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1. Uvod

1.1 Bisfenol A

Bisfenoli su skupina spojeva s dvije fenolne funkcionalne skupine. Koriste se u
proizvodnji polikarbonata i epoksidnih smola te drugih potrosackih proizvoda. Najsire koristeni
bisfenol je bisfenol A (BPA) poznat kao 2,2-bis(4-hidroksifenil)propan (slika 1). Ovaj kemijski
spoj prvi put je predstavio ruski kemicar Aleksandar P. Dianin 1891. godine, a Siroka
komercijalna proizvodnja i uporaba zapocinje 50-ih godina 20. stolje¢a (Jalal i sur., 2017;
Inadera, 2015).

H,C CH,

HO OH
Slika 1. Strukturna formula BPA

BPA je bijela do svijetlosmeda krutina u obliku pahuljica ili praha blagog fenolnog
mirisa, slabe topljivosti u vodi, a dobre topljivosti u organskim otapalima kao Sto je etanol, eter
i benzen te alkalnim otopinama (pubchem.ncbi.nlm.nih.gov; Corrales i sur., 2015). Zbog svoje
strukture i umrezivackih svojstava, BPA je Siroko koristeni i vrlo tesko zamjenjivi spoj usprkos
negativnom ucinku na okoli$ i covjeka (Bocharnikova, 2020; Hwang i sur., 2015).

U 2012. godini diljem svijeta proizvedeno je vise od 4,6 milijuna tona BPA, a
proizvodnja nastavlja rasti godiSnjom stopom od 4,6%. Prema nekim predvidanjima u 2023.
godini globalna koli¢ina proizvedenog BPA ¢e iznositi 7,4 milijuna tona, a moguce i vise
(Zaborowska i sur., 2021; www.prnewswire.com). Porast proizvodnje BPA usko je povezan sa
sve ve¢om potraznjom i potroSnjom proizvoda i ambalaZe u €ijoj se proizvodnji koristi BPA.
BPA je intermedijarna ili kona¢na komponenta brojnih komercijalnih proizvoda kao Sto su
deterdzenti, gradevinski materijal, ambalaza za hranu i pice, elektronicki uredaji, medicinska
oprema i medicinski potroS$ni materijal poput zubnih ispuna i filtera za dijalizu, fenolnih 1
epoksidnih smola te brojnih polimernih spojeva (Zaborowska i sur., 2021; Frankowski i sur.,

2020). Plasticni 1 plastificirani proizvodi mogu otpustati BPA u hranu 1 pice, posebice uslijed



zagrijavanja, kiselih ili bazi¢nih uvjeta te prisutnost visokih koncentracija natrijeva klorida ili
biljnih ulja. Navedeni uvjeti doprinose brzem i veéem prijenosu BPA u ljudski organizam i
okoli§ (Cimmino i sur., 2020).

1.1.1 Utjecaj BPA na okoli$

Masovna i ucestala primjena BPA rezultirala je znacajnom prisutnosti i akumulacijom
BPA u okoliSu. Tako je prema literaturnim podacima, BPA moguce detektirati u tlu, zraku,
podzemnim, nadzemnim i otpadnim vodama, kanalizacijskom mulju, praSini te u biljkama,
zivotinjama i ljudima (Janda i sur., 2021; Corrales i sur., 2015; Huang, 2012). Otpadne vode i
kanalizacijski mulj glavni su izvor zagadenja tla BPA, ¢iji transport u tlo znacajno ovisi o
sastavu tla, kako organskom tako i mineralnom. Ulaskom u biljno tkivo BPA se brzo
metabolizira glikozilacijom ili pak stvaranjem polarnih polimernih spojeva. Prisutnost BPA u
tlu znacajno utjece na biokemijsku i mikrobiolosku homeostazu tla te na rast i razvoj biljaka i
mikroorganizama (Zaborowsaka i sur., 2021). Istrazivanja su pokazala da BPA poti¢e biljni
organizam na stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva (engl. Reactive Oxygen Species, ROS),
odnosno uvodi biljni organizam u stanje oksidacijskog stresa. Usprkos toksi¢nosti nastalih
ROS-ova tijekom izloZenosti biljnog organizma BPA, Zhang i sur. (2018) su na korijenju soje
ukazali na potencijalnu zastitnu ulogu ROS-ova koji sudjeluju u oksidativnom metabolizmu
BPA. U okoliSu, znacajnu ulogu u metabolizmu BPA uz biljke imaju i mikroorganizmi
(Ziélinska 1 sur., 2019). Studije su pokazale snazan negativni ucinak BPA na razvoj i
reprodukciju vodenih kraljeznjaka, kao i na njihov imunosni sustav i metabolizam, ali i na
biokemijske parametre u serumu i mikrobiotu gastrointestinalnog trakta pasa (Koestel i sur.,
2017; Canesi i Fabbri, 2015). Zbog sve vecée zastupljenosti BPA te spoznaja o hjegovim stetnim
ucincima na okoli§ 1 ¢ovjeka, znanstvenici nastoje razviti efikasne metode eliminacije BPA,

biorazgradnjom, oksidacijom i filtracijom (Juan i sur., 2021).

1.1.2 Utjecaj BPA na ¢ovjeka

BPA kao ubikvitarna molekula, predstavlja veliki rizik ne samo za okolis, ve¢ i za
covjeka. Poznato je da BPA u organizam ¢ovjeka ulazi ingestijom, inhalacijom te kroz kozu,
o€i 1 sluznice (Cimmino i sur., 2020). Takoder, istrazivanja su pokazala da BPA moze proci
placentarnu barijeru te izazvati negativne u¢inke na rast i razvoj fetusa (Cimmino i sur., 2020;

Iwano i sur., 2018). Ulaskom u gastrointestinalni trakt BPA se glukuronidira u lumenu, ¢ime je



ogranicen ulazak slobodnog BPA. Ipak, slobodni BPA koji ude u krvotok u jetri podlijeze
glukuronidaciji te u manjoj mjeri sulfataciji Sto dovodi do povecanja hidrofilnosti molekule i
laksoj eliminaciji putem bubrega i zu¢i (Quiroga, 2021; Yokota i sur., 1999). Enzim [-
glukuronidaza ima negativni utjecaj na detoksifikaciju BPA u organizmu. Pojedina tkiva i
organi (placenta, plu¢a) pokazuju visoku aktivnost navedenog enzima §to doprinosi smanjenju
eliminacije te poveéanoj izlozenosti organizma u¢inku BPA. Tako visoka aktivnost placentarne
kao i fetalne B-glukuronidaze dovodi do povecane izlozenosti fetusa BPA (Iwano i sur., 2018;
Edlow i sur., 2012). Osim reakcijama Il faze metabolizma, BPA se metabolizira enzimima |
faze, citokromima P450. Produkti koji nastaju su 4-metil-2,4-bis(4-hidroksifenil)pent-1-en
(MBP) i bisfenol-o-kinon. Za bisfenol-o-kinon pokazano je da se veze za DNA molekulu ¢ime
nastaju DNA-adukti, dok je za MBP pokazano estrogeno djelovanje te da potice aktivnost
ribosoma, sintezu i transport proteina (Schonemann i sur., 2022; Atkinson i Roy, 1995).

BPA svrstavamo u skupinu spojeva koji djeluju na endokrini sustav, a nazivamo ih
endokrinim disruptorima. Zbog svoje strukture sli¢éne 17p-estradiolu, BPA stupa u interakciju
s estrogenskim receptorima te djeluje agonisticki ili antagonisticki na endokrine receptore time
djelujuéi na signalizacijske puteve (Konieczna i sur., 2015). Interferencijom s receptorima i
signalnim putevima, indukcijom transkripcijskih faktora te preko epigenetickih modifikacija,
izlozenost BPA moze dovesti do brojnih poremecaja i bolesti (Cimmino i sur., 2020).
Istrazivanja su pokazala da u ljudi BPA ima obesogeni potencijal, poti¢e oksidativni stres i
adipogenezu, utjee negativno na muski i zenski reproduktivni sustav te rad Stitnjace, doprinosi
razvoju inzulinske rezistencije i upale, remeti funkciju p-stanica gusterace i doprinosi razvoju
Secerne bolesti (Meli i sur., 2020; Kim i sur., 2019). Pored toga utvrdeno je da izlozenost BPA
povecava rizik od hipertenzije i kardiovaskularnih bolesti, toksi¢no djeluje na jetru i bubrege,
remeti funkciju imunosnog sustava te je povezan s nastankom i razvojem karcinoma (Quiroga,
2021; Cimmino i sur., 2020).

Prema Europskoj agenciji za sigurnost hrane (EFSA) nakon prehrambenih proizvoda
(pohranjenih u plasticnoj ambalazi), termalni papir je drugi najveéi izvor BPA. Premda
Americka agencija za hranu i lijekove (FDA) i EFSA smatraju da razina BPA u prehrambenim
proizvodima ne prelazi granice Stetnog uc¢inka na zdravlje, Europska unija je ogranicila sadrzaj
BPA u termalnom papiru na 0,02% mase papira, a u prosincu 2020. godine je snizila podnosljivi
dnevni unos (engl. Tolerable Daily Intake, TDI) BPA s 4 ug/kg tjelesne mase na dan na 0,04
ng/kg tjelesne mase na dan (Zaborowska i sur. 2021). U sije¢nju 2022. godine EFSA je odrzala

sastanak 0 nacrtu znanstvenog misljenja 0 ponovnoj procjeni rizika prisutnosti BPA u



prehrambenim proizvodima za javno zdravlje. Usvajanje kona¢nog miSljenja se o¢ekuje u

prosincu 2022. godine (www.efsa.europa.eu).

1.2 Oksidacijski stres i ROS-ovi

Oksidacijski stres je slozeni fizikalno-kemijski fenomen koji je rezultat neravnoteze
pro-oksidacijskih 1 antioksidacijskih ¢imbenika u korist pro-oksidacijskih ¢imbenika
(Demidchik, 2015; Birben i sur., 2012). Oksidacijski stres nastaje uslijed prekomjerne
proizvodnje i nakupljanja ROS-ova kao odgovor na razli¢ite bioticke i abioti¢ke ¢imbenike
poput UV-zradenja, rendgenskog zracenja, toksi¢nih kemikalija i ksenobiotika (Demidchik,
2015; Stefan i sur., 2007). ROS-ovi, ali i reaktivni dusikovi (engl. Reactive Nitrogen Species,
RNS) i ugljikovi (engl. Reactive Carbon Species, RCS) spojevi mogu takoder nastati unutar
stanice tijekom uobi¢ajenih stani¢nih procesa (Rahman i sur., 2012; Birben i sur., 2012; Stefan
i sur., 2007). ROS-ovi su izrazito reaktivne molekule koje stupaju u interakciju s
ugljikohidratima, proteinima, nukleinskim kiselinama i lipidima ¢ime dovode do ostecenja, ali
1 posljedi¢ne promjene ili pak gubitka funkcije navedenih stani¢nih struktura. Usprkos razvoju
enzimskih i neenzimskih antioksidacijskih sustava ¢ija je osnovna uloga uklanjanje ROS-ova i
blokiranje Stetnog ucinka istih, pod djelovanjem razli¢itih biotickih i abiotickih ¢imbenika i u
patoloSkim stanjima, moze do¢i do poremecaja normalne funkcije 1 preopterecenja
antioksidacijskog sustava ¢ime stanica podlijeze negativnom uc¢inku ROS-ova (Hasanuzzaman
i Fujita, 2022; Demidchik, 2015). Oksidacijski stres se nalazi u pozadini brojnih bolesti i
patoloskih stanja poput karcinoma, ateroskleroze, hipertenzije, astme, KOPB-a, dijabetesa,
hepatitisa, poremecaja reproduktivnog sustava te bubrezne funkcije i neurodegenerativnih
bolesti primjerice Parkinsonove i Alzheimerove bolesti (Birben i sur., 2021; Rahman i sur.,
2012).

1.2.1 Reaktivni kisikovi spojevi — ROS-ovi

ROS-ovi su spojevi koje sadrze jedan ili viSe aktiviranih atoma kisika, a mozemo ih
podijeliti na slobodne radikale i neradikalne intermedijare (Demidchik, 2015; Burton i
Jauniaux, 2011). Pojam ROS-ovi ukljucuje vrste kao §to su vodikov peroksid (H20>),
hipokloritna kiselina (HCIO), ozon (O3), singletni kisik (*O>), ali i slobodni kisikovi radikali
kao §to su hidroperoksilni (HO2"), alkoksilni (RO*), peroksilni (ROO"), hidroksilni (OH*) te

superoksidni radikal (O2° ). Slobodni radikali su kemijske vrste koje sadrze jedan ili vise



nesparenih elektrona koji su izvor njihove visoke reaktivnosti. Ekscitacijom molekulskog kisika
(O2) nastaje singletni kisik, a prijenosom jednog do tri elektrona (e”) redom nastaju superoksidni
radikal (O2""), vodikov peroksid (H20>) te hidroksilni radikal (OH*) (Mittler, 2002).

Kao neizbjezni nusprodukti aerobnog metabolizma ROS-ovi nastaju u procesu
respiracije na mitohondrijima i fotosinteze na kloroplastima, ali i u peroksisomima te
djelovanjem brojnih membranski vezanih i citosolnih enzima kao $to su NADPH-oksidaza,
amin-oksidaza i peroksidaza, superoksid dismutaza, ksantin oksidaza, mijeloperoksidaza,
ciklooksigeneaza i druge oksidaze (Mhamdi i Van Breusegem, 2018; Rahman i sur., 2012;
Stefan i sur., 2007; Mittler, 2002). Slobodni metali poput bakra i Zeljeza takoder poti¢u
produkciju ROS-ova i to pretezito hidroksilnog radikala iz vodikovog peroksida. Ta se reakcija
naziva Fentonova reakcija (Rahman i sur., 2012; Stefan i sur., 2007). Velike koli¢ine ROS-ova
nastaju u stanicama imunosnog sustava (neutrofili, monociti i makrofagi) procesom zvanim
,oksidativni prasak®, ¢iji je osnovni cilj uniStavanje patogena. Tako djelovanjem NADPH-
oksidaze nastaju superoksidni anion (O2%), vodikov peroksid (H20.) te hidroksilni radikal
(OH"), ali i hipokloritna kiselina uz prisutnost kloridnih iona djelovanjem mijeloperoksidaze.

Na slici 2 prikazan je nastanak ROS-ova.

| hv € SOD Katalaza
Oz -— ()2 — Oz.- p— H202 — H20+02

n Fentonova
€ =
reakcija
MPO
HOCI «—— H,0, *OH

Slika 2. Nastajanje ROS-ova redukcijom i ekscitacijom molekulskog kisika (preuzeto iz:
Capek i Rousar, 2021 i prilagodeno); Kratice: SOD - superoksid dismutaza, MPO -

mijeloperoksidaza i 4v — zraCenje. Crveno obojenje oznacuje slobodne radikale kisika

ROS-ovi kao i ostali reaktivni spojevi i slobodni radikali poticu oksidacijski stres kroz
oksidaciju stani¢nih struktura (Demidchik, 2015). Premda ROS-ove pretezito smatramo
Stetnima i povezujemo ih s razli¢itim patoloskim stanjima, istrazivanja su pokazala da ROS-ovi
imaju vaznu fiziolosku ulogu (Bardaweel i sur., 2018). U normalnim fizioloskim uvjetima
sadrzaj ROS-ova je reguliran antioksidacijskim obrambenim mehanizmima te ROS-ovi sluze
kao vazne signalne molekule uklju¢ene u brojne procese kao $to su programirana stani¢na smrt,

proliferacija te imunosni odgovor (Brieger i sur., 2012). U Zivotnom ciklusu biljke, ROS-ovi



utjecu na rast i razvoj biljke, odgovor biljke na bioticke i abioti¢ke stresove te prilagodbu
organizma na promjenu zivotnih uvjeta, odnosno na stjecanje tolerancija (Mhamdi i Van
Breusegem, 2018; Demidchik, 2015).

1.2.2 Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija je lan¢ana reakcija u kojoj molekule lipida oksidiraju do lipidnih
peroksida (Cai, 2005). Proces lipidne peroksidacije odvija se u tri koraka: inicijacija,
propagacija i terminacija (slika 3).
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Slika 3. Peroksidacija lipida (preuzeto iz: Stefan i sur., 2007 i prilagodeno); Kratice: O2 -
molekulski kisik, O2"™ - superoksidni radikal, OH" - hidroksidni anion, OH" - hidroksilni
radikal, H20 - vodikov peroksid, LH - lipidna molekula, R’- prooksidans, L" - lipidni radikal,
LOO- lipidni peroksilni radikal, LO" - lipidni alkoksilni radikal, LOOH-lipidni hidroperoksid

Za inicijaciju su odgovorni slobodni radikali poput OH’, HO’, RO" i ROO". Napadom
ROS-ova koji su sposobni izdvojiti atom vodika iz metilenske skupine (-CH2) dolazi do
inicijacije peroksidacijskog niza pri ¢emu nastaje slobodni lipidni radikal (L°). Za razliku od
nezasi¢enih masnih kiselina 1 masnih kiselina s jednom dvostrukom vezom, viSestruko

nezasi¢ene masne kiseline (PUFA) izrazito su podloZzne oksidaciji. Nastali slobodni lipidni



radikal se nastoji stabilizirati reorganizacijom molekule formiraju¢i konjugirani dien koji
reakcijom s molekulskim kisikom daje peroksilni radikal (LOO"). Peroksilni radikal ima
tendenciju eliminirati atom vodika (H™) iz drugih organskih molekula. Ako je ta organska
molekula lipid, dolazi do stvaranja lipidnog hidroperoksida (LOOH) i reaktivnog ugljikovog
radikala koji nastavljaju reakciju slobodno radikalskim mehanizmom. Opisana faza se naziva
faza propagacije. Nastali lipidni hidroperoksid se moze podvrgnuti reduktivnom cijepanju uz
reducirane prijelazne metale (Fe?*, Cu™) i formirati lipidni alkoksilni radikal (LO"), koji je vrlo
reaktivan i potiCe reinicijalizaciju, odnosno daljnju prolongaciju (Demidchik, 2015). Kao
kona¢ni produkti peroksidacije lipida mogu nastati kratkolancani produkti poput hidroksilnih
kiselina, aldehida, ketona, ugljikovodika i epoksida. Navedeni su produkti takoder reaktivni te
u interakciji s drugim molekulama unutar stanice mogu dovesti do njihova ostecenja.
Ostecenjem lipida uslijed lipidne peroksidacije dolazi do gubitka fluidnosti i povecanja
permeabilnosti membrane, smanjenja membranskog potencijala, smanjenja i gubitka funkcije
stani¢ne membrane te u kona¢nosti do smrti stanice (Stefan i sur., 2007).

Malondialdehid (MDA) je jedan od produkata lipidne peroksidacije. lako stabilan,
MDA moZe izazvati oStec¢enja stani¢nih struktura kao $to su proteini i nukleinske kiseline. Uz
4-hidroksinonenal (HNE), izoprostan i druge produkte lipidne peroksidacije, MDA je Cesto
koriSteni biomarker peroksidacije lipida i oksidacijskog oste¢enja stanice, a njegov se sadrzaj

moze odrediti spektrofotometrijski u reakciji s tiobarbituratnom kiselinom (Demidchik, 2015).

1.2.3 Oksidirani proteini

Visoke razine ROS-ova dovode do oksidacije stani¢nih komponenti, ukljucujuéi
proteine (Tola i sur., 2021). Proteini su glavne komponente vec¢ine bioloskih sustava te su stoga
prvi na udaru ROS-ova (Davies, 2016). Modifikacije proteina posredovane ROS-ovima daju
Siroki spektar post-translacijskih modifikacija (PTM) bo¢nih ogranaka, ali i okosnice proteina,
a jedna od njih je karbonilacija proteina (Tola i sur., 2021; Davies, 2016).

Karbonilacija proteina je najcesc¢a ireverzibilna PTM koju karakterizira uvodenje
aldehidnih i ketonskih karbonilnih skupina u bo¢ne ogranke aminokiselina (Tola i sur., 2021).
Razlikuju se dvije glavne vrste karbonilacije proteina, primarna i sekundarna (Tola i sur., 2021;
Demidchik, 2015). Primarna karbonilacija podrazumijeva metalom kataliziranu oksidaciju
boc¢nih ogranaka aminokiselina (lizina, prolina, arginina, treonina, triptofana), dok sekundarna
karbonilacija ukljucuje adiciju RCS (reaktivnih karbonilnih vrsta) na bo¢ne ogranke cisteina,

histidina i lizina. RCS-ovi su elektrofilni spojevi koji nastaju peroksidacijom PUFA-e, a



ukljucuju razlicite kemijske spojeve poput a,p-nezasi¢enih aldehida (akrolein), ketoaldehida,
dialdehida (MDA, glioksal), izoketala i ciklopentanona (Tola i sur., 2021). Karbonilacija RCS-
ovima povecava hidrofobnost proteina ¢ime oni postaju skloniji agregaciji i posljedi¢noj
indukciji apoptoze (Tola i sur., 2021; Demidchik, 2015).

Modifikacije izazvane ROS-ovima dovode do povec¢anja hidrofilnosti bo¢nih ogranaka
aminokiselina, fragmentacije bo¢nih ogranaka i okosnice, agregacije proteina te gubitka
metabolicke, strukturne, transportne i regulacijske funkcije proteina (Davies, 2016; Demidchik,
2015). Premda karbonilacija dovodi do brojnih negativnih uc¢inaka na karakteristike proteina,
studije su uputile na vaznost karbonilacije proteina u fizioloskim procesima (Tola i sur., 2021).
Povecanje karbonilacije proteina povezano je s povecanjem stani¢ne razine ROS-ova u
uvjetima stresa, Sto karbonilirane proteine ¢ini dobrim pokazateljem stanicnog oksidativnog

stresa.

1.2.4 Obrana biljke od oksidacijskog stresa

Kako bi se zastitile od stresa i regulirale razinu ROS-ova, biljke su tijekom evolucije
razvile kompleksni obrambeni sustav koji se sastoji od antioksidacijskih enzima i neenzimskih
antioksidansa (Zhang i sur., 2016). Antioksidansi su molekule razli¢itog porijekla koje u malim
koncentracijama, u odnosu prema oksidansima, sprecavaju oksidacijski stres u stanicama i
tkivima inhibicijom oksidacije i pretjerane produkcije ROS-ova (Meli i sur., 2020; Stefan i sur.,
2007).

Neenzimski antioksidacijski sustav ukljucuje spojeve niske molekulske mase kao §to su
askorbinska kiselina (vitamin C), glutation (GSH), fenolni spojevi, karotenoidi, flavonoidi,
alkaloidi, a-tokoferol (vitamin E) te slobodne aminokiseline (prolin, betain). U enzimski
antioksidacijski sustav ubrajaju se enzimi superoksid dismutaza, katalaza, peroksidaze,
askorbat peroksidaza, monodehidroaskorbat i dehidroaskorbat reduktaza, glutation-reduktaza,
glutation transferaza, glutation-peroksidaza, polifenol oksidaza, peroksiredoksini te tioredoksin
(Hasanuzzaman i sur., 2021). Glavni enzimski antioksidansi, koji pokazuju visoki afinitet
prema specifiécnim ROS-ovima, ukljucuju citosolnu, mitohondrijsku i kloroplastnu superoksid
dismutazu, katalaze, peroksidaze, peroksiredoksine, tioredoksine i glutaredoksine, dok enzimi
kao $to su monodehidroaskorbat reduktaza, tioredoksin reduktaza, glutation-reduktaza i
glutation-S-transferaza smanjuju razinu oksidiranih antioksidansa te odrzavaju funkciju

antioksidacijskog sustava (Demidchik, 2015).



Osim toga, u obrani stanica vaznu ulogu imaju tvari koje smanjuju kataliticku aktivnost
prijelaznih metala, a to su metalotioneini, fitokelatini, pektini i drugi polisaharidi stani¢ne
stijenke te strukturni proteini. Zastiti od stresa doprinosi i sinteza izoformnih proteina i lipida
koji su manje osjetljivi na oksidaciju, ali i nakupljanje slojeva mrtvih stanica koji pruzaju zastitu

od agresivnih tvari i infekcije (Demidchik, 2015).

1.2.5 Glutation

GSH je u vodi topljivi neenzimski antioksidans graden od glutamata, cisteina i glicina.
Za biolosku 1 biokemijsku aktivnost ovoga tripeptida odgovorna je tiolna skupina cisteina.
Sinteza GSH odvija se u dva koraka koji su katalizirani enzimima y-glutamilcistein sintetazom
(y-ECS) i glutation sintazom (GSHS) (Hasanuzzaman i sur., 2017). Razlikuju se slobodni i
molekulski vezani GSH. Slobodni glutation postoji u dva oblika, oksidiranom i reduciranom.
U reduciranom obliku GSH je monomer sa slobodnom sulfhidrilnom skupinom (-SH), a u
oksidiranom stanju postoji kao disulfidni dimer (GSSG) (Dorion i sur., 2021). U odsutnosti
stresa, ukupna koncentracija GSH je visoka i postize milimolarne (mM) vrijednosti u gotovo
svim stani¢nim odjeljcima pri ¢emu prevladava reducirani oblik (Dorion i sur., 2021;
Hasanuzzaman i sur., 2017). Ravnotezu oksidiranog i reduciranog glutationa odrzavaju enzimi
glutation-peroksidaza (GPx) i glutation-reduktaza (GR), a vrlo je vazan i askorbat-glutationski
ciklus (Dorion i sur., 2021). Omjer GSH/GSSG glavna je odrednica oksidativnog stresa (Birben
i sur., 2012).

GSH postize antioksidativni u¢inak na vi$e nacina. Igra vaznu ulogu u regeneraciji
drugih neenzimskih antioksidansa kao $to su vitamin C i E (Birben i sur., 2012). GSH Sstiti
stanice od oksidacijskog stresa direktnom reakcijom s NO, 10,, 02" ", H202, OH", i ONOO™
(Aoyama, 2021). Uklanja vodikov peroksid i lipidne perokside djelovanjem GPx pri cemu GSH
kao donor elektrona indirektno reducira H202 do H20 i O, a nastali se GSSG reducira
djelovanjem GR uz utroSak NAD(P)H kao donora elektrona (Birben i sur., 2012). GSH je
kofaktor glutation-S-transferaze (GST) $§to ga ¢ini vaznim u detoksifikaciji elektrofilnih
ksenobiotika (Aoyama, 2021).

Osim izravne i neizravne zatite stanice od ROS-ova, GSH ima vaznu ulogu u
skladiStenju 1 transportu reduciranog sumpora, u stani¢noj signalizaciji 1 genskoj ekspresiji,
rastu i razvoju biljaka u normalnim fizioloskim uvjetima, ali i u stanju stresa. Vazan je ¢imbenik
U razvoju tolerancije na abiotiCke stresove te zaStiti stanice od teSkih metala 1 ksenobiotika

(Hasanuzzaman i sur., 2017; Birben i sur., 2012).



2. ObrazloZenje teme

BPA je sintetski organski spoj koji se koristi u proizvodnji polikarbonatne plastike,
epoksidnih smola, termalnog papira, ambalaze za prehrambene proizvode i brojnih drugih
komercijalnih proizvoda (Frankowski i sur., 2020). Zbog svoje masovne primjene BPA se
nakuplja u okolisu te predstavlja veliki problem za okolis, ali i za ljudsko zdravlje. Najznacajniji
izvori izlozenosti Covjeka BPA su prehrambeni proizvodi pakirani u plasti¢nu ili plastificiranu
ambalazu (Janda i sur., 2021). lIzloZenost ljudi BPA povezana je s brojnim patoloSkim i
patofizioloskim stanjima ukljucujuéi razvoj tumora, kardiovaskularne, metabolicke i
neurorazvojne poremecaje, poremecaje imunosnog sustava te neurodegenerativne bolesti
(Rebolledo-Solleiro i sur., 2021). Kao mogu¢i mehanizam djelovanja BPA utvrden je njegov
utjecaj na endokrini i reproduktivni sustav. Takoder, kao jedan od mogué¢ih mehanizama
toksi¢nosti BPA koji je zabiljezen kod ljudi, Zivotinja i biljaka izlozenih BPA navodi se
oksidacijski stres (Zaborowsaka i sur., 2021; Meli i sur., 2020).

Unazad nekoliko godina provedena su brojna istrazivanja o toksi¢nosti i mehanizmima
toksicnog ucinka BPA na okoli$ i ¢ovjeka, no usprkos tome, djelovanje BPA je jo§ uvijek
nedovoljno istraZzeno, a mehanizmi toksi¢nosti nisu u potpunosti razjasSnjeni. Stoga je cilj ovog
diplomskog rada istraziti fitotoksi¢ni utjecaj BPA na korjenci¢ima luka (A. cepa) i parametre
oksidacijskog stresa uz pretpostavku da ¢e BPA inducirati proizvodnju ROS-ova koji ¢e dovesti
do ostecenja makromolekula (proteina i lipida) te promjene razine antioksidansa (GSH). U
ovom istrazivanju kao modelni organizam koristen je obi¢ni luk (A. cepa), kako zbog
jednostavnosti u provodenju pokusa i1 visoke osjetljivosti, tako 1 zbog dobre korelacije s drugim
testnim sustavima ¢ime je omogucena ekstrapolacija dobivenih rezultata na ¢ovjeka (Leme i
Marin-Morales, 2009).

Istrazivanje je provedeno tako Sto su korjenci¢i luka nakon dvodnevnog naklijavanja
izlozeni ili otopinama BPA koncentracijskog raspona 1-50 mg/l ili destiliranoj vodi (negativna
kontrola). Nakon trodnevnog tretmana, izvagana je masa svjezeg tkiva korjenci¢a te je
pripremljen homogenat biljnog tkiva korjenci¢a u kojem su izmjereni sadrzaj antioksidansa
(GSH) te parametri oksidacijskog oStecenja proteina i lipida (sadrzaj proteinskih karbonila i

MDA).
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3. Materijali i metode

3.1 Materijali
3.1.1 Kemikalije

U istrazivanju su koriStene sljede¢e kemikalije:
- 2,4-dinitrofenilhidrazin, DNPH (Kemika, Zagreb, Hrvatska),
- 2-tiobarbituratna kiselina, TBA (Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD),
- 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzojeva kiselina), DTNB (Acros Organics, Geel, Belgija),
- 96 % etanol (Lach-Ner, Ceska),
- bisfenol A, BPA (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD),
- dikalijev hidrogenfosfat, K2HPO4 (Lach-Ner, Neratovice, Ceska),
- etilacetat (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD),
- etilendiamintetraoctena kiselina, EDTA (Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD),
- kalijev dihidrogenfosfat, KH2PO4 (Lach-Ner, Neratovice, Ceska),
- klorovodicna kiselina, HCI (Kemika, Zagreb, Hrvatska),
- trikloroctena kiselina, TCA (Kemika, Zagreb, Hrvatska),
- urea (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD).

Sve kemikalije koristene u ovom istrazivanju bile su pro analysi ¢istoce. Za pripremu otopina

koriStena je destilirana voda.

3.1.2 Oprema

U ovom istrazivanja koriStena je sljedeca oprema:
- analiti¢ka vaga, PB303 Delta Range (Mettler Toledo, Columbus, SAD)
- centrifuga, Frontier 5706 (Ohaus, Greifensee, Svicarska),
- magnetski mijesac s grijatem, MSH-A (Witeg, Wertheim, Njemacka)
- mijesalica, Vortex-Heidolph model REAX top (Heidolph Instruments, Schwabach,
- mikropipete (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
- pH metar, HI 9025 (Hanna instruments,Woonsocket, SAD),
- termostat, TMA (Termo-medicinski aparati, Dugo selo, Hrvatska),
- UV-VIS spektrofotometar T70 (PG Instruments Ltd, Lutterworth, UK),
- kiveta, Open-top UV-quartz cell (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD).
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Navedeni uredaji nalaze se na Zavodu za Farmaceutsku botaniku Sveucilista u Zagrebu

Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.

3.1.3 Biljni model — obiéni luk (Allium cepa L.)

Obicni luk (Allium cepa L.) je dvogodi$nja zeljasta jednosupnica iz porodice
Amaryllidaceae (www.plantea.com.hr). Porijeklom iz jugozapadne Azije, luk je jedna od
najées¢e konzumiranih i uzgojenih kultura s velikom komercijalnom vrijednosti (Dorrigiv i
sur., 2021; Teshika i sur., 2019). Svojim karakteristi¢nim mirisom, okusom i aromom klju¢an
je zacin u mnogim jelima. Ovisno o boji, razlikujemo crveni, ljubicasti, zuti i bijeli luk, a na
temelju okusa razlikujemo sladak i nesladak (Sagar i sur., 2022; Kianian i sur., 2021). Za
osebujan okus i miris te boju odgovorni su organosumporni spojevi i flavonoidi (Sagar i sur.,
2022; Teshika i sur., 2019). Luk se u prehrani koristi u raznim oblicima, ukljucujuéi svjezi sok,
sirove lukovice, przen ili pecen, ali i suSen, dehidriran. Osim kulinarskog znacaja, luk se istice
svojim ljekovitim svojstvima. Tradicionalno se koristi za lije¢enje razli¢itih bolesti kao $to su
astma, kasalj uzrokovan bronhitisom, ulkusne rane, keloidi, bol i oteklina nakon uboda, upalnih
poremecaja te dizenterije (Kianian i sur., 2021). Istrazivanja su pokazala brojne farmakoloske
ucinke luka, ukljucujuéi hipoglikemijsko, hipolipemijsko, antiagregacijsko, neuroprotektivno,
antisklerotsko, antikonvulzivno, antihipertenzivno, diureti¢ko i1 hepatoprotektivno djelovanje
(Kianian i sur., 2021). Isto tako, luk je pokazao antioksidativna, protuupalna, antikancerogena
i imunoprotektivna svojstva, antiastmati¢ke, antimikrobne i analgetske ucinke te pozitivne
ucinke na snizenje mokracne kiseline u krvi (Sagar i sur., 2022; Dorrigiv i sur., 2021; Teshika
i sur., 2019). Za farmakoloske ucinke luka odgovorne su brojne fitomolekule medu kojima su
eteri¢na ulja, tiocijanat, vlakna, tiopropionat aldehid, fitoestrogeni, vitamini, minerali, lektin,
flavonoidi, organosumporni spojevi i alicin, fenolni spojevi, lipofilni antioksidansi, antocijani,
saponini i fistulozin (Kianian i sur.,2021; Teshika i sur., 2019). Izraziti antioksidativni u¢inak
pokazali su flavonoidi i organosumporni spojevi.

Luk je pogodan modelni organizam zbog jednostavnog nac¢ina Cuvanja i rukovanja te
niske cijene (Fiskesjo, 1985). Luk kao testni sustav (test se jos i naziva Allium test) je pokazao
visoku osjetljivost i dobru korelaciju s drugim testnim sustavima kao $to su sisavci, alge 1
ljudski limfociti $to omogucuje ekstarpolaciju rezultata dobivenih Allium testom na zivotinjske
vrste te na ¢ovjeka (Leme i Marin-Morales, 2009). U Allium testu korijenje luka raste u

izravnom kontaktu s ispitivanim spojem S$to ga Cini izvrsnim in vivo modelom za analizu
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citotoksicnosti 1 genotoksi¢nosti pri razli¢itim koncentracijama i vremenima (Tedesco i
Laughinghouse, 2012).
U ovom je istrazivanju kao modelni organizam koriSten luk sorte Argentea koji za

Hrvatsku distribuira Planta Prelesje d.o.o0 (slika 4).

Slika 4. Obicni luk (Allium cepa L.) sorte Argentea (preuzeto s url: http://www.planta-
prelesje.si/shop/product.php?id_product=153 i prilagodeno)

3.2 Metode
3.2.1 Bioloski pokus

Priprema otopina BPA

Za pripremu mati¢ne otopine izvagano je 2,0 g krutog BPA koji se prebacio u odmjernu
tikvicu od 10 ml. S obzirom da BPA nije topljiv u vodi, otopljen je u 96 %-tnom etanolu uz
zagrijavanje na grija¢oj plo¢i. Nakon potpunog otapanja BPA, odmjerna tikvica je nadopunjena
etanolom do oznake s 96 % etanolom. Tako pripremljena otopina BPA ima koncentraciju 2x10°
mg/l, odnosno 200 g/I.

Iz mati¢ne otopine BPA pripremljene su radne otopine u koncentracijama 1 mg/l, 5 mg/I,
10 mg/l, 25 mg/l i 50 mg/l. Radne otopine pripremljene su razrjedivanjem mati¢ne otopine

destiliranom vodom prema formuli:
c1 xXVi=c2 xV3
Tako je za pripremu 250 ml (V2) radne otopine koncentracije 5 mg/l (c2) uzet alikvot

(V1) od 6,25 pl mati¢ne otopine koncentracije 2x10° mg/l (c1). Volumeni matiéne otopine

potrebni za izradu 250 ml radne otopine Zeljene koncentracije BPA prikazani su u tablici 1.
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Tablica 1. Priprema radnih otopina BPA iz mati¢ne otopine BPA koncentracije 2x10° mg/I

1 1,25
5) 6,25
10 12,5
25 31,25
50 62,5

Priprema otopine kontrole

Za pripremu otopine negativne kontrole u odmjernu tikvicu od 250 ml dodano je 62,5
ul 96 %-tnog etanola i razrijedeno je destiliranom vodom do oznake. Dodani volumen etanola
odgovara volumenu etanola u radnoj otopini BPA koncentracije 50 mg/l. Dodatkom etanola

iskljucuje se mogudi ucinak etanola na korjencic¢e obi¢nog luka.

Provodenje bioloSkog pokusa

Za provodenje bioloSkog pokusa odabrane su lukovice luka podjednake veliine bez
naznake truljenja, plijesni, zelenih listova i susenja. Lukovice su nakon uklanjanja osuSenih
korjenCi¢a s baze i vanjskih ljusaka koje su se pocele ljustiti stavljene na dvodnevno
naklijavanje u epruvete ispunjene destiliranom vodom. Lukovice su postavljene na vrh staklene
epruvete bazom uronjene u destiliranu vodu (slika 5). Tako pripremljene epruvete su ostavljene

dva dana na mjestu zasti¢enom od izravnog suncevog zracenja pri temperaturi od oko 20 °C.

Slika 5. Lukovice luka na pocetku dvodnevnog naklijavanja u destiliranoj vodi
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Nakon dvodnevnog naklijavanja korjenc¢i¢i lukovica postavljeni su na trodnevni
tretman. Odabrane su one lukovice koje su proklijale i imale pravilno korijenje. Lukovice s
iznimno kratkim i dugim korijenjem nisu ukljucene u pokus. Za tretman, lukovice su nasumi¢no
podijeljene u 6 skupina od po 10 lukovica (n=10). Lukovice su prebacene u epruvete ispunjene
pripremljenim otopinama BPA koncentracijskog raspona 1-50 mg/l ili otopinom negativne
kontrole (destilirana voda) te stavljene na mjesto zasti¢eno od izravnog suncevog zracenja na

temperaturi od oko 20 °C.

3.2.2 Odredivanje mase svjezeg tkiva korjenci¢a

Nakon trodnevnog tretmana destiliranom vodom (negativna kontrola) ili otopinama
BPA (koncentracijski raspon 1-50 mg/l) izvagana je masa korjencica svake lukovice. Vaganje
je provedeno na nacin da se jedna po jedna lukovica izvadila iz epruvete te korjencici osusili
papirnatim ru¢nikom kako bi se izbjeglo povecanje mase zbog zaostale otopine. Nakon
uklanjanja viska otopine korjenci¢i pojedine lukovice su odvojeni pomocu skalpela i izvagani.

Postupak je ponovljen za svaku lukovicu iz svih 6 skupina lukovica.

3.2.3 Priprema homogenata biljnog tkiva

Za pripremu 5 %-tne otopine TCA potrebne za pripremu homogenata, izvagano je 10,0
g TCA koja je kvantitativno prenesena u odmjernu tikvicu od 200 ml, a tikvica je potom
nadopunjena do oznake destiliranom vodom.

Za pripremu homogenata biljnog tkiva izvagani korjenc¢ici prebaceni su u tarionik u koji
je dodan odgovarajuci volumen 5 %-tne otopine TCA. Tako je za izvaganih 347 mg korjencica
luka potrebno 1,74 ml 5 %-tne otopine TCA. Biljno tkivo je homogenizirano mehanicki
koriStenjem tucka. Homogenat je prebacen u Falcon epruvetu za centrifugu, a tarionik je ispran
ostatkom volumena 5 %-tne otopine TCA. Homogenat korjenéi¢a lukovica je potom
centrifugiran 10 minuta na 7000 RPM-a kako bi se dobio §to ¢i$¢i i bistriji supernatant u kojemu

se kasnije odreduju biokemijski parametri oksidacijskog stresa (MDA 1 GSH).
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3.2.4 Odredivanje sadrzaja GSH

Princip metode

Odredivanje sadrzaja GSH u uzorku temelji se na reakciji tiolne skupine GSH, ali i
drugih neproteinskih tiola s kromogenom 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzojevom kiselinom,
poznatijom kao Ellmanov reagens (Eyer i sur., 2003). U reakciji, tiolna skupina stehiometrijski
reducira disulfidnu vezu Ellmanovog reagensa te nastaju 2-nitro-5-merkaptobenzojeva kiselina
(TNB) i mijeSani disulfidi. Pri neutralnim i blago alkalnim uvjetima TNB prelazi u zuto obojeni
anionski oblik TNB? ¢&iji se intenzitet mjeri spektrofotometrijski pri valnoj duljini
apsorpcijskog maksimuma od 412 nm prema slijepoj probi (Sonia i Sharma, 2014). Mjerenjem
apsorbancije Zuto obojenog uzorka indirektno dobivamo informacije o koncentraciji GSH.
Sadrzaj GSH u uzorku odreduje se pomocu Beer-Lambertova zakona i poznavanja molarnog

apsorpcijskog (ekstinkcijskog) koeficijenta TNB-a (14,15 mM* cm™).

Priprema 1 M kalij-fosfatnog pufera pH 7,4

1 M kalij-fosfatni pufer pH 7,4 dobiven je mijeSanjem 1 M otopina KH2PO4 i KH2HPOs.
Za pripremu 1 M otopina KH2PO4 i KH2HPO4 potrebno je izracunati masu tvari primjenom
jednadzbe za mnozinu tvari (n = m/M ; n — mnozina tvari, m — masa tvari, M — molarna masa),
a molarna masa tvari (M) se racuna koriStenjem periodnog sustava elemenata. Tako je za
pripremu 1M otopine KH2HPO4, prema izra¢unatoj vrijednosti, izvagano 17,418 g krute tvari
koja je kvantitativno prenijeta u odmjernu tikvicu od 100 ml koja je nadopunjena do oznake
destiliranom vodom. Isti postupak je ponovljen za izradu 1M otopine KH2PO4 samo $to je
prema izracunu potrebno izvagati 13,609 g krutine.

Za pripremu puferske otopine pH 7,4 pomijeSane su 1 M otopine KH2PO4 i KH2HPOs,
a uz pomo¢ pH-metra postignuta je Zeljena pH-vrijednost. U 100 ml priredene otopine pufera
dodano je 0,0037 g etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA) ¢ime je postignuti molaritet EDTA
u otopini od 0,1 mM. lzvagana koli¢ina EDTA koja se dodala u pufersku otopinu odredena je
koristenjem jednadzbe za mnozinu. EDTA ima ulogu kelatora metala te na taj nacin spreCava
autooksidaciju GSH u uzorku, dok kalij-fosfatni pufer ima ulogu otapala i medija za izvodenje

pokusa pri stalnom pH.
Priprema 1 mM otopine DTNB-a

Za pripremu 1 mM otopine DTNB-a koja se koristila kao reagens za dokazivanje GSH

prvotno je priredena 10 mM otopina vaganjem 0,0396 g DTNB-a. Krutina je kvantitativno
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prenesena u odmjernu tikvicu od 10 ml koja je potom nadopunjena do oznake 1 M otopinom
kalij-fosfatnog pufera pH 7,4. Pripremljena je otopina potom razrijedena 10 puta do konacne
koncentracije DTNB od 1 mM. Navedenim postupkom, prvotnim priredivanjem

koncentriranije otopine te njezinim razrjedivanjem, postignuta je veca preciznost odvage.

Postupak izvodenja mjerenja
Nakon centrifugiranja homogenata biljnog tkiva, opisano u poglavlju 3.2.3, u
supernatantu homogenata korjenci¢a odreden je sadrzaj GSH. Postupak odredivanja je

shematski prikazan u tablici 2.

Tablica 2. Shematski prikaz postupka odredivanja GSH

100 pl supernatanta homogenata + 900 pl

100 pl 5 % TCA +900 ul | mM DTNB
1 mM DTNB

Inkubacija 15 minuta pri sobnoj temperaturi.

Mijerenje apsorbancije na valnoj duljini od 412 nm.

Sadrzaj GSH izracunat je poznavanjem molarnog apsorpcijskog koeficijenta TNB-a iz

jednadzbe za Beer-Lambertov zakon:

A=¢exlxc
44
7aj GSH = — [uM
Sadrzaj GS o [uM]
gdje je:
AA — razlika izmjerene apsorbancije uzorka i slijepe probe pri 412 nm

e — apsorpcijski koeficijent (14,15 mM™* cm™)
| — duzina optickog puta (1 cm).
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3.2.5 Odredivanje sadrzaja MDA

Princip metode

Odredivanje sadrzaja MDA kao pokazatelja lipidne peroksidacije temelji se na reakciji
kondenzacije dvije molekule TBA s jednom molekulom MDA (Khoubnasabjafari i sur., 2015).
Reakcija se odvija u kiselim uvjetima pri poviSenoj temperaturi, a kao produkt nastaje adukt
Schiffove baze (TBA>-MDA adukt) crvenog obojenja Ciji se intenzitet obojenja mjeri
spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 532 nm (Weitner i sur., 2016). Sadrzaj MDA u uzorku
se moze izraCunati pomoc¢u Beer-Lambertova zakona i poznavanjem ekstincijskog koeficijenta
(155 mM* cmd).

Priprema 0,6 % otopine TBA

Za pripremu 0,6 %-tne otopine TBA na analitickoj vagi se odvaze 0,6 g krute TBA koja
se kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 ml i nadopuni do oznake destiliranom
vodom. Otapanje je potaknuto zagrijavanjem na grijacu uz mijesanje. Priredena otopina 0,6 %-

tne TBA koristena je kao reagens u odredivanju MDA.

Postupak izvodenja mjerenja
Nakon centrifugiranja homogenata biljnog tkiva, opisano u poglavlju 3.2.3, u
supernatantu homogenata korjenci¢a odreden je sadrzaj MDA. Tablica 3 shematski prikazuje

postupak odredivanja MDA.

Tablica 3. Shematski prikaz postupka odredivanja MDA

[ emmemeRoes R

200 pl destilirane vode + 800 ul 0,6 % 200 pl supernatanta homogenata + 800 ul

TBA 0.6 % TBA

Zagrijavanje 30 minuta na 90 °C.
Zaustavljanje reakcije naglim hladenjem na ledu.
Centrifugiranje na 7000 RPM-a 10 minuta.

Mijerenje apsorbancije pri valnoj duljini od 532 nm.
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Sadrzaj MDA u uzorcima izracunat je pomocu jednadzbe za Beer-Lambertov zakon uz

poznati molarni ekstinkcijski koeficijent nastalog TBA.-MDA adukta:
Sadrz 'MDA—AA [uM]
adrzaj =y

gdje je:
AA — razlika izmjerene apsorbancije uzorka i slijepe probe na 532 nm
& —molarni ekstinkcijski koeficijent (155 mM~cm™)

| — duzina opti¢kog puta (1 cm).

3.2.6 Odredivanje sadrzaja oksidiranih proteina

Princip metode

Odredivanje sadrzaja proteinskih karbonila temelji se na spektrofotometrijskoj metodi
prema Leavine i sur. (1990) koja se zasniva na derivatizaciji karbonilnih skupina proteina s 2,4-
dinitrofenilhidrazinom (DNPH) pri ¢emu nastaje stabilni 2,4-dinitrofenilhidrazonski (DNP)
produkt zutog obojenja. Intenzitet obojenja nastalog DNP adukta mjeri se spektrofotometrijski
pri valnoj duljini od 370 nm (Purdel i sur., 2014), a sadrzaj oksidiranih proteina se izraGuna
pomocu Beer-Lambertove jednadZbe i poznatog ekstincijskog koeficijenta Cija je vrijednost 22

mM*tem™

Priprema 10 % TCA
Za pripremu 10 %-tne otopine TCA na analitickoj vagi je izvagano 10 g krute TCA koja
je kvantitativno prenijeta u odmjernu tikvicu od 100 ml te nadopunjena destiliranom vodom do

oznake. Pripremljena otopina sluZi za taloZenje proteina u slijepoj probi i uzorcima.

Priprema 2 N HCI

Za pripremu 2 N otopine klorovodi¢ne kiseline 17 ml 36,5 %-tne HCI je razrijedeno
destiliranom vodom u odmjenoj tikvici od 100 ml. Dobivena otopina sluzi za pripremu reagensa
(0,2 % 2,4-DNPH).
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Priprema 0,2 % 2,4-DNPH u 2 N HCI

Reagens je pripremljen vaganjem i kvantitativnim prenosenjem 0,2 g krutog 2,4-DNPH
u odmjernu tikvicu od 100 ml. Tikvica je nadopunjena do oznake prethodno pripremljenim 2 N
HCI.

Priprema otopine etanol:etil-acetat (1:1)

Za pripremu otopine etanola i etil-acetata (1:1) u menzuri je izmjeren jednak volumen
pojedinog otapala, 50 ml etanola i 50 ml etil-acetata, koja se potom mijesaju staklenim Stapi¢em
u casi od 150 ml. Pripremljena smjesa otapala sluzila je za ispiranje nevezanog reagensa

(DNPH).

Priprema 6 M uree u 20 mM kalij-fosfatnom puferu pH 2,4

Prvotno je prireden kalij-fosfatni pufer otapanjem 0,1361 g krutog KH2PO4 u 40 mi
destilirane vode u odmjernoj tikvici od 50 ml. U tikvicu je potom dodano i otopiljeno 18,02 g
uree, a tikvica je nadopunjena do oznake destiliranom vodom. Otopina 6 M uree u kalij-

fosfatnom puferu pH 2.4 je koriStena za otapanje proteinskog taloga uzorka i slijepe probe.

Postupak izvodenja mjerenja

Za svaki su uzorak priredene tri epruvete, jedna za slijepu probu te dvije za duplikat
uzorka u kojima se odvija reakcija s DNPH. U odredivanju sadrzaja proteinskih karbonila
koristen je talog homogenata biljnog tkiva dobivenog nakon centrifugiranja (postupak opisan u
poglavlju 3.2.3.). Talog je prije samog izvodenja pokusa razrijeden 5 %-tnom trikloroctenom
kiselinom. U odmrznute taloge homogenata biljnog tkiva dodano je po 5 ml 5 %-tne TCA.

Postupak odredivanja sadrzaja oksidiranih proteina prikazan je shematski u tablici 4.

Tablica 4. Shematski prikaz postupka odredivanja proteinskih karbonila

500 pl uzorka (razrijedenog taloga homogenata) + 500 pl 10% TCA
Mijesanje na Vortex mijesalici.
Centrifugiranje 15 minuta na 15000 RPM.
Dekantiranje supernatanta.
talog + 300 ul 2 N HCI talog + 300 pul 0,2% 2,4-DNPH u 2 N HCI
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MijeSanje na Vortex mijesalici.
Stajanje reakcijske smjese 1 sat sklonjeno od svijetlosti.
Mijesanje na Vortex mijesalici.
Reakcijska smjesa + 200 ul 10 % TCA
Mijesanje na Vortex mijesalici.
Centrifugiranje 15 minuta na 15000 RPM.
Dekantiranje supernatanta.
Talog + 500 pl etanol:etil-acetat (1:1)
Mijesanje na Vortex mijeSalici.
Centrifugiranje 10 min na 15000 RPM.
Dekantiranje supernatanta.
Ponoviti ispiranje taloga 2 puta.
Talog + 2 ml 6 M uree u K-fosfatnom puferu pH 2,4
Mijesanje na Vortex mijesalici.
Otapanje taloga tijekom noci.
Mijesanje na Vortex mijesalici.
Centrifugiranje 10 minuta pri 15000 RPM.

Mijerenje apsorbancije pri valnoj duljini od 370 nm.

Sadrzaj oksidiranih proteina odreden je pomoc¢u Beer-Lambertova zakona uz

poznavanje ekstinkcijskog koeficijenta za hidrazonski produkt:

A370
[

Sadrzaj proteinskih karbonila = "
&

gdje je:
A — apsorbancija uzorka na 370 nm
¢ — ekstinkcijski koeficijent (22 mM™ cm™)

| — duzina optickog puta (1 cm).
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3.3 Statisticka obrada rezultata

Modelni organizam, obi¢ni luk, tretiran je u 10 replika po tretmanu: negativna kontrola
(destilirana voda) i test-otopine BPA koncentracijskog raspona 1-50 mg/l. Biokemijski
parametri (GSH, MDA i oksidirani proteini) su za svaku repliku izmjereni u duplikatu. Rezultati
mase svjezeg tkiva kao i biokemijskih parametara (GSH, MDA i oksidirani proteini) za svaki
tretman prikazani su kao srednja vrijednost 10 replika + standardna devijacija. Za statisticku
obradu podataka koriSten je racunalni program Excel (MS Office) u kojem je koriStenjem
studentovog t-testa napravljena usporedba dobivenih rezultata izmedu tretmana destiliranom
vodom (negativna kontrola) i tretmana otopinama BPA koncentracijskog raspona 1-50 mg/I.

Kao statisti¢ki znacajna razlika postavljena je vrijednost P < 0,05.
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4. Rezultati i rasprava

U ovom diplomskom radu istrazena je fitotoksicnost i oksidacijski stres kao moguci
mehanizam toksi¢nosti BPA provodenjem Allium testa. Nakon dvodnevnog naklijavanja,
korjenci¢i lukovica obi¢nog luka (n=10) bili su izlozeni tri dana otopinama BPA
koncentracijskog raspona 1-50 mg/l ili destiliranoj vodi (negativna kontrola). Nakon trodnevne
izlozenosti korjenci¢a BPA za utvrdivanje fitotoksi¢nosti BPA izvagana je masa svjezeg tkiva
korjenci¢a, a u homogenatu svjezeg biljnog tkiva korjenci¢a izmjeren je sadrzaj biokemijskih
parametara (GSH, MDA, oksidirani proteini) u svrhu utvrdivanja oksidacijskog stresa kao

mogucéeg mehanizma toksi¢nosti BPA.

4.1 Masa svjezeg tkiva korjenciéa

Nakon trodnevnog tretmana destiliranom vodom (negativna kontrola) ili otopinama
BPA koncentracijskog raspona 1-50 mg/l, korjenci¢i su odvojeni od lukovice te je izvagana
masa svjezeg tkiva korjencic¢a. Uz postotak klijavosti sjemena, duljinu i tezinu izdanka, broja i
povrsine listova te broja, duljine i promjera korijena, masa svjezeg tkiva korijena jedan je od
znacajnijih parametara rasta biljaka (Pandey i sur., 2017). Stoga mjerenje mase svjezeg tkiva
korjencica luka predstavlja vaZan izvor podataka za procjenu toksi¢nosti nekog spoja. Rezultati
odvaganih masa svjezeg tkiva korjencica prikazani su na slici 6.

Iz dobivenih rezultata se moze is¢itati pad mase svjezeg tkiva korjenci¢a izlozenih
otopinama BPA u odnosu na negativnu kontrolu (destiliranu vodu) koja predstavlja normalne
fizioloske uvjete rasta lukovica (Sacramento i sur., 2020; Fiskesjo, 1985). Masa svjezeg tkiva
korjenci¢a luka nakon trodnevne izloZenosti otopini BPA koncentracije 1 mg/l iznosila je 0,272
+ 0,063 g Sto je nize od mase negativne kontrolne skupine 0,314 + 0,047 g, ali nije statisticki
znacajno (P=0,238). Statisticki znacajno smanjenje mase svjezeg biljnog tkiva korjencica (P <
0,05) u odnosu na negativnu kontrolu uocava se nakon izloZenosti lukovica otopini BPA
koncentracije 5 mg/l gdje je masa svjezeg tkiva korjencica iznosila 0,227 + 0,042 g. Znacajno
smanjenje mase svjezeg tkiva korjencica moze se uocCiti i kod tretmana otopina BPA
koncentracije 10 i 25 mg/l, no najveci pad mase svjezeg tkiva korjenc¢ic¢a u odnosu na negativnu
kontrolu zabiljeZen je nakon tretmana lukovica otopinom BPA koncentracije 50 mg/l pri cemu

je masa iznosila svega 0,113 + 0,026 g.
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Slika 6. Masa svjezeg tkiva korjencica luka nakon trodnevnog tretmana otopinama BPA u
rasponu koncentracija 1-50 mg/l; NK - negativna kontrola (korjencici izlozene destiliranoj

vodi); * - statisticki zna¢ajno razli¢ito od kontrole, P < 0,05

4.2 GSH

GSH je tripeptidni tiolni spoj niske molekulske mase koji pripada skupini neenzimskih
antioksidansa. GSH je vazan u izravnoj i neizravnoj zastiti stanice od ROS-ova. IzloZenost
biotskom i abiotskom stresu ima snazan uéinak na oksidacijsko stanje GSH, ali i na
koncentraciju GSH u biljnoj stanici (Dorion i sur., 2021). lako oksidacijsko stanje i
koncentracija GSH nisu nuzno zavisni, izlozenost biljnog organizma oksidacijskom stresu
dovodi do povecane potrosnje GSH i stvaranja GSSG, $to predstavlja pozitivan signal za de
novo sintezu GSH (Dorion i sur., 2021). Rezultati dobiveni mjerenjem sadrzaja GSH u
supernatantu homogenata svjezeg tkiva korjenci¢a luka nakon trodnevne izlozenosti BPA
prikazani su na slici 7.

Nakon trodnevnog tretmana otopinama BPA nizih koncentracija (1 mg/l i 5 mg/l)
sadrzaj GSH se statisti¢ki znacajno smanjio u odnosu na negativnu kontrolu (4,24 = 0,87 uM i
3,43 £ 0,36 uM vs. 5,65 + 0,88 uM) koja predstavlja normalne fizioloSke uvjete rasta biljke.
Nakon izlozenosti korjen¢i¢a otopinama BPA koncentracije 10 mg/l i 25 mg/l doslo je do
povecanja sadrzaja GSH u odnosu na niZze koncentracije BPA, ali je sadrzaj GSH i dalje
znacajno nizi od koncentracije GSH negativne kontrole (destilirana voda). Nadalje, znatno
smanjenje koncentracije GSH zabiljezeno je i pri trodnevnom tretmanu otopinom BPA

koncentracije 50 mg/l, a iznosilo je 3,30 + 1,3 uM. Prvotno smanjenje sadrzaja GSH ukazuje
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na troSenje zalihe antioksidansa u prvoj fazi stresa, dok povecanje koncentracije GSH tijekom
druge faze (iako jo$ uvijek ispod kontrolne vrijednosti) upucuje na de novo sintezu GSH kako

bi se biljka obranila od oksidacijskog stresa i o§te¢enja izazvanih njime.

1 mg/l 5 mgl/l 10 mg/I 25 mg/l 50 mg/l

*

B [8)]

w

Sadrzaj GSH
Srednja vrijednost + SD (uM)

N

Slika 7. Sadrzaj GSH u supernatantu homogenata korjencica luka nakon trodnevnog tretmana
otopinama BPA u rasponu koncentracija 1-50 mg/l; NK - negativna kontrola (korjencic¢i

izlozene destiliranoj vodi); * - statistiCki znac¢ajno razli¢ito od kontrole, P < 0,05
) ]

4.3 MDA

Tijekom lipidne peroksidacije nastaju brojni nestabilni produkti koji stupaju u
interakciju s proteinima i1 nukleinskim kiselinama ¢ime dovode do oStecenja stanice. Jedan od
tih spojeva je i MDA (Stefan i sur., 2007). MDA je najvi$e proucavani produkt peroksidacije
lipida koji se ujedno koristi kao biomarker u kvantifikaciji iste te ukazuje na izloZenost
organizma oksidacijskom stresu (Khoubnasabjafari i sur., 2015). Dobiveni rezultati mjerenja

sadrzaja MDA u supernatantu homogenata svjeZeg tkiva korjenci¢a luka nakon trodnevnog

tretmana prikazani su na slici 8.
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Slika 8. Sadrzaj MDA u supernatantu homogenata korjenci¢a luka nakon trodnevnog
tretmana otopinama BPA u rasponu koncentracija 1-50 mg/l; NK - negativna kontrola

(korjencici izloZene destiliranoj vodi); * - statisticki znacajno razli¢ito od kontrole, P < 0,05

Kako je vidljivo na slici 8, s povecanjem koncentracije otopine BPA, povecava se
sadrzaj MDA u odnosu na negativnu kontrolu (destiliranu vodu). Pri izloZenosti korjencica
nizim koncentracijama otopine BPA (1-10 mg/l) povecanje sadrzaja MDA u odnosu na
negativnu kontrolu (0,793 £+ 0,061 uM) nije statisticki znacajno. Nakon trodnevnog tretmana,
statisticki znacajno povecanje MDA je zabiljeZeno pri izloZenosti korjenci¢a otopinama BPA
koncentracije 25 mg/l i 50 mg/l, a sadrzaj MDA je iznosio 1,035 + 0,093 uM i 1,067 + 0,074
uM (P < 0,05). Povecanje sadrzaja MDA kao biomarkera lipidne peroksidacije upucuje na to
da je u korjenci¢ima luka doslo do oSteCenja stanicne membrane uslijed izlozenosti

oksidacijskom stresu pri ¢emu su PUFA razgradene do toksi¢nih produkata medu kojima je i
MDA.

4.4 Oksidirani proteini

Karbonilacija predstavlja najées¢u nepovratnu PTM proteina koja rezultira promjenom
u strukturi, a time i funkciji proteina te patofizioloskim u¢incima (Tola i sur.,2021; Demidchik,
2015). Mjerenje proteinskih karbonila jedna je od naj¢esée koriStenih metoda za odredivanje
oksidacijskog oSte¢enja proteina pri ¢emu je povecanje sadrzaja proteinskih karbonila

povezano s povecanom izloZenosti stanica oksidacijskom stresu (Tola i sur., 2021; Davies,
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2016). Rezultati mjerenja sadrzaja proteinskih karbonila u uzorcima nakon trodnevne
izlozenosti prikazani su na slici 9.

Najnizi sadrzaj proteinskih karbonila zabiljezen je kod trodnevne izlozenosti korjenci¢a
negativnoj kontroli (destilirana voda), a iznosio je 8,813 + 0,845 uM. 1z prikazanih rezultata
vidljivo je da je povecanjem koncentracije BPA u otopini kojoj su izlozeni korjencici tijekom
tri dana, rastao i sadrzaj oksidiranih proteina. Statisticki znacajan porast sadrzaja zabiljezen je
kod izloZenosti korjenéica otopini BPA koncentracije 10 mg/l i 50 mg/l pri ¢emu je sadrzaj
proteinskih karbonila iznosio 9,755 + 0,360 uM (P = 0,005) 1 9,841 £ 0,418 uM (P = 0,003).
Dobiveni rezultati upucuju na povecanje oksidativnog ostecenja proteina uslijed tretmana
korjenci¢a otopinama BPA razli¢itih koncentracija. Takoder, moze se primijetiti da je sadrzaj
proteinskih karbonila u korjenci¢ima luka porastao nakon izlozenosti otopini BPA

koncentracije 10 mg/l, dok je sadrzaj MDA porastao tek nakon izloZenosti otopini BPA

1 mg/L 5 mg/l 10 mg/l 25 mg/l 50 mg/I

koncentracije 25 mg/I.

12

Sadrzaj oksidiranih proteina
Srednja vrijednost + SD (uM)

Slika 9. Sadrzaj oksidiranih proteina u homogenatu korjenc¢i¢a luka nakon trodnevnog
tretmana otopinama BPA u rasponu koncentracija 1-50 mg/l; NK - negativna kontrola

(korjenci¢i izlozene destiliranoj vodi); * - statisticki znacajno razli¢ito od kontrole, P < 0,05

Brojna istraZivanja pokazala su da fitotoksi¢ni u¢inak BPA znatno ovisi o dozi, ali i o
vremenu izloZenosti. Tako je u istrazivanju koje su proveli Ferrara i sur. (2006) uoceno da
izloZenost otopinama BPA koncentracije 10 i 50 mg/l tijekom 6 dana nije pokazala znac¢ajan

utjecaj na klijavost te duljinu korijena i izdanka, dok je nakon 21-dnevne izloZenosti zabiljeZen
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znacajan utjecaj na morfologiju, duljinu te masu svjezeg i suhog tkiva korijena i izdanka rajcice
(Solanum lycopersicum L.), durum psenice (Triticum durum Desf.) i salate (Lactuca sativa L.),
aline i boba (Viciafaba L.). U ovom je istrazivanju BPA imao fitotoksi¢ni u¢inak na korijencice
luka ve¢ u koncentraciji 5 mg/l nakon trodnevne izloZenosti te se moze zakljuciti da je luk puno
dodatno potvrduje da se dobiveni rezultati istrazivanja koja se provode na luku mogu
ekstrapolirati na covjeka. U istrazivanju koje su proveli Pan i sur. (2013) nize koncentracije
BPA (1 -5 uM; sto odgovara 0,23 — 1,14 mg/l) dovele su do povecanja duljine korijena, mase
svjezeg tkiva te formiranja bo¢nog korijenja sadnica Arabidopsis thalina, a vise koncentracije
(10 — 25 uM; sto odgovara 2,28 — 5,71 mg/l) su pokazale inhibitorni uc¢inak. Sli¢ni su rezultati
dobiveni u istrazivanju koje su proveli Qin i sur. (2013) na klijanicama soje. Bahmani i sur.
(2019) su zabiljezili smanjenje mase svjezeg tkiva i duljine glavnog korijena vrste A. thaliana
pri izloZenosti BPA u koncentraciji 10 ppm (10 mg/I).

U normalnim fiziolo§kim uvjetima proizvodnja i uklanjanje ROS-ova je u dinamickoj
ravnotezi. U nepovoljnim uvjetima, djelovanjem biotickih i abioti¢kih ¢imbenika razli¢itim
mehanizmima, povecano se stvaraju ROS-ovi i poremeceni je rad antioksidacijskog sustava
¢ime je ravnoteza naruSena. BPA je jedan od spojeva ¢iji je u€inak povezan s razvojem
oksidacijskog stresa. Premda mehanizmi u¢inka BPA na oksidacijski stres nisu u potpunosti
prouceni i razjasnjeni, brojna in vitro i in vivo istrazivanja su potvrdila pro-oksidacijski u¢inak
BPA (Gassman, 2017; Meli i sur., 2020).

U istrazivanju koje su proveli Kabuto i sur. (2003) na miSevima, aktivnost
antioksidacijskog enzima superoksid dismutaze je porasla, a aktivnost katalaze i glutation-
peroksidaze je smanjena dok je sadrzaj GSSG porastao nakon 5 dana primjene BPA u dozi od
25 i 50 mg/kg/dan. Rezultati su uputili na to da BPA izaziva prekomjernu proizvodnju
vodikovog peroksida, tj. pojacava oksidativni stres. Uoceno je povecanje sadrzaja GSH+GSSG
u mozgu, bubrezima, testisima i jetri misa, a smanjenje sadrzaja GSH je zamijeceno u testisima.
Pretpostavljeno je da je povecanje produkcije H2O2 i njegova pretvorba u hidroksilni radikal,
koji je neutraliziran reduciranim GSH, posljedi¢no dovelo do smanjenja sadrzaja GSH. Hassan
I suradnici (2012) proucavali su indukciju oksidacijskog stresa u jetri Stakora nakon oralne
primjene BPA koncentracijskog raspona 0,1 — 50 mg/kg/dan kroz 4 tjedna. Uoceni je utjecaj
BPA na biomarkere oksidativnog 1 nitrozativnog stresa. Sadrzaj GSH se smanjio u cijelom
rasponu doza, a znacajno smanjenje je zabiljeZzeno pri dozi od 50 mg/kg/dan. Ta doza je
uzrokovala znacajan porast produkata lipidne peroksidacije i NOx kao markera oStecenja

stani¢nih struktura, ali i smanjenje aktivnosti antioksidacijskih enzima, glutation peroksidaze,
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katalaze, glutation-reduktaze, glutation-S-transferaze i superoksid dismutaze. U tom
istrazivanju je potvrdeno da izloZenost visokim dozama BPA poveéava razine slobodnih
radikala te smanjuje sposobnost detoksifikacije ROS-ova, odnosno da BPA uzrokuje
oksidacijski stres narusavanjem ravnoteze oksidansa i antioksidansa. Kaya i sur. (2016) pratili
su ucinak BPA na antioksidacijski sustav izoliranih jetrenih stanica vrste Alburus Tarichi.
Stanice su bile izlozene BPA u koncentracijskom rasponu 25 — 200 uM tijekom 24 sata. Visoka
koncentracija BPA (200 uM) je pokazala izrazitu toksi¢nost. Povecana je aktivnost superoksid
dismutaze i glutation-S-transferaze, a aktivnost glutation-peroksidaze je fluktuirala, dok je
sadrzaj reduciranog GSH smanjen u usporedbi s kontrolom. Zabiljezen je blagi porast sadrzaja
MDA koji nije statisticki znacajan, a takvi rezultati mogu biti posljedica prekratke izlozenosti.
U tom je istrazivanju zakljuCeno da BPA ima toksi¢ni uinak na izolirane hepatocite ribe
remetei ravnotezu pro-oksidansa i antioksidansa.

Utjecaj BPA na antioksidacijski sustav pratili su i Zhang i sur. (2016) u korijenju soje
(Glycine max L.) u razli¢itim fazama zivotnog ciklusa biljke. Pracena je razina ROS-ova, sastav
masnih kiselina lipidne membrane, peroksidacija lipida i antioksidacijski sustavi nakon
sedmodnevne izloZenosti modelnog organizma otopinama BPA koncentracijskog raspona 1,5
— 12 mg/l. Zakljuéeno je da se u¢inak BPA na razinu ROS-ova, peroksidaciju membranskih
lipida i antioksidativne sustave pogorsava s povecanjem doze izlozenosti BPA, ali slabi u vi§im
fazama zivotnog ciklusa biljke.

GSH, kao istaknuti ne-enzimski antioksidans, predstavlja vazan biomarker u procjeni
izloZzenosti stresu. U ovom je istrazivanju U korjenci¢cima lukovica luka nakon trodnevne
izlozenosti BPA sadrzaj GSH zna¢ajno smanjen pri svim koncentracija u odnosu na negativnu
kontrolu. Znacajan pad sadrzaja GSH zabiljezen je veé pri izlozenosti najnizoj koncentraciji
BPA (1 mg/l). Pri toj koncentraciji BPA zabiljezena je niza masa svjezeg tkiva korjencica, no
ona nije bila znacajna. Taj rezultat govori da je izloZzenost BPA u koncentraciji 1 mg/l dovela
do aktivacije antioksidacijske obrane, odnosno troSenja GSH na obranu od oksidacijskog stresa
Sto je sprijecilo znacajniji fitotoksi¢ni u¢inak BPA. BPA je u visim koncentracijama (10 i 25
mg/l) doveo do blagog porasta sadrzaja GSH u odnosu na nize i vi$e koncentracije BPA. Takvo
povecanje sadrzaja GSH moZe se povezati s reakcijom organizma na stres uslijed ¢ega dolazi
do de novo sinteze GSH s ciljem neutralizacije suvisnih ROS-ova, ali i drugih vrsta koje dovode
do oStec¢enja unutar stanice. Usprkos povecanju vrijednosti GSH, uzevs$i u obzir rastuce
vrijednosti parametara oksidacijskog oste¢enja lipida i proteina (MDA i proteinski karbonili),
antioksidacijski sustav pri vi§im koncentracijama BPA (iznad 10 mg/l) nije uspio sprijeciti

oksidacijsko ostecenje proteina i lipida. Takoder, s obzirom da je oksidacijsko oStecenje
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proteina u korjenci¢ima luka zabiljeZeno pri nizoj koncentraciji (10 mg/l) u odnosu na oSte¢enje
lipida koje je zabiljezeno tek pri visoj koncentraciji (25 mg/1), moze se zakljuciti da je BPA
uzrokovao o$tec¢enje proteini pri nizim koncentracijama. S obzirom na zna¢ajno smanjenje
sadrzaja GSH ve¢ kod koncentracije BPA od 1 mg/l moze se zakljuciti da je modelni organizam
u cijelom ispitivanom rasponu koncentracija BPA bio izlozen povecanoj razini ROS-ova.

Povecéana proizvodnja i potrosnja BPA dovela je do njegove velike zastupljenosti u
prehrambenim i drugim proizvodima, zraku, tlu i vodi. Detektirane koncentracije BPA u
otpadnim i povrsinskim vodama variraju izmedu nanogramskih i mikrogramskih koli¢ina po
mililitru uzorka (Kaya i sur., 2016). Tako je u povrsinskim vodama u Nizozemskoj i Njemackoj
zabiljezena koncentracija BPA bila 21 pg/l 10,41 pg/l, a u procjednim vodama smetlista u
Japanu zabiljezena je koncentracija BPA od 17,2 mg/l (Zhang i sur., 2016). U istrazivanju
provedenom u Srbiji koncentracija BPA u pitkoj vodi ruralnog sredista varirala je izmedu 2,6 i
6,2 ng/l, dok se u urbanim sredi$tima koncentracijski raspon kretao izmedu 2,5 i 35,6 ng/l
(Janda i sur., 2021). Koncentracije BPA u tlu variraju nekoliko redova veli¢ine (< 0,01-1000
ng/kg). U poljoprivrednim poljima zabiljezene su koncentracije BPA manje od 10 pg/kg, a u
tlu reciklaznog dvorista 1 odlagalista u Kini zabiljeZene su razine BPA vece od 100 pg/kg.
Nadalje, u urbanim podruc¢jima Indije, Kine, Japana, Novog Zelanda i Sjedinjenih Americkih
Drzava, zabiljezene razine BPA u zraku su se kretale od 0,004 do 17 ng/m?, dok je u ruralnim
podru¢jima Kine i Njemacke razina BPA varirala izmedu 0,005 do 0,2 ng/m? (Corrales i sur.,
2015). Prema Zhang i sur. (2016) u istraZivanju provedenom na Soji odabrane su tri
koncentracije otopina BPA: BPA u koncentraciji od 1,5 mg/l predstavlja sigurnu dozu u vodi
za pice 1 gornju sigurnosnu granicu za pojedince koju je odredila Agencija za zastitu okoliSa
Sjedinjenih Americkih Drzava; koncentracije od 6,0 i 12,0 mg/l predstavljaju sadrzaj BPA u
tlu, rijeénom sedimentu i procjednim vodama odlagalista otpada. 1z navedenih podataka moze
se uociti da su koncentracije BPA u ovom istraZivanju znacajno viSe od okolisnih. No,
uzimajuci u obzir veliku potraznju i uporabu BPA kao i sve veée zagadenje okoliSa, moze se
utvrditi da niZze koncentracije BPA (posebice 1 mg/l) predstavljaju okoliSno relevantnu
koncentraciju. Takoder, treba uzeti u obzir i akumulaciju BPA u okoli$u te da su biljke u okolisu
izlozene nizim koncentracijama BPA u duzem razdoblju.

Na osnovi dostupnih literaturnih podataka i dobivenih rezultata u istrazivanju, mozemo
potvrditi da je obi¢ni luk dobar modelni organizam za ispitivanje Stetnog ucinka ksenobiotika.
Nadalje, rezultati istrazivanja dobiveni u sklopu ovog diplomskog rada u skladu su s navedenim
istrazivanjima ¢ime je utvrdeni fitotoksicni uc¢inak BPA na korjenci¢e luka u ispitivanom

rasponu koncentracija, ali i oksidacijski stres kao mogu¢i mehanizam toksi¢nosti BPA. Osim
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izravnog ucinka na biljni organizam, zbog dobre korelacije Allium testa s drugim testnim
sustavima, dobivene je rezultate moguce ekstrapolirati i na ljudski organizam. Vodeni
¢injenicom da je BPA sveprisutna molekula kojoj je zivi svijet svakodnevno izloZen i koja ima
veliki potencijal akumulacije u organizmu, rezultate dobivene u sklopu ovog diplomskog rada
bi svakako trebalo uvaziti pri daljnjim istrazivanjima o toksic¢nosti ovog nadasve poznatog

endogenog disruptora.
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5. Zakljucci

Nakon provedenog istrazivanja u kojem su ispitani fitotoksi¢ni u¢inak (masa svjezeg
tkiva korjencica) i u¢inak BPA na parametre oksidacijskog stresa modelnog organizma obi¢nog

luka (A. cepa) te usporedbom s dostupnim literaturnim podatcima, moze se zakljuciti sljedece:

1. Trodnevna izlozenost otopinama BPA u koncentracijama 1-50 mg/l dovela je do
smanjenja mase svjezeg tkiva korjencica obi¢nog luka u odnosu na kontrolu (destilirana

voda) te se moze zakljuciti da BPA ima fitotoksi¢no djelovanje na modelni organizam.

2. Zabiljezeni porast sadrzaja MDA, pokazatelja lipidne peroksidacije, kao i porast
sadrzaja oksidiranih proteina te smanjenje sadrzaja GSH potvrduje da je BPA u
modelnom organizmu izazvao oksidacijski stres te se moze zakljuciti da je oksidacijski

stres jedan od mehanizama toksi¢nog ucinka BPA.

3. Fluktuacije u sadrzaju GSH kao vaznog neenzimskog antioksidansa dovode do
zaklju¢ka da je tretman u postavljenim eksperimentalnim uvjetima u modelnom
organizmu prouzrocCio troSenje, ali i sintezu novih zaliha antioksidansa u borbi protiv

oksidacijskog stresa.

4. Znacajni pad sadrzaja GSH zabiljezen pri najnizoj koncentraciji BPA od 1 mg/l
pokazuje da BPA ve¢ kod okolisno relevantnih koncentracija dovodi do oksidacijskog

stresa.
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6. Popis kratica

BPA — bisfenol A

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

DNPH - 2,4-dinitrofenilhidrazin

DTNB - 5,5 -ditio-bis-(2-nitrobenzojeva kiselina)

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina

EFSA - Europska agencija za sigurnost hrane (engl. European Food Safety Authority)
FDA - Americka agencija za hranu i lijekove (engl. The Food and Drug Administration)
GSH - reducirani glutation

GSSG - oksidirani glutation

KOPB — kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest

MBP - 4-metil-2,4-bis(4-hidroksifenil)pent-1-en

MDA - malondialdehid

NADPH - nikotinamid-adenin-dinukleotida fosfata

PUFA - polinezasi¢ene masne kiseline (engl. Polyunsaturated fatty acids)
RCS - reaktivni ugljikovi spojevi (engl. Reactive carbonyl species)

RNS - reaktivni dusikovi spojevi (engl. Reactive nitrogen species)

ROS - reaktivni kisikovi spojevi (engl. Reactive oxygen species)

RPM - okretaji u minuti

SOD - superoksid dismutaza

TBA - 2-tiobarbituratna kiselina

HNE - 4-hidroksinonenal

PTM - post-translacijska modifikacija

GPx — glutation-peroksidaza

GR - glutation-reduktaza

GST — glutation-S-transferaza

NOX — dusikovi oksidi

TCA - trikloroctena kiselina

TNB - 2-nitro-5-merkaptobenzojeva kiselina
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8. SazZetak / Summary

Cilj ovog rada bio je ispitati fitotoksi¢nost i oksidacijski stres kao mehanizam
toksicnosti bisfenola A (BPA) u korjenci¢ima obi¢nog luka (Allium cepa L.). Korjencici
lukovica luka (n = 10) bili su izlozeni ili destiliranoj vodi (negativna kontrola) ili otopinama
BPA (koncentracijski raspon 1-50 mg/l) kroz tri dana. Nakon trodnevne izloZenosti, izvagana
je masa svjezeg tkiva korjencica svake od lukovica te je pripremljen homogenat korjencica luka
u59% TCA (100 mg tkiva u 0,5 ml 5% TCA). U supernatantu tako pripremljenog homogenata
odredeni su parametri oksidacijskog stresa: sadrzaj reduciranog glutationa (GSH) i
malondialdehida (MDA), a u talogu homogenata odreden je sadrzaj proteinskih karbonila.
Sadrzaj GSH odreden je metodom prema Ellmanu (1959), MDA tiobarbituratnim testom, a
proteinski karbonili metodom prema Levinu i sur. (1990), derivatizacijom karbonilne skupine
proteina uz DNPH. Dobiveni rezultati statisti¢ki su obradeni studentovim t-testom (Excel, MS
Office).

Masa svjezeg tkiva korjencica luka tretiranih otopinama BPA (1-50 mg/l) bila je niza u
odnosu na negativnu kontrolu te je znac¢ajno smanjenje mase zabiljeZeno ve¢ nakon izlozenosti
BPA u koncentraciji 5 mg/l. Pad mase svjezega tkiva s povecanjem koncentracije BPA ukazuje
na fitotoksi¢no djelovanje BPA na korjenci¢e obi¢nog luka. Sadrzaj GSH bio je znacajno nizi
u odnosu na kontrolu nakon izlozenosti BPA u koncentraciji 1 mg/l. Znacajan porast u odnosu
na negativnu kontrolu sadrzaja proteinskih karbonila zabiljeZen je nakon izloZenosti BPA u
koncentraciji 10 mg/l, a MDA nakon izlozenosti 25 mg/l. Pad razine antioksidansa (GSH) i
porast razine parametara oksidacijskog oSte¢enja lipida i proteina (MDA i proteinski karbonili)
upucuju na to da je BPA izazvao oksidacijski stres u modelnom organizmu. Dobiveni rezultati
pokazuju da BPA uzrokuje oksidacijsko oste¢enje stani¢nih struktura te se moze zakljuciti da

je oksidacijski stres jedan od mehanizama toksi¢nog u¢inka BPA.
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The aim of this study was to explore phytotoxicity and oxidative stress as a mechanism
of bisphenol A (BPA) toxicity in onion roots (Allium cepa L.). Roots of onion bulbs (n = 10)
were exposed to either distilled water (negative control) or BPA solutions (concentration range
1-50 mg/l) for three days. After a three-day exposure, the fresh root weight of each bulb was
weighed, and in 5% TCA a homogenate of onion roots was prepared (100 mg of tissue in 0.5
ml of 5% TCA). In the supernatant of prepared homogenate oxidative stress parameters: the
content of reduced glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) was determined, and in the
homogenate’s precipitate the content of protein carbonyls was assessed. The GSH content was
determined based on the Ellman method (1959), MDA by using the thiobarbiturate test and the
content of protein carbonyls was determined according to Levin et al. (1990), by derivatization
of the proteins’ carbonyl group with DNPH. The obtained results were statistically analysed by
student’s t-test (Excel, MS Office).

The fresh tissue weight of onion roots treated with BPA (in concentration range 1-50
mg/l) was lower compared to the negative control, and a significant decrease in roots fresh
weight was recorded already after exposure to BPA in concentration of 5 mg/l. The decrease in
fresh tissue weight with increasing BPA concentration indicates that BPA had phytotoxic effect
on onion roots. The exposure to BPA in concentration of 1 mg/l significantly decreased the
content of GSH compared to the control. A significant increase compared to the negative
control in the content of protein carbonyls was recorded after exposure to BPA in concentration
of 10 mg/l, and MDA after exposure to BPA in concentration of 25 mg/l. A decrease in the
level of antioxidants (GSH) and an increase in the level of lipid and protein oxidative damage
parameters (MDA and protein carbonyls) indicate that BPA caused oxidative stress in the model
organism. The obtained results imply that BPA caused oxidative damage to cellular structures,

thus can be concluded that oxidative stress is one of the mechanisms of BPA toxicity.
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