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UVOD
Suvremeni čovjek sve češće koristi zrakoplov kao prijevozno sredstvo da bi u 

što kraćem vremenu stigao na udaljeno mjesto. Iako se radi o praktičnom načinu 

putovanja koji ne predstavlja nikakvu novost, mnogi sigurnosni aspekti nisu još 

posve razjašnjeni. Osim iznimno rijetke opasnosti od nesreće, čije posljedice mogu 

biti kobne, primijećeno je da se kod posade i putnika mogu javiti razni zdravstveni 

problemi te je stoga utemeljena nova grana medicine – zrakoplovna medicina (1). 

Između ostalog, navedeno područje se bavi i malo poznatim te od strane nadlež-

nih tijela često zanemarivanim aerotoksičnim sindromom koji će biti pobliže opi-

san u ovom članku.

Većina putničkih zrakoplova leti na visini od 10 do 13 kilometara. Smatra se 

da se sa svakim kilometrom od razine mora temperatura smanjuje za 6,5 °C. Uzevši 

u obzir da je prosječna temperatura na površini Zemlje 15 °C, na visini letenja 

vanjska temperatura iznosi otprilike –50 °C. Jednako tako i vrijednost atmosfer-

skog tlaka je izrazito niska (2). Tijekom leta, tlak u unutrašnjosti aviona je jednak 

atmosferskom tlaku na približno 2000 m nadmorske visine. Da bi se postigli takvi 

uvjeti, građa zrakoplova mora biti odgovarajuća. Mora se znatno povisiti tlak unu-

tar zrakoplova; što se, laički rečeno, postiže tako da više zraka ulazi u avion, nego 

što izlazi. Također se i zrak koji se dovodi u unutrašnjost mora zagrijati pri čemu 

pomažu motori. Naime, motori prilikom rada stvaraju toplinu te moraju biti hla-

đeni, a najjednostavniji način za to je korištenje vanjskog zraka, koji se pri tome 

grije i nakon prolaska kroz prostor u kojem se nalaze motori, ulazi u unutrašnjost 

zrakoplova (slika 1.) (3).
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Za rad motora potrebne su brojne kemijske supstancije koje mogu biti štetne 

po zdravlje ljudi, uključujući gorivo i motorno ulje nužno za podmazivanje, zaštitu, 

hlađenje i čišćenje motora. Aerotoksični sindrom povezuje se sa sastavnicama ulja 

trikrezilfosfatima (TCP), čiji je udio otprilike 3 %. Radi se o mješavini deset izo-

mera i drugih strukturno sličnih molekula, fenolnih i ksilenolnih tvari. Najtoksič-

niji učinak imaju orto izomeri. Ostale komponente motornih ulja za zrakoplove 

su: smjesa estera C5–C10 masnih kiselina s pentaeritritolom i dipentaeritritolom, 

supstituirani difenilamini te fenil-α-naft ilamin. Potonja dva spoja su također tok-

sična, ali je njihova zastupljenost manja od 1 % te se ne smatraju toliko škodljivima 

kao TCP (4).

Uslijed neispravnosti na motoru ili neodgovarajućeg održavanja moguće je 

ispuštanje TCP-a u prostor gdje se nalazi motor, a zatim zajedno s unesenim zra-

kom ulazak u kokpit i prostor za putnike. Učestalost takvih događaja, koji dovode 

do prisutnosti toksičnih tvari u unutrašnjosti zrakoplova se neslužbeno procje-

njuje na približno 1 % (godišnje zrakoplovima putuje 3,5 milijarde putnika i otpri-

like 500 tisuća članova zrakoplovnih posada), ali nadležne institucije i zrakoplovni 

prijevoznici vrlo često negiraju ili pokušavaju umanjiti tu vrstu problema. No, ipak 

su poneki proizvođači zrakoplova ozbiljno shvatili taj problem te konstruirali Boe-

ing 787 Dreamliner, tip zrakoplova kod kojega nema opasnosti od intoksikacije 

spomenutim tvarima zato što se unutrašnjost zrakoplova opskrbljuje zrakom na 

drugačiji način (5). No, ovaj je tip zrakoplova zastupljen u prometu s manje od 

1 %.

Aerotoksični sindrom, zbog svoje učestalosti, predstavlja veliku opasnost 

utječući na zdravlje mnogobrojnih putnika i članova posade. Uz to, uzimajući u 

obzir potrebnu razinu koncentracije pilota tijekom leta kako bi bez poteškoća 

Slika 1. Ulazak vanjskog zraka u zrakoplov (3).
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upravljao zrakoplovom koji ponekad prevozi nekoliko stotina putnika, jasno je 

kako i najmanji zdravstveni problem može ugroziti živote mnogih. Neki od akut-

nih simptoma aerotoksičnog sindroma su gastrointestinalni (mučnina, povraća-

nje, dijareja), iritacija očiju, kože i gornjih dijelova respiratornog trakta te neuro-

loški simptomi (glavobolja, vrtoglavica, konfuzija, umor). Kronični simptomi 

obuhvaćaju poremećaje imunološkog i središnjeg živčanog sustava (kratkotrajni 

problemi s pamćenjem, dezorijentiranost, poteškoće u koncentraciji). Reverzibilni 

učinci su posljedica kratkotrajnog izlaganja toksičnom plinu, međutim, najveću 

zabrinutost izazivaju oni kronični koji se javljaju nakon znatnije izloženosti (4, 6).

Toksi nost triarilfosfata
Kao što je već spomenuto, najtoksičniji spojevi nastali pirolizom motornog 

ulja su trikrezilfosfati i ugljikov monoksid, kojima se pripisuju neurotoksični 

učinci te N-fenil-L-naft ilamin, koji djeluje kao iritans. Međutim, smatra se da 

aerotoksičnom sindromu najviše pridonosi tri-o-krezilfosfat (TOCP) (7).

Priča o toksičnosti TOCP-a započinje 1930-ih u SAD-u za vrijeme prohibi-

cije, a povezuje se s vrlo popularnim ekstraktom đumbira, poznatijim kao Ginger 

Jake. Zabranjeno piće sadržavalo je 75 % etanola, a umjesto melase i ricinusovog 

ulja, često se u ekstrakt dodavao jeft iniji Lyndol, koji je sadržavao smjesu krezilfos-

fatnih estera, između ostaloga i TOCP. Kuhanjem, a potom konzumiranjem takvih 

pripravaka 50 000 ljudi u SAD-u je oboljelo od paralize karakterizirane Jake hodom 

kao posljedicom oštećenja leđne moždine i perifernih živaca (8, 9, 10). Gastrointe-

stinalni simptomi mogu se pojaviti i 10 do 20 dana nakon peroralne primjene, a 

odgođena neuropatija javlja se postupno. U većini slučajeva, slabost mišića, bol i 

parestezija donjih ekstremiteta prelazi u paralizu, koja može zahvatiti i gornje 

ekstremitete. Osnovna terapija je fi zikalna rehabilitacija (11).

TOCP kao organofosforni spoj može uzrokovati dva toksična učinka, inhibi-

ciju kolinesteraza i odgođenu neuropatiju (12). Akutno izlaganje visokim dozama 

TOCP-a ili dugotrajno izlaganje nižim dozama TOCP-a može dovesti do sime-

trične senzomotorne periferne neuropatije koja se naziva odgođena neurotoksič-

nost uzrokovana organofosfatima (OPIDN, organophosphorus ester-induced delayed 

neurotoxicity) (4). Jedan do dva tjedna nakon intoksikacije javljaju se prvi simp-

tomi: slabost, žarenje i trnci u nogama. Unutar nekoliko dana dolazi do progresije 

u fl akcidnu (mlohavu) paralizu, koja najprije zahvaća distalne dijelove donjih 

ekstremiteta, a kasnije ruke i bedra. U kasnijim stadijima značajnija postaju ošte-

ćenja leđne moždine sa simptomima ataksije i mišićnih spazama, što se očituje 

abnormalnim hodom. Stanična oštećenja su vidljiva na razini n. ischiadicusa, n. 

tibialisa i n. peroneusa te leđne moždine. Lezije gornjih motoričkih neurona su 

karakterizirane degeneracijom aksona s naknadnim oštećenjima mijelina. Opora-

vak se može očekivati kod blagih i umjerenih slučajeva, ali je vremenski zahtjevan 
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(dvije godine nakon početka neuropatije). Osjetljivost na TOCP i potencijal 

razvoja OPIDN ovisi o vrsti i starosti. Ljudi spadaju u skupinu najosjetljivijih vrsta, 

a sličnu osjetljivost ima i perad, zbog čega se često koriste kao animalni modeli za 

in vivo studije (13, 14).

Molekularna pozadina odgođene neuropatije inducirane TOCP-om još uvi-

jek nije razjašnjena. Pretpostavljeno je nekoliko različitih hipoteza, od kojih je naj-

poznatija pretpostavka da dolazi do inhibicije neuropatske ciljne esteraze (NTE, 

neuropathy target esterase). NTE je transmembranska serinska hidrolaza koja kata-

lizira deacilaciju membranskog fosfatidilkolina do topljivog glicerolfosfokolina i 

slobodnih masnih kiselina. Zbog strukturne kompleksnosti membrana i zahtjeva 

za brzim metabolizmom fosfolipida, NTE predstavlja esencijalni enzim za preživ-

ljavanje postmitotskih, visoko diferenciranih stanica živčanog sustava (15). Slje-

deća hipoteza pretpostavlja da organofosforni spojevi induciraju aktivnost kinaze 

II ovisne o sustavu Ca2+/kalmodulin i posljedično dovode do fosforilacije stanič-

nih proteina α- i β-tubulina, proteina II povezanog s mikrotubulima i mijelinskog 

bazičnog proteina. Hiperfosforilacija neurofi lamenata smanjuje brzinu njihova 

transporta u aksonu te dovodi do akumulacije i disfunkcije citoskeleta (16). Naj-

novija hipoteza pretpostavlja da je za ranu fazu odgođene neuropatije odgovorna 

autofagija, proces kojim se razgrađuju neispravno sintetizirani proteini i oštećeni 

organeli čime se postiže zaštitni učinak. Međutim, TOCP stimulira autofagiju i 

razgradnju mitohondrija te uzrokuje degeneraciju aksona i dendrita, što se smatra 

inicijacijom odgođene neuropatije (17). Unatoč različitim hipotezama, toksični 

učinci TOCP-a se najviše povezuju s inhibicijom kolinesteraza pa je upravo taj 

mehanizam najviše istražen.

Pojava, intenzitet i progresija simptoma uzrokovanih triarilfosfatima ovisi o 

njihovoj strukturi, tj. veličini i položaju supstituenta, dozi, učestalosti i trajanju 

izloženosti te putu primjene. Naime, dugotrajnija primjena subtoksičnih doza 

TOCP-a izaziva OPIDN, što upućuje na zaključak da dolazi do akumulacije tok-

sina (4, 18). Nesupstituirani trifenil fosfati ne uzrokuju OPIDN, a potencijal neu-

rotoksičnosti ovisi o vrsti supstituenta i smanjuje se u nizu CH3 > C2H5 > n-C3H7 

> izo-C3H7 > sec-butil ≈ tert-butil (13). Uočeno je da je mono-o-krezilfosfat 10 

puta, a di-o-krezilfosfat 5 puta toksičniji od tri-o-krezilfosfata, dok trikrezil fosfati 

supstituirani u meta i para položaju nisu toksični (19, 20). Međutim, zbog svog 

metabolizma u vrlo toksičan CBDP (2-(o-krezil)-4H-1,2,3-benzodioksafosforan-

2-on) smatra se da TOCP uzrokuje najveću štetu za zdravlje. Osim oralne pri-

mjene, toksičnost se može javiti i nakon udisanja te kutane izloženosti. Maksi-

malna alveolarna koncentracija (MAC) iznosi 0,1 mg/m3 (0,0065 ppm) za 8 h 

izloženosti (21), a brzina transdermalnog infl uksa TOCP-a se procjenjuje na 0,01 

mg/cm2/h (10). Iako je potrebna izloženost vrlo visokim koncentracijama u duljem 

vremenskom periodu kako bi došlo do pojave neurotoksičnosti izlaganje ispušnim 
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plinovima nije rijetko. O tome svjedoči i upozorenje British Airwaysa upućeno 

kabinskom osoblju o povećanoj učestalosti srodnih incidenata (50 prijava tijekom 

srpnja 2017.) (10).

U svrhu određivanja doze sigurne izloženosti (ESER, estimated safe exposure 

rate) TOCP-u za čovjeka, napravljena je procjena NOAEL-a (no observed adverse 

eff ect level) pri različitim režimima doziranja za odrasle jedinke mačke i kokoši. 

Obje vrste pokazuju sličnu osjetljivost, vrstu simptoma i vremenski period razvija-

nja simptoma nakon izloženosti TOCP-u kao i čovjek. U istraživanju odgođene 

neurotoksičnosti primijenjena su tri osnovna kriterija za procjenu neurotoksično-

sti: standardizirana klinička bihevioralna evaluacija, mikroskopsko ispitivanje 

tkiva centralnog i perifernog živčanog sustava te mjerenje razine NTE u mozgu ili 

leđnoj moždini. U tablici 1. prikazani su NOAEL za različite režime doziranja 

dvaju vrsta te put primjene zajedno s odgovarajućim blagim ili umjerenim učin-

cima (10).

Tablica 1. NOAEL za tri-o-krezilfosfat pri razli itim režimima doziranja (10).

VRSTA U ESTALOST
DOZIRANJA

DOZA
(mg/kg/dan) PRIMJENA KRITERIJI LIT.

mačka jednokratno 100 dermalno klinički, patološki, 

funkcija živaca/mišića

(22)

kokoš jednokratno 35 oralno 53 % inhibicija NTE u 

mozgu

(23)

kokoš jednokratno 50 oralno klinički (19)

mačka jednokratno 50 oralno klinički (19)

kokoš jednokratno 30 oralno neuropsihološki, 

n. tibialis i n. ischiadicus

(24)

mačka 1x dne, 90 dana 0,5 dermalno patološki, funkcija 

živaca/mišića

(22)

mačka 1x dne, 90 dana 1 dermalno klinički, bez lezija (25)

kokoš 1x dne, 90 dana 1,25 oralno klinički, neuropatološki (25)

kokoš 1x dne, 90 dana 2,5 oralno klinički, neuropatološki (26)

kokoš 3 dana primjena, 

17 dana bez primjene, 

3 dana primjena

10 oralno klinički, neuropatološki (27)

kokoš 5 dana/tjedan 

6 tjedana

10 oralno neuropatološki:

1/5 kokoši

(27)

kokoš
5 dana/tjedan 

10 tjedana
10 oralno

neuropatološki:

3/10 kokoši
(27)
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Za ekstrapolaciju podataka s kokoši na čovjeka korišten je faktor sigurnosti 

10, a indeks osjetljivosti vrste 1. Procijenjena sigurna doza izloženosti TOCP-u za 

čovjeka je 2,5 mg/kg pri jednokratnom izlaganju i 0,13 mg/kg/dan pri višekratnom 

izlaganju (10).

Osim štetnog učinka na ljudsko zdravlje, također zabrinjava učinak TOCP-a 

na okoliš. Smatra se da je opasan za okoliš i toksičan za vodene organizme. U 

tablici 2. prikazane su vrijednosti LC50 za određene vodene organizme (21).

Tablica 2. LC50 za vodene organizme (21).

LC50 (mg/L) VRSTA

1,5 – 5,0 mg/L slatkovodne alge

8700 mg/L Menidia peninsulae

5,6 mg/L Daphnia magna

 Metabolizam triarilfosfata
Toksičnost tri-o-krezilfosfata se povezuje s njegovim prevođenjem u CBDP 

(slika 2.). CBDP nastaje in vivo dvjema uzastopnim reakcijama: oksidacija katali-

zirana mikrosomalnim enzimima jetre, citokromima P450 te ciklizacija oksidira-

nog produkta katalizirana enzimima citokroma P450. Osim inhibicije karboksile-

steraza i NTE, CBDP je ireverzibilni inhibitor acetilkolinestereaze (AChE) i 

butirilkolinesteraze (BChE). S konstantom brzine inhibicije humane BChE između 

107–108 M–1min–1, CBDP se smatra jednim od najsnažnijih organofosfornih inhi-

bitora BChE. Konstanta brzine inhibicije humane AChE je za red veličine manja u 

odnosu na BChE pa se zbog veće osjetljivosti ispituje upravo reakcija CBDP-a s 

BChE u traženju prikladne dijagnostičke metode za mjerenje izloženosti TOCP-u. 

Također se smatra da je povećana aktivnost BChE ključna u eliminaciji CBDP-a iz 

krvotoka i smanjenju neurotoksičnog potencijala CBDP-a (28).

P

O

O O

O CYP

P

O

O O

O

OH

CYP
HSA

P

O

O

O

O

OHTOCP

CBDP

o-krezol

Slika 2. Biotransformacija TOCP-a u toksi ni CBDP.
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Inhibicija humane BChE ne slijedi kinetiku prvog reda, nego se može razdvo-

jiti na dva procesa, brži i sporiji. Nakon formiranja početnog kovalentnog adukta u 

aktivnom mjestu BChE vezanjem na Ser198, slijedi brza hidroliza adukta CBDP-a 

s otvorenim prstenom u o-krezilfosfoserinski adukt i oslobađanje salicilnog alko-

hola (saligenina). Daljnjom hidrolizom oslobađa se o-krezol i nastaje fosfoserinski 

adukt (slika 3.). Taj metabolički put potvrđen je i analizom pomoću spektrometrije 

masa, gdje je uočeno da inicijalni adukt s BChE mase 170 Da prelazi u adukt mase 

80 Da. Kristalna struktura BChE inhibirane CBDP-om potvrđuje da je nastajanje 

fosfatnog adukta posljednji korak u reakcijskom mehanizmu (28).

P

O

O

O

O

CBDP

HO-Ser198

nukleo�lni

napad

P

O

O O-Ser198 BChE

O

HO

ADUKT S OTVORENIM

PRSTENOM

H2O

OH

OH

P

O

O O-Ser198 BChE

OH

o-KREZIL FOSFOSERINSKI
ADUKT

H2O

OH

o-krezol

P

O

HO O-Ser198 BChE

OH

FOSFOSERINSKI
ADUKT

salicilni

alkohol

Slika 3. Reakcijski mehanizam nastanka fosfoserinskog adukta.

U aktivnom mjestu enzima najvažnije aminokiseline koje sudjeluju u nasta-

janju fosfatnog adukta su Ser198, His438 i Glu197 (slika 4.). Reakcija započinje 

nukleofi lnim napadom hidroksilne skupine Ser198 na atom fosfora CBDP-a uz 

istovremeno formiranje tetrahedralnog kompleksa vezanjem protona s hidrok-

silne skupine Ser198 na imidazolni dušik u His438. Vodikova veza Glu197 s 

vodom, olakšava hidrolizu i oslobađanje salicilnog alkohola. Novi nukleofi lni 

napad vode na preostalu fosfoestersku vezu dovodi do oslobađanja o-krezola, a 

pozitivno nabijeni imidazol u His438 djeluje kao donor protona pri čemu nastaje 

fosfatni adukt sa Ser198.
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Uloga enzima citokroma P450 u bioaktivaciji TOCP-a
Mjereći aktivnost mikrosomalnih enzima P450 jetre štakora i čovjeka te rekom-

binantnih humanih enzima, zaključeno je da su CYP2B6, CYP2C18, CYP2D6, 

CYP1A2 i CYP3A4/3A5 uključeni u metabolizam TOCP-a do toksičnog CBDP-a. 

Koristeći različite inhibitore, uočeno je da ketokonazol kao selektivni inhibitor 

CYP3A i α-naft ofl avon, kao selektivni inhibitor CYP1A2, uzrokuju najznačajnije 

smanjenje inhibicije BChE što znači da su CYP3A4/3A5 i CYP1A2 enzimi od naj-

veće važnosti za metabolizam TOCP-a. Interindividualne razlike u aktivnosti 

CYP1A2 i CYP3A4 kao posljedica genetskih ili okolišnih čimbenika, određuju 

osjetljivost na TOCP i potencijal razvoja neurotoksičnog sindroma (29).

Iako je pretpostavljeno da ciklizaciju oksidiranog produkta do CBDP-a pri-

donosi serumski albumin, uočeno je da se ciklizacija odvija i bez prisutnosti 

humanog serumskog albumina (HSA), dok odsutnost CYP1A2 i CYP3A4 uz pri-

sutnost HSA ne dovodi do učinkovite ciklizacije (29).

S obzirom da je moguće i transdermalno unošenje TOCP-a u organizam, 

potrebno je dodatno istražiti koliko cjelokupnoj toksičnosti pridonose enzimi 

CYP2B6 i CYP3A5 koji se nalaze u koži, a za koje je poznato da su uključeni u 

bioaktivaciju TOCP-a (29).

Slika 4. Aktivno mjesto fosfoserinskog-BChE konjugata. Ugljikovi atomi su prikazani zelenom bojom, 
kisikovi atomi crvenom, dušikovi plavom, a fosfor naran astom. Vodikove veze su prikazane kao crvene 

isprekidane linije (28).
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In vitro studije toksi nosti triarilfosfata
Neuropatski učinci trikrezilfosfata (TCP; mješavina svih izomeri), tri-o-kre-

zilfosfata (TOCP) i tri-p-krezilfosfata (TPCP) ispitivani su na diferencirajućim miš-

jim N2a neuroblastomima in vitro. Promatrani su preživljavanje stanica, rast 

aksona i razine citoskeletnih proteina nakon izlaganja staničnih ekstrakata trikre-

zilfosfatima. Pokazalo se da TCP inhibira rast aksona nakon 24 sata izloženosti. 

TCP i TOCP pokazali su slične razine kontinuirane toksičnosti nakon 24 i 48 sati 

izlaganja. TPCP je pokazao prolazne toksične učinke; uočljive nakon 24, no ne i 

nakon 48 sati izloženosti. Od svih izomera trikrezilfosfata, TOCP pokazuje najjači 

neuropatski učinak (30).

Toksični učinci trikrezil fosfata (TCP) također su ispitivani i na štakorskim 

feokromocitomalnim PC12 stanicama. PC12 stanice sadrže karakteristike nezrelih 

monoaminergičkih neurona. Uz to, one sintetiziraju, skladište i otpuštaju acetilko-

lin, sadrže acetilkolinesterazu i naširoko su korištene kao dobar model razvoja 

neurona. Uz trikrezilfosfat, za usporedbu je ispitivan i učinak dvaju organofosfata 

– trifenilfosfi ta i paraoksona. Rezultati su pokazali da sva tri organofosfata ispolja-

vaju toksično djelovanje na razini inhibicije proliferacije PC12 stanica. Od tri ispi-

tivana organofosfata, TCP ispoljava najjače toksično djelovanje; polovična maksi-

malna inhibitorna koncentracija (IC50) je za red veličine niža od one ostalih 

ispitivanih organofosfata (31).

Na uzorku od 12 putnika 12 do 48 sati nakon leta ispitana je aktivnost buti-

rilkolinesteraze. Iako nijedan od putnika nije ispoljavao simptome toksičnosti, fos-

foserinski adukti bili su pronađeni kod 6 ispitanika. Ispitivanje je bilo temeljeno na 

spektrometriji masa pročišćene butirilkolinesteraza iz plazme. Adukti nisu nađeni 

kod onih pojedinaca koji su posljednji put putovali prije više od 3 mjeseca, što 

dovodi do zaključka da ne postoji opasnost od toksičnosti ako osoba rijetko putuje 

(7).

S obzirom da CBDP stvara adukt sa Ser198 BChE, postavlja se pitanje reagira 

li CBDP s nekim drugim aminokiselinama, što bi upućivalo na moguće reakcije s 

humanim proteinima. Postojala je hipoteza da CBDP reagira s histidinom, odvaja-

jući o-hidroksibenzoilni dio od početnog serinskog adukta. Kako bi se testirala ta 

hipoteza, provedena je analiza spektrometrijom masa CBDP-om inhibirane buti-

rilkolinesteraze. Rezultati su pokazali postojanje o-hidroksibenzoilnog adukta 

daleko od aktivnog mjesta i nepovezanog s histidinom. No, dokazano je da slo-

bodni L-histidin stvara različite adukte s CBDP-om preko dušika u imidazolnom 

prstenu. To upućuje na činjenicu da bi se histidin-CBDP adukti mogli stvarati na 

humanim proteinima (32). CBDP stvara adukte i s humanim serumskim albumi-

nom preko tirozina, što je dokazano eksperimentom u kojem je humani serumski 

albumin bio tretiran CBDP-om (33).
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Kako bi se utvrdilo izaziva li TOCP autofagiju u humanim neuronima te 

uzrokuje li na taj način neurotoksičnost, provedena su ispitivanja na ljudskim neu-

roblastomima stanične linije SH-SY5Y. Stanice su tretirane TOCP-om tijekom 24 

sata. Western-blot analiza markera autofagije pokazala je povećan broj autofago-

soma nakon tretiranja stanica TOCP-om što sugerira da TOCP inducira staničnu 

smrt uglavnom putem povećanog stvaranja autofagosoma te njihovog nakupljanja 

(17).

Iako su podaci o neurotoksičnost tri-o-krezilfosfata i drugih orto-supstituira-

nih tri-arilfosfata, o mogućoj toksičnosti drugih tri-arilfosfata se malo zna. Prili-

kom pokušaja pronalaska endogenih inhibitornih liganada za mišji konstitutivno 

aktivni receptor (CAR), koji je važan regulator gena enzima zaduženih za oksida-

ciju ksenobiotika i steroida, otkrivena je inhibitorna aktivnost povezana s izopro-

piliranim di- i tri-arilfosfatima nađenima u jetri netretiranih miševa. Ta saznanja 

dovela su do pitanja djeluju li takvi spojevi i na ljudske nuklearne receptore (NR). 

Ukoliko djeluju, moguća je pojava hormonalnih poremećaja posredovanih pojača-

nom aktivacijom ekspresije CYP enzima. Nuklearni receptori koji odgovaraju na 

ksenobiotike mogu reagirati na tri-arilfosfate. Ljudski CAR i PXR (pregnanski X 

receptor) aktivirani su tri-aril fosfatima, dok mišji CAR i PXR reagiraju različito 

što upućuju da u ljudi može doći do pojačane aktivacije ciljnih CYP2B6 i CYP3A4 

gena nakon izlaganja tri-arilfosfatima. Budući da ti geni kodiraju za efektivne ste-

roid hidroksilaze, moguće je očekivati promjenu u metabolizmu steroida kao 

posljedicu prolongirane izloženosti tri-arilfosfatima, ili jednokratne izloženosti 

velikoj dozi. Važno je napomenuti da CAR i PXR reguliraju i mnoge druge gene, 

ne samo one za CYP-enzime i steroid-konjugirajuće enzime, stoga je broj mogućih 

bioloških meta tri-arilfosfata velik. Razlike u odgovoru ljudskih i mišjih nuklear-

nih receptora na tri-arilfosfate su primjetne, stoga su moguće teškoće pri ekstrapo-

laciji podataka iz animalnih studija na ljude. Također, doze tri-arilfosfata kojima 

osoba može biti izložena (npr. na radnom mjestu ili tijekom putovanja zrakoplo-

vom) poprilično su niske i nije poznato jesu li dovoljne da bi se hormonske pro-

mjene uopće pojavile (34).

In vivo studije toksi nosti triarilfosfata
Jedna od najranijih in vivo studija neurotoksičnog učinka trisupstituiranih 

fenilfosfata provedena je na peradi. Doze ispitivanih spojeva su primijenjene pero-

ralno te se apsorpcija dokazala padom aktivnosti plazmatske kolinesteraze koja je 

mjerena prije, 24 sata te 4 dana nakon primjene. Rezultati su dobiveni isključivo 

promatranjem pilića u kojih su uočeni znaci ataksije (nemir pri stajanju te napo-

sljetku otežane kretnje). Pilići su promatrani najmanje 21 dan, a znaci ataksije su 

se pojavili najranije 14 dana nakon primjene jednokratne doze. Teži oblici ataksije 

su obuhvaćali nepokretnost pilića kroz nekoliko dana, dok je kod blažih oblika 
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ataksija polako napredovala (35). Valja napomenuti kako je u ovoj studiji između 

ostalih spojeva istraživan i TOCP koji je glavna meta istraživanja uzroka aerotok-

sičnog sindroma.

Nešto kasnije in vivo studije su provedene konkretno za ispitivanje utjecaja 

TOCP-a na OPIDN (36). Cilj istraživanja je bio provjeriti promjene inducirane 

TOCP-om na kalmodulin kinazi II koja je eksprimirana u mozgu i odgovorna za 

fosforilaciju raznih citoskeletnih proteina kao što su: tubulin, s mikrotubulom 

povezani protein-2 (MAP-2) te tripletni proteini neurofi lamenata (37, 38). Upravo 

promjene fosforilacije navedenih proteina za posljedicu imaju razvoj odgođene 

neurotoksičnosti koju karakterizira demijelinizacija aksona, a klinički se očituje 

pojavom distalne paralize u nogama koja kasnije napreduje do spazma i ataksije 

(39, 40). Za ove studije su također korišteni odrasli pilići kojima je jednokratno 

aplicirana oralna doza TOCP-a od 750 mg/kg (36). Promatranjem tretiranih pilića, 

ustanovljeno je da se ataksija pojavila 7 dana nakon oralne primjene TOCP-a, a 

potpuna paraliza nakon 14 dana (36). Rezultati in vitro istraživanja su pokazali 

značajno povećanje aktivnosti kalmodulin kinaze II te veću fosforilaciju citosklet-

nih proteina kod pilića tretiranih TOCP-om naspram kontrolne skupine (36). 

Također, valja naglasiti kako su se i u tretiranih pilića koji su žrtvovani prvog dana, 

pojavila navedena povećanja enzimske aktivnosti i fosforilacije, a pritom još nije 

došlo do neurotoksičnih simptoma (36). Druge studije su osim procjene fosforila-

cije i aktivnosti kinaza prisutnih u mozgu ispitivale i histopatološki efekt oralno 

primijenjenog TOCP-a na djelovanje organa središnjeg živčanog sustava, što je u 

konačnici rezultiralo dokazivanjem degradacije aksona, mijelina te bijele tvari 

(41).

In vivo istraživanje utjecaja TOCP-a na reproduktivne organe provedeno je 

na miševima. TOCP se miješao u hranu u količini do 0,2 % tjelesne mase. Uočeno 

je da dolazi do smanjena broja novorođenih jedinki legla te mase mladunaca. 

Histopatološkom analizom mužjaka F0 generacije uočeno je smanjenje mase 

testisa i epididimisa. Uočene su i promjene nadbubrežnih žlijezda u oba spola. U 

F1 generaciji je smanjena veličina legla, a broj mrtvorođenih mladunaca je pove-

ćan. Također je uočena smanjena koncentracije pokretljivost spolnih stanica kod 

mužjaka (42).

In vivo ispitivanje utjecaja TOCP-a na reproduktivne organe štakora poka-

zala su hipertrofi ju organa i akumulaciju kolesterola u intersticijskim stanicama 

ovarija i nadbubrežnih žlijezda u oba spola. Slične morfološke i histokemijske pro-

mjene ovarija i kore nadbubrežnih žlijezda upućuju na zaključak da se radi o slič-

nom mehanizmu toksičnosti. Također je uočeno smanjenje mase testisa i degene-

racija sjemenovoda kod mužjaka (43). Obje studije izazivaju zabrinutost zbog 

potencijalne reproduktivne toksičnosti TOCP-a te su potrebna daljnja istraživanja.
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Analiti ke metode u dijagnostici aerotoksi nog sindroma
Dokazana izloženost putnika i posade zrakoplova TOCP-u dovela je do 

potrebe za razvojem prikladne analitičke metode koja će objasniti vezu između 

izloženosti putnika, odnosno posade zrakoplova TOCP-u i simptoma aerotoksič-

nog sindroma. Schopfer i sur. potvrdili su in vitro nastajanje stabilnog o-krezilfos-

foserinskog adukta na Ser198 (o-CP-BChE) između toksičnog metabolita CBDP-a 

i BChE, koji se danas koristi kao specifi čni biomarker neposredne izloženosti 

TOCP-u (33, 44, 28). Rezultati in vitro ispitivanja ekstrapolirani su na in vivo 

uvjete te su detektirane niske koncentracije o-CP-BChE u krvi putnika neposredno 

nakon leta MALDI-TOF tehnikom kojoj je prethodila izolacija fosforiliranog 

adukta ionsko-izmjenjivačkom i afi nitetnom kromatografi jom. Budući da niti 

jedan ispitanik nije pokazao simptome aerotoksičnog sindroma, a u uzorcima krvi 

nekoliko mjeseci nakon leta nije detektiran o-CP-BChE, pretpostavljeno je da TCP 

nije toksičan za povremene putnike, međutim posada zrakoplova predstavlja viso-

korizičnu skupinu te je u daljnja istraživanja potrebno uključiti veći broj ispita-

nika, što dovodi do potrebe za razvojem automatizirane analitičke metode visokog 

probira (7).

Najnovije studije Schopferova i Johnsonova zamjenjuju izolaciju o-CP-BChE 

afi nitetnom kromatografi jom s izolacijom specifi čnim monoklonskim protutije-

lima ili imunomagnetskom izolacijom, a detekcija se provodi spektrometrijom 

masa spregnutom sa spektrometrijom masa. Time je smanjeno trajanje analize i 

povećana osjetljivost metode, no zbog visoke cijene protutijela i složenosti samih 

instrumenata, opisane metode se ne mogu primijeniti u rutinskoj dijagnostici te je 

potraga za idealnom dijagnostičkom metodom još uvijek u tijeku (45, 46).

ZAKLJU AK
Najvažniji uzročnik aerotoksičnog sindroma je CBDP koji nastaje bioaktiva-

cijom TOCP-a kataliziranom enzimima citokrom P450 (CYP). Najvažniji CYP 

enzimi koji kataliziraju navedenu pretvorbu su CYP1A2 i CYP3A4. Neurotoksič-

nost CBDP-a potvrđena je in vitro i in vivo ispitivanjima na humanim te animal-

nim modelima, dok je genotoksičnost potvrđena samo in vitro. Neurotoksični 

potencijal CBDP-a ovisi i o interindividualnim razlikama u aktivnosti CYP enzima 

koje su posljedica genetskih i okolišnih faktora, a pretpostavlja se da se može sma-

njiti povećanjem aktivnosti BChE.

Posebno zabrinjavaju podaci o potencijalu reproduktivne toksičnosti dobi-

veni in vivo ispitivanjima na glodavcima, zbog čega su potrebna dodatna istraživa-

nja. S namjerom povećanja sigurnosti članova posade i putnika intenzivno se radi 

na razvijanju prikladne analitičke metode kojom bi se mogla rutinski pratiti izlo-

ženost TOCP-u i u konačnici spriječiti negativan učinak na ljudsko zdravlje.
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The role of cytochrome P450 in aerotoxic syndrome 
L. Hok, A. Akrap, F. J. Marelja, S. Morić, M. Parlov, M. Bojić

A b s t r a c t
Aerotoxic syndrome is a set of acute (gastrointestinal, respiratory, irritation) 

and chronic (mostly neurological) symptoms of rising importance due to the 
increase in the frequency of air transport use caused by globalization. It represents 
great danger aff ecting health of passengers and crew members. It is assumed to be 
caused by exposure to tricresylphosphate, a compound found in engine oils used 
in aircraft s. Th is article presents an overview of in vivo and in vitro research on 
toxicity of tricresylphosphates.
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