molekula njime oznaci i mjeri spektrometrom y-zraka,
scintilacijskim tehnikama, i sl.), i dr.

LC-MS i LC-MS/MS su tehnike koje imaju jako Siroku primjenu u svim vidovima toksikoloskih istraZivanja
zbog iznimne osjetljivosti i specificnosti. Nakon razdvajanja komponenti u tekuéinskom kromatografu, molekule se
razlicitim tehnikama ioniziraju te se snop iona razdvaja u magnetnom polju (tzv. kvadrupolu koji se sastoji od Cetiri
Sipke pod naponom). Magnetno polje se mozZe podesavati i prilagodavati karakteristichnom ionu molekule koja se
odreduje te samo taj ion prolazi prema
detektoru koji mu biljezi odziv tj.
koli¢inu. lzvedbe s trostrukim
kvadrupolom (MS/MS) dodatno

unaprijeduju specificnost i osjetljivost SR

: U\, detektorski

uredaja jer se nakon izdvajanja iona od 97K A -\ Otvori

izvor VRS VSV VAN
interesa u prvom kvadrupolu, on ’ X3/ 5

yo g ‘\j.") etektor
ponovno fragmentira u drugom, da bi prema vakuum pumpi NG
se 'filtrirao' specificni ion u treéem L
kvadrupolu. !
) . molekule razdvojene u
Kvalitetna i pouzdana provedba HPLC-u

. . .. . kompjutor
analize i provjera metodologije se moze pjuto

osigurati mjerama poput odredivanja recoveryja (iskoristenja), ponovljivosti, reproducibilnosti i analize
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referentnog materijala. Pravilnici propisuju izvedbene kriterije za metode koji se moraju zadovoljiti u sluzbenoj
analizi koli¢ine pojedinih toksikanata.
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ZAKONSKA REGULATIVA

Posljednjih desetljeca je znacajno povedan broj propisa kojima se reguliraju toksicne kemikalije. Medu najvaznijim
razlozima za ovo su: veca svjesnost o ogromnom broju toksikanata koje su ljudi rasprsili u okolisu, napredak
analitickih metoda koje su omogudile detekciju vrlo niskih koncentracija toksikanata u okoliSu, hrani, itd., te
utvrdivanje veze izmedu nekih bolesti i kroni¢ne izloZenosti odredenim tvarima, ¢esto kod niskih koncentracija.
Donosenju propisa prethodi procjena rizika (sigurnosti) toksikanta koja se temelji na znanstvenoj procjeni

potencijalnih Stetnih uc¢inaka toksikanta. Integralni dijelovi procjene rizika su:

o identifikacija opasnosti (na temelju dokaza da toksikant moZe djelovati Stetno za ljude),

e odredivanje veze doze i odgovora (kao kvantifikacija toksi¢nog ucinka), te

e procjena izloZzenosti (koje vrste, razine i trajanja izlozenosti se mogu ocekivati).
Time se omogucuje kvalitetna karakterizacija rizika na temelju koje se zakonski regulira izloZzenost toksikantu u
procesu poznatijem kao upravljanje rizikom.

IDENTIFIKACIJA OPASNOSTI | ODREPIVANJE VEZE DOZE | ODGOVORA
Uvodenje novih kemikalija (pesticidi, lijekovi, aditivi, itd.) na trziSte je zakonski regulirano u svim

industrijaliziranim zemljama uz upute i/ili zahtjeve za procjenu njihove sigurnosti. Takoder, moze se testirati
toksi¢nost razlicitih drugih kemikalija (npr. postojedih ali netestiranih), kontaminanata, i sl.

U posljednje vrijeme jacaju napori medunarodnih organizacija (Organization for Economic Cooperation and
Development, OECD, International Conference on Harmonisation, ICH) prema definiranju uputa za testiranje
toksi¢nosti koje bi bile prihvatljive za sve zemlje. Tipi¢ni program procjene sigurnosti je prikazan na slici:

| identifikacija ispitivanog materijala |

| kemijska karakterizacija |

| pregled literature |

| procjena aktivnosti prema gradi |

akutna toksi¢nost/kratkotrajne studije ponavljanog
doziranja

| genotoksi¢nost | | metabolizam/toksikokinetika |

' -

| subkroni¢na toksi¢nost |

| |

reproduktivna i razvojna toksiénost | | karcinogenost |

| kroni¢na toksi¢nost |

| dodatne studije |

Pripremni koraci

Najprije se provodi identifikacija ispitivane tvari, Sto utjeCe na sam program procjene sigurnosti (npr. prema
namijenjenoj primjeni se biraju studije koje ¢e se provesti, putevi izlaganja, i sl.). Sljedeci korak je kemijska
karakterizacija tvari ili smjese koja se ispituje. Na temelju toga se pretraZuje literatura da bi se utvrdilo koliko se
zna, ako uopce, o bioloskoj aktivnosti ispitivane tvari. Kod nedostatka informacija se koriste podaci o spojevima
slicne kemijske grade. Uz podatke o gradi i raspolozZivim toksikoloSkim podacima moZe se napraviti statisticka
procjena toksicnosti prema strukturi. Postoje i kompjutorske, tzv. QSAR (quantitative structure-activity
relationship) baze, koje su specijalizirane za ovakvu vrstu procjenu toksi¢nog ili inog ucinka.
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Akutna toksi¢nost

Prema definiciji OECD-a, akutna toksi¢nost (AT) se definira kao 'Stetni ucinci koji se javljaju ubrzo nakon jedne ili
viSestrukih (oralnih) doza neke tvari primijenjenih tijekom 24 h'. Informacije dobivene testom AT na pokusnim
Zivotinjama (opservacijskim pregledom, autopsijom) se obicno koriste kao osnova za utvrdivanje postavki za
daljnje testove toksi¢nosti ( za odredivanje ciljnih mjesta, doze, mehanizama). Utvrduje se veza doze i odgovora
na toksikant i odreduju NOAEL, LOAEL i LDs, (vidi VEZA DOZE | ODGOVORA). LDsg je najvazniji rezultat ovih testova
i mjera AT tvari. Usporedbom s istim parametrom za druge tvari, moZe se preliminarno ocijeniti prikladnost
koristenja pojedine tvari u hrani. Zbog koriStenja Zivotinja u ovim i drugim testovima, OECD, EU, EPA, i druga tijela
preporucuju modificirane testove AT koji daju odgovarajuce informacije uz smanjenje broja i patnje koriStenih
Zivotinja.

Kratkotrajna, subkronic¢na i kroni¢na toksi¢nost

RijeC je o studijama ponavljanog doziranja koje se prema vremenu trajanja dijele na kratkotrajne (1-4 tjedna),
subkronicne (tri mjeseca), te kroni¢ne (6-12 mjeseci i duze). Podaci dobiveni studijama kratkotrajnog ponavljanog
doziranja su potrebni za uspjesni dizajn testova subkroni¢ne toksic¢nosti. Takoder, podaci iz subkroni¢nih studija su
neophodni za dizajn kronicnih studija, a koriste se i u dizajnu testova reproduktivne toksi¢nosti i karcinogenosti.
Opcenito, testovi ukljuCuju procjene stanja Zivotinja tijekom tretiranja (fizicki izgled i ponasanje, tjelesna teZina,
potrosnja hrane, pregledi ociju, biokemijski testovi krvi i urina, itd.), te post-mortem ispitivanja (pregled tkiva i
organa, tezina organa i Zlijezda, histopatoloska ispitivanja tkiva). Ponekad se u subkroni¢ne i kroni¢ne studije
mogu uklopiti ispitivanja genotoksi¢nosti, neurotoksi¢nosti, imunotoksi¢nosti, i sl.

Medu najvaznijim rezultatima kratkotrajnih studija su identifikacija karakteristicnih stetnih ucinaka i ciljnih
organa, te odredivanje odnosa doze i odgovora i NOAEL-a na osnovi kojih se odabire opseg doza u kasnijim
testovima.

Testovima subkronicne i kronic¢ne toksi¢nosti se mogu otkriti Stetni ucinci koji nisu uoceni testovima
kraceg trajanja, potvrditi ve¢ utvrdene i/ili identificirati nove ciljne organe i mjesta djelovanja, potvrditi NOAEL
(opéenito je pouzdaniji NOAEL dobiven ovim, u odnosu na kratkotrajnije testove), ustanoviti potreba za
specijaliziranim testovima (npr. ispitivanje neurotoksi¢nosti), i dr. DuZi testovi uglavnhom podrazumijevaju
primjenu niZih doza, Sto je realisti¢nije za procjenu toksi¢nosti obzirom na ocekivanu izloZzenost ljudi, ali to obi¢no
znadi i koristenje veéeg broja Zivotinja. Naime, kod niZih doza je manja vjerojatnost pojave toksi¢ne posljedice, pa
broj Zivotinja s odredenim odgovorom moZe biti premali za statisticku obradu rezultata. Tomu se moze pribjeci
primjenom visih doza, ali je upitno koliko su takvi rezultati relevantni za ljude i njihovu uobicajenu izloZzenost
ispitivanoj tvari. Testiranjem subkroni¢ne toksi¢nosti se odreduje i maksimalno tolerirana doza (MTD) koja se
koristi u ispitivanju karcinogenosti. MTD je doza toksikanta koja nije netoksi¢na, nego uzrokuje odredenu razinu
prihvatljive toksi¢nosti (koja ne skracuje prirodni Zivotni vijek Zivotinje).

Genotoksi¢nost

Sposobnost oStecenja nasljednog materijala se ispituje uz vise testova Ciji odabir ovisi o znacajkama tvari koja se
ispituje te zahtjevima regulatornih tijela. Medu najvaZnije ulaze: testovi mutacija gena, poput testova reverzne
mutacije na bakterijama ili testa misjeg limfoma, kao i in vitro i in vivo testovi kromosomskih aberacija.

Amesov test je test mutacije gena koji koristi sojeve Salmonelle typhimurium (noviji testovi i Escherichije coli) koji
imaju mutaciju na genu vaznom u biosintezi histidina, pa bakterije ne mogu rasti ako u hranjivoj podlozi nema ove
aminokiseline. Test se provodi i uz dodatak tkivnog homogenata sisavaca (najcesce jetre) da bi se oponasala
biotransformacija toksikanata (prije pripreme tkivhog homogenata donorska Zivotinja se tretira s odredenim
agensima (npr. fenobarbital) koji induciraju biotransformacijske enzime, ¢ime se povecava vjerojatnost aktivacije
mutagena). Kolonije bakterija ¢e rasti samo nakon pojave mutacije koja obnavlja put biosinteze histidina.

U testu misjeg limfoma koriste se stanice limfoma misa koje preZivljavaju samo ako ispitivana tvar izazove
mutaciju druge kopije gena za enzim koji sudjeluje u ugradnji toksi¢nih analoga timidina u DNA. Provodi se
takoder i uz aktivaciju tkivnim homogenatom sisavaca.
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Test kromosomskih aberacija stanica jajnika kineskog hréka ukljucuje tretiranje kulture stanica ispitivanom tvari uz
dodatak tkivnog homogenata sisavaca u svrhu aktivacije, te se posebnim metodama mjere kromosomske
aberacije.

Mikronukleus test glodavaca je in vivo ispitivanje kromosomskih aberacija kod kojeg se Stakori ili miSevi tretiraju
ispitivanom tvari, te se u stanicama prete¢ama eritrocita iz kosStane srzi ispituju eventualni klastogeni ucinci tj.
lomovi kromosoma.

Novije metode, koje imaju niz prednosti u odnosu na prethodno navedene, ukljucuju koriStenje
transgenskih glodavaca, polimeraznu lanéanu reakciju, gel elektroforezu DNA, i dr.
Transgenskim glodavcima je genetskim inZenjeringom inkorporiran gen koji se ispituje na
mutacije nakon izlaganja Zivotinja ispitivanoj tvari.

PCR (polimerase chain reaction) nalazi primjenu nakon izolacije DNA iz stanica tretiranih
zivotinja. DNA polimeraza proizvodi milijune kopija odabranih dijelova DNA, osiguravajudi
dovoljnu koli¢inu za analizu mutacija.

Comet test se modifikacija gel elektroforetske metode koja sluzi za identifikaciju loma zavojnice,

pri cemu se DNA fragmenti razdvajaju prema velicini.

Ako studije genotoksi¢nosti otkriju da je tvar mutagena u nekoliko testova, a uporaba tvari podrazumijeva
prilicno veliku izloZenost ljudi, onda se bez daljnjeg testiranja mozZe zabraniti uporaba tvari (ili odustati od daljnjeg
razvoja i komercijalizacije). Ako se utvrdi mali genotoksicni rizik tvari (npr. tvar je mutagena u nekoliko testova, ali
samo u vrlo visokim dozama, ili je mutagena aktivnost uocena u samo jednom testu), onda se moraju provesti
daljnje studije.

Metabolizam i toksikokinetika

Cilj ovih studija je razumijevanje apsorpcije, biotransformacije, raspodjele, i uklanjanja ispitivane tvari. Danas se
toksikokinetska ispitivanja apsorpcije, raspodjele i uklanjanja toksikanata uglavnhom provode mjerenjem
koncentracije toksikanta i metabolita u razlic¢itim tjelesnim tkivima i teku¢inama uz moderne analiticke tehnike
poput HPLC-a, LC-MS/MS-a, i sl. Metabolizam tj. biotransformacija toksikanata se obi¢no ispituje u kulturama
substanic¢nih struktura (mikrosoma), stanica, tkiva, i sl., Sto, ukoliko je rijec o ljudskim stanicama, omogucuje uvid
u metabolizam bez in vivo izlaganja toksikantu.

Ako je fizioloSka sudbina ispitivane tvari poznata, procjena sigurnosti tvari se moZe donijeti na toj osnovi.
Primjerice, ako se znaju svi metaboliti i za sve se zna da su bezopasni, onda se ispitivana tvar smatra sigurnom.
Medutim, ako su neki metaboliti toksicni ili se puno pocetne tvari zadrzava u odredenim tkivima, onda je
potrebno provesti daljnja istraZivanja. Za procjenu sigurnosti neke tvari za ljude potrebno je znati i da li je
metabolizam u testiranoj vrsti slican humanom metabolizmu.

Karcinogenost
Kao najsigurniji, zakonski uvjetovan test, koristi se studija raka kod glodavaca (rodent cancer bioassay, RCB)

tiiekom koje su Zivotinje svakodnevno tijekom 24 mjeseca izlozene (oralno, parenteralno, dermalno, itd.)
ispitivanoj tvari. Najvisa primijenjena doza je gore spomenuti MTD, dobivena testovima subkroni¢ne toksi¢nosti.
Po zavrsetku studije se utvrduje da li je dosSlo do povecéane ucestalosti neoplazmi kod tretiranih Zivotinja u odnosu
na kontrolnu skupinu. Rezultate recenziraju razlicite institucije i organizacije (EPA, IARC, i dr.) te ispitivanu tvar
klasificiraju prema karcinogenom potencijalu za ljude.

Osim RCB-a, u procjeni rizika izazivanja raka se mogu koristiti dodatne, jeftinije metode kojima se moze
otkriti karcinogen, npr.: ispitivanje kemijske grade (elektrofili ili slicnost gradi poznatih karcinogena), ispitivanje
genotoksi¢nosti, ispitivanje epigenetskih ucinaka (npr. povecana proliferacija stanica, indukcija citokroma P450,
peroksisomna proliferacija, imunosupresija, remecenje hormonske ravnoteze, i dr.), in vivo testovi sposobnosti
inicijacije (genotoksi¢ni karcinogeni) ili promocije (epigenetski karcinogeni) karcinogeneze (prati se pojava
preneoplasti¢nih lezija ili neoplazmi kod glodavaca i transgenskih miSeva koji imaju nedostatak tumorsko
supresorskih gena, gena za popravak DNA, ili su im u genom inkorporirane kopije ljudskih onkogena, i dr.
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Reproduktivna i razvojna toksi¢nost

Najceséi testovi za ispitivanje toksi¢nosti za muski reproduktivni sustav su: jedno- i viSegeneracijski reprodukcijski
testovi (kontinuirana izloZzenost pokusnih Zivotinja ispitivanoj tvari tijekom jedne ili viSse generacija, uz procjenu
reproduktivne sposobnosti), kratkotrajni reprodukcijski testovi (npr. test spermatotoksic¢nosti, ili dominantno-
letalni test kojim se detektiraju mutageni ucinci na spermij koji dovode do smrti njime zadetog embrija/fetusa,
itd.), te testovi za ispitivanje ucinka endokrinih disruptora (antiandrogena ili androgena) (npr. izlaganje muskih
Stakora ispitivanoj tvari od odbijanja od sise te tijekom puberteta, nakon cega se vaziu reproduktivni organi,
odreduju razine hormona i vrsi procjena znacajki puberteta). Neki pokazatelji toksi¢nosti za muski reproduktivni
sustav (npr. teZina spolnih organa, histopatoloski nalazi testisa, i dr.) se dobivaju i standardnim testovima
subkroni¢ne toksi¢nosti.

Upute (prema ICH) za testiranje toksic¢nosti za Zenski reproduktivni sustav, te razvojne toksi¢nosti, se
temelje na podjeli reproduktivnog procesa na stadije od perioda prije parenja Zenki do potpune spolne zrelosti
okocene Zivotinje. Najcesce je rijeC o visegeneracijskoj studiji uz pocetak tretiranja Zivotinja prije parenja pa sve
do okota potomstva Zenki druge generacije. Na taj nac¢in se mogu utvrditi Stetni ucinci na funkciju spolnih Zlijezda
(vrsi se pregled jajnika, maternice, menstrualnog ciklusa, razine hormona, i dr.), spolno ponasanje Zenki, oplodnju
(npr. broj oplodenih Zenki u skupini, i sl.), rane i kasne stadije gestacije (skotnost) (pregled jajnika, sadrzaj
maternice (mrtvi ili Zivi embrij ili fetus), pregled fetusa na malformacije, itd.), parturiciju (okot) (npr. promatranje
okota uz biljezenje eventualnih komplikacija ili nenormalnog ponasanja majke, procjena novookoéenih Zivotinja, i
dr.), laktaciju, i razvoj potomstva (npr. procjena spolnog dozrijevanja muskih i Zenskih jedinki okota; narocito
vazno kod endokrinih disruptora). Ispitivanje razvojne toksi¢nosti (i teratogenosti) se moze provesti i odvojeno uz
tretiranje Zenki od implantacije oplodene jajne stanice do parturicije.

Dodatne studije
Ovisno o znacajkama ispitivane tvari (npr. kemijska grada, mehanizam toksi¢nog djelovanja, namjena (za nove

kemikalije), i dr.), mogu se provesti i dodatne studije poput ispitivanja toksi¢nosti za probavni trakt, bubrege,
jetru, koZu, Ziv€ani sustav, kardiovaskularni sustav, imuni sustav, itd.

PROCJENA IZLOZENOSTI
IzloZenost je apsorpcija toksikanta prilikom kontakta s okoliSnim medijima poput zraka, zemlje, vode ili hrane.

Vazni Cinioci u procjeni su trajanje izloZenosti, put izloZzenosti (npr. preko probavnog trakta), bioraspoloZivost
toksikanta iz medija, koncentracija u mediju, i dr. BioraspoloZivost se odnosi na dio doze koja dospijeva u krv. Npr.
toksikant se moZe dobro apsorbirati, ali i najveéi dio razgraditi ve¢ u enterocitima, poput histamina. Osim
poznavanja koncentracije toksikanta u namirnicama, bioraspoloZivosti, mora se poznavati i koli¢ina unesene
hrane (ili vode) i tu svrhu se koriste metode poput upitnika ucestalosti namirnica (food frequency questionnaire),
metode biljeZenja (npr. 7-day weighed dietary record), metode prisjec¢anja (npr. ponavljani 24-hr recall), i sl., ili se
prosjecni unos neke namirnice moze izracunati dijele¢i godisnju proizvodnju u zemlji, te uvezene koliCine, s
brojem stanovnika.

U posljednje vrijeme je poveéano koriStenje tzv. biomarkera (bioloski markeri) u procjeni izloZzenosti.
Biomarkeri su promjene na molekularnoj i/ili stani¢noj razini uslijed izloZenosti toksikantu. Primjerice, koli¢ina
aromatskih amina vezanih za hemoglobin (tzv. adukti) moZe posluziti kao mjera izloZenosti ovim spojevima.
KoriStenje ovih pouzdanih indikatora izloZenosti je mogucée nakon utvrdivanja veze doze i odgovora izmedu
toksikanta i koristenog bioloskog parametra. Sukladno gornjem primjeru: koliko adukata aromatskih amina
nastaje na hemoglobinu kod odredene oralno unesene koncentracije.

KARAKTERIZACIJA | UPRAVLJANJE RIZIKOM
Na temelju podataka dobivenih identifikacijom opasnosti, utvrdivanjem veze doze i odgovora i podataka o

izloZzenosti toksikantu, moze se izvrsiti karakterizacija rizika tj. procijeniti vjerojatnost Stetnog ucinka tijekom
izloZenosti.
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Za karcinogene se tradicionalno pretpostavljalo da nemaju prag djelovanja (tj. tako niske koncentracije
kod koje nece uzrokovati stetu) (vidi VEZA DOZE | ODGOVORA) te nema razine koja se smatra sigurnom. Obic¢no se
nastoji zakonski sprijeciti izlozenost ljudi takvim tvarima (npr. zabrana nekih pesticida ili aditiva) ili se, u sluc¢aju
prirodnih kontaminanata ili sastojaka koji nastaju obradom hrane poput aflatoksina ili akrilamida, preporuca
prisutnost u hrani smanjiti na najnizu, tehnoloski ostvarivu mjeru. Nulta tolerancija je ionako nemoguca, a postoje
i brojni dokazi da genotoksi¢ni karcinogeni imaju prag djelovanja. U posljednje vrijeme se evaluacija
negenotoksicnih karcinogena provodi uz pretpostavku praga djelovanja. Posebnim statistickim metodama se
krivulja doze i odgovora ekstrapolira u podrucje vrlo niskih koncentracija (za koje nema eksperimentalnih
podataka) i odreduje doza povezana s de minimis rizikom (10* do 10°). Ovo konkretno znaéi da ¢e, npr.,
izlozenos¢u takvoj dozi tijekom cCitavog Zivota rizik raka biti manji od 1 na milijun izloZenih osoba.

Ostalim toksikantima se odreduju vrijednosti unosa koje se povezuju s minimalnim ili nikakvim rizikom
Stetnih ucinaka, poput prihvatljivog dnevnog unosa (acceptable daily intake, ADI), koji se izrazava u mg po kg
tjelesne tezine, i predstavlja dnevni unos koji tijekom Zivotnog vijeka ne bi trebao imati nikakve Stetne posljedice.
TDI je tolerirani dnevni unos (tolerable daily intake) koji se analogno odreduje i izrazava, samo $to se uglavnom
odnosi na kontaminante, za razliku od ADI-ja koji se uglavnhom koristi za aditive. Unos kontaminanata nikako ne
moze biti prihvatljiv, jedino toleriran ukoliko je razina unosa ispod one koja moze uzrokovati Stetu zdravlju. Neki
od adekvatnih, cesto koristenih parametara su PMTDI (provisional maximum tolerable daily intake kao privremeni
TDI dok se ne prikupi dovoljno kvalitetnih znanstvenih dokaza), PTWI i PTMI (provisional tolerable
weekly/monthly intake za toksikante kumulativnih svojstava), RfD (reference dose), MRL (minimal risk level), i dr.
Svi se oni osnivaju na NOAEL-u ili LOAEL-u dobivenim testovima na Zivotinjama, pri ¢emu se ovi dijele s faktorom
nesigurnosti (uncertainty factor, UF) koji se procijenjuje kao mjera nesigurnosti u ekstrapolaciji rezultata
dobivenih sa Zivotinjama na ljude. Za ekstrapolaciju je potrebno znati niz parametara, poput metabolizma,
toksikokinetike, mehanizma djelovanja toksikanta, itd., kako u ispitivanoj vrsti, tako i kod ljudi. Zbog nepoznanica
oko razlika u toksi¢nosti izmedu vrsta (Zivotinje prema ljudima), ali i unutar vrste (ljudi prema ljudima, zbog
varijabilnosti unutar populacije), dobiveni NOAEL ili LOAEL se dijele s UF, koji je obi¢no 10 za svaku od navedenih
nepoznanica. Dodatni UF se mogu koristiti ukoliko postoje manjkavosti u samom eksperimentu kojim su odredeni
NOAEL ili LOAEL (npr. kratko trajanje izlaganja, nedovoljan broj Zivotinja, itd.). Stoga, ako je NOAEL za neki pesticid
kod stakora 1 mg/kg tjelesne teZine, a UF = 100, onda ¢e ADI za ljude biti 0,01 mg/kg.

Alternativa NOAEL-u je izracun tzv. referentne doze (benchmark dose, BMD). Na krivulji veze doze i
odgovora se odabere referentni odgovor (1, 5 ili 10%) za odredenu dozu. ® Primjerice, doza koja dovodi do 10%
odgovora u populaciji je BMD,, i odreduje se niZa granica intervala pouzdanosti uz 95%-tnu sigurnost, tj. BMDL,.
Na temelju ovih vrijednosti se nadalje mogu rac¢unati ADI, TDI, RfD i sli¢ni parametri.

Procjena rizika ¢esto ukljucuje i racunanje tzv. granice izloZenosti tj. MOE (margin of exposure). Racuna se
kao omjer NOAEL-a (mg/kg/dan) i razina kojima su ljudi obi¢no izloZeni. Npr., ljudi su izloZeni kemikaliji iskljucivo
putem vode za pice i ukupan dnevni unos je 0,04 mg/kg/dan. Ako je NOAEL za neurotoksi¢ne ucinke 100
mg/kg/dan, MOE je 2500. Ovako visoka granica izloZzenosti ohrabruje u smislu malog rizika za ljude. Niska MOE
(manja od 100) ukazuje na potrebu dodatne evaluacije tvari.

Na osnovi ADI-ja ili TDI-ja, unosa hrane i unosa doti¢nog toksikanta iz drugih izvora, odreduju se i
dozvoljene koli¢ine toksikanata u namirnicama. Npr., za ostatke pesticida i veterinarskih lijekova se definira tzv.
MRL (maximum residue level ili maksimalna razina ostataka) te maksimalne kolicine ostataka aditiva i
kontaminanata koje se mogu nalaziti u pojedinim namirnicama. TeZi se harmonizaciji normativa za ostatke
pesticida, ili vrste i koli¢ine aditiva u hrani, izmedu ostalog zbog pojednostavljivanja medunarodne trgovine
prehrambenim proizvodima (OECD, WHO, UN Food and Agriculture Organization, FAO, i dr.). WHO i FAO su
osnovale zajednicko vijece, tzv. Codex Alimentarius koji donosi odgovarajuée preporuke i standarde na temelju
preporuka savjetodavnih tijela: JECFA (Joint Expert Committee on Food Additives, ZdruZzeno strucno vijeée o
prehrambenim aditivima) i JMPR (Joint Meeting on Pesticide Residues, Zdruzeno vijece o ostacima pesticida). SAD
ima nekoliko agencija koje se bave karakterizacijom rizika: EPA (Environmental Protection Agency, Agencija za
zaStitu okolisa), US FDA/CFSAN (Food and Drug Administration / Center for Food Safety and Applied Nutrition,
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Agencija za hranu i lijekove / Centar za sigurnost hrane i primjenjenu prehranu), US HHS ATSDR (Department of
Health and Human Services, Agency for Toxic Substances and Disease Registry, Ministarstvo zdravstva i socijalne
skrbi, Agencija za toksi¢ne tvari i registar bolesti), itd. U EU je sli¢no tijelo EFSA (European Food Safety Authority,
Europska agencija za sigurnost hrane) koja savjetuje zakonodavnu Europsku komisiju. RH uskladuje svoje zakone i
pravilnike s vazeéim u EU.

Rizik u perspektivi

Javna percepcija rizika je ¢esto znatno veca od stvarnog rizika procijenjenog znanstvenim istrazivanjima. Takoder,
zabrinutost javnosti je usredotocena na sintetske kemikalije, pesticide i aditive. Ames i suradnici su pokusali
ukazati na neutemeljenost zabrinutosti tako Sto su rangirali kemikalije prema karcinogenom riziku za ljude,
racunanjem tzv. HERP indeksa (human exposure, rodent potency). Rije¢ je o postotku karcinogene jakosti za
glodavce (TDso u mg/kg/dan ili doza koja izaziva rak kod 50% Zivotinja) koju Covjek primi prosjecnom dnevnom
izloZzenosc¢u tijekom Zivotnog vijeka (mg/kg/dan) (dnevna izloZenost ljudi se dijeli s dozom koja izaziva rak kod
pokusnih Zivotinja i mnozi sa 100). Rezultati za neke kemikalije iz hrane su prikazani u tablici:

Tvar HERP (%)
Etilen dibromid, pesticid 0,0004
Poliklorirani bifenili, industrijski kontaminanti 0,0002
Kloroform, nastaje kloriranjem vodovodne vode 0,001
Aflatoksin iz maslaca od kikirikija 0,03
Safrol iz zacina 0,03
Kava kiselina iz kave 0,1
Etanol iz vina 0,5
Etanol iz piva 2,1

Ocito, najvise vrijednosti imaju prirodne tvari tj. rizik od sintetskih pesticida i kontaminanata u hrani je znatno
manji. Ove rezultate treba ispravno interpretirati. Nije izloZzenost prirodnim toksikantima pretjerana, nego je
izloZzenost sintetskim tvarima toliko niska da nema gotovo nikakav utjecaj na zdravlje. Ames i suradnici su
procijenili da 99,99% izloZenosti karcinogenim tvarima putem hrane otpada na tvari prirodnog podrijetla.
Takoder, smatraju da je evolucija metaboli¢kih sustava rezultirala dobrom prilagodbom ljudi na tvari koje se
nalaze u hrani i da, obzirom na fleksibilnost detoksikacije, rizik od sintetskih tvari nije veéi u odnosu na tvari
prirodnog podrijetla. Osim toga, sama metodologija ispitivanja karcinogenosti RCB testom bi mogla precijenjivati
rizik od kemikalija jer se karcinogeno djelovanje cesto ustanovi upravo kod najviSe primjenjivane doze (MTD), koja
nije netoksi¢na za stanice i, kroni¢no bi, zbog odumiranja stanica i kompenzacijske proliferacije (tj. ubrzanog
dijeljenja da se nadoknade odumrle stanice), mogla povecati rizik nastanka stanice raka. Dakle, rizik je najveéim
dijelom funkcija koncentracije i.e. doze, upravo u skladu s Paracelsusovom pronicljivom tvrdnjom iz uvoda.
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