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REZIME 

 

UTICAJ ADRENALINA I EFEDRINA NA POJAVU 

PRIMARNIH OŠTEĆANJA DNK U LIMFOCITIMA 

ČOVEKA IN VITRO 

 

U ovom radu cilj istraživanja je bilo ispitivanje primarnih oštećenja DNK 

izolovanih limfocita čoveka pod uticajem adrenalina i efedrina. Oštećenja DNK 

su evaluirana primenom in vitro Komet testa. Ispitivan je širok spektar 

koncentracija adrenalina i efedrina (u rasponu od 0,0005 μM do 500 μM) u 

različitim vremenskim intervalima (15 min, 60 min, 120 min, 240 min i 24 sata). 

Najizraženije oštećenje DNK ustanovljeno je nakon 15 min tretmana 

adrenalinom, pri čemu su sve koncetracije izuzev najniže (0.0005 µM) dovele do 

povećane migracije DNK. Nakon 60 min, 120 min, 240 min tretmana 

adrenalinom  indukovano je oštećenje DNK u opsegu od 5 do 300 µM. 

Najslabiji efekat ispoljen je nakon 24 sata, tako da su samo najviše koncetracije 

adrenalina (150 µM i 300 µM) dovele do povećanog stepena oštećenja DNK.  

Radi utvrđivanja mogućeg učešća reaktivnih kiseoničnih vrsta (ROS) u 

indukovanju DNK oštećenja pod dejstvom adrenalina upotrebili smo 

antiokisanse katalazu (100 IU i 500 IU) i kvercetin (100 µM i 500 µM). 

Kotretman  limfocita adrenalinom (300 µM) i antioksidansima nakon 15 ili 60 

minuta doveo je do značajnog smanjenja količine DNK u repovima kometa. 

Prema tome, može se zaključiti da adrenalin ispoljava svoje genotoksične efekte 

indukcijom reaktivnih kiseoničnih vrsta i da se neka oštećenja poprave tokom 

prva četiri sata nakon tretmana adrenalinom. 

Za razliku od adrenalina, efedrin nije doveo do povećanja migracije 

DNK u odnosu na negativnu kontrolu tokom različitih vremenskih intervala. 

Jedino je koncetracija efedrina od 500 µM nakon 15 minuta tretmana indukovala 

oštećenje DNK koje je bilo statistički značajno. 

 



Odabrane koncetracije efedrina (1, 50, 300 µM) su dalje testirane u 

prisustvu inhibitora reparacije (citozin arabinozid - AraC i hidroksiurea - HU) 

radi ispitivanja eventualnog povećanja oštećenja DNK. Tretman sa inhibitorima 

reparacije uzrokovao je značajna povećanja DNK oštećenja u svim 

koncetracijama efedrina (1, 50 and 300 µM) nakon 15 i 60 min. S obzirom da su 

inhibitori reparacije takođe doveli do povećane migracije DNK i kod negativne 

kontrole povećana oštećenja u kotretmanu sa inhibitorima reparacije (AraC i 

HU) rezultat su postojanja DNK oštećenja koja su posledica već prisutnih 

endogenih oštećenja. Shodno tome, zaključuje s da efedrin ne ispoljava 

genotoksične efekte u in vitro Komet testu na humanim limfocitima.  

Ključne reči: adrenalin, efedrin, genotoksičnost, Komet test, antioksidansi, 

inhibitori reparacije 
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ABSTRACT 

 

INFLUENCE OF ADRENALINE AND EPHEDRINE ON 

PRIMARY DNA DAMAGE OF LYMPHOCYTES  

OF MAN IN VITRO 

 

The objectives of these investigations were to investigate primary DNA 

damage in isolated human lymphocytes exposed to adrenaline and ephedrine. 

DNA damage was evaluated by the in vitro Comet assay. A broad spectrum of 

adrenaline and ephedrine concentrations (range from 0.0005 µM to 300 µM) 

were examined in the Comet assay for various treatment times (15 min, 60 min, 

120 min, 240 min and 24 h).  

The most profound DNA damage was observed after 15 min of 

adrenaline treatment, as all concentrations tested except the lowest one (0.0005 

µM) caused an increase in DNA migration. After 1 h, 2 h and 4 h of treatment, 

adrenaline induced DNA damage at concentration range from 5 µM to 300 µM. 

The slightest DNA damage was observed after 24 h of adrenaline treatment,  

therefore only the highest concentrations of adrenaline (150 μM and 300 μM) 

caused increased level of DNA damage.  

In order to evaluate the potential contribution of reactive oxygen species 

(ROS)-induced DNA damage exposed to adrenaline, we used antoxidants 

catalase (100 IU and 500 IU) and quercetin (100 µM and 500 µM). Co-treatment 

of lymphocytes with adrenaline (300 µM) and antioxidants for 15 or 60 min, 

significantly reduced the quantity of DNA in the comet tails. Therefore, it can be 

concluded that adrenaline exhibits genotoxic effects mainly through induction of 

reactive oxygen species and that some of the DNA damage is repaired during the 

first four hours following the treatment with adrenaline. 

Unlike adrenaline, ephedrine did not induce increased level of DNA 

migration in comparison to the negative control for various treatment times. 

Only the highest concentration of ephedrine (500 μM) induced a statistically 

significant DNA damage. 

 



The chosen concentrations of ephedrine (1, 50, 300 µM) were further 

tested with inhibitors of DNA repair (cytosine arabinoside and hydroxyurea) in 

order to evaluate the possible increase in DNA damage. Treatment with 

inhibitors of DNA repair caused significant rise in DNA damage in all chosen 

concentrations of ephedrine at 15 and 60 min. Since inhibitors of DNA repair 

also increased level of DNA migration in the negative control, increases of DNA 

damage co-treated with inhibitors of DNA repair (AraC + HU) resulted from 

unrepaired endogenous DNA damage. Hence, it can be concluded that ephedrine 

does not exhibit genotoxic effects in the in vitro Comet assay on human 

lymphocytes. 

 

Keywords: adrenaline, ephedrine, genotoxicity, Comet assay, antioxidants, 

inhibitors of DNA repair 
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1. UVOD 

 

Ljudi su danas konstantno izloženi mnogobrojnim agensima koji mogu 

da oštete genetički materijal. Poznato je da se dejstva hemijskih agenasa na 

DNK povezuju sa mutagenim događajima, koji mogu biti polazna tačka u 

razvoju kancera. Stoga mogućnost da neke hemikalije mogu narušiti genetički 

integritet ćelije privlači značajnu pažnju naučne javnosti. To je dovelo da 

razvoja niza testova koji mogu detektovati različite tipove genotoksičnih efekata 

kako bi predvideli potecijalnu genotoksičnost, a time i određeni stepen 

mutagenosti agenasa uključujući pre svega farmaceutske proizvode, kao i širok 

spektar fizičkih i hemijskih polutanata životne sredine (Stanimirović i sar., 2005; 

Stanimirović i sar., 2007). 

Procena oštećenja genetičkog materijala endogenih јedinjenja, kao što su 

hormoni veoma je delikatna. Malo je verovatno očekivati da će prirodna 

selekcija u procesu evolucije dozvoliti prisustvo endogenih jedinjenja koja su 

sposobna da naruše genetički integritet (Djelic 1997), naročito ako se uzme u 

obzir značajna i nezamenljiva uloga hormona u održavanju vitalnih funkciјa tela, 

uključuјući rast, razvoј i reprodukciјu. Opravdanost njihovih ispitivanja je stoga 

veća s obzirom na njihovu široku primenu u medicini u lečenju raznih bolesti i 

stanja (Dhillon i sar., 1994; Hundal i sar., 1997; Shadab i sar., 1999).  

Postoje dokazi koji ukazuju da hormoni, posebno steroidni, pod 

određenim uslovima mogu ispoljiti genotoksične efekte (Ahmad i sar., 2000; 

Dhillon i Dhillon, 1995; Yared i sar., 2002). Iako steroidni hormoni vezivanjem 

za receptore utiču na nastanak malignih ćelija, otkriće različitih tipova DNK 

oštećanja indukovanih produktima metabolizma estrogena dovelo je do 

zaključka da estrogeni mogu ispoljiti mutageni potencijal nezavistan od 

hormonalne aktivnosti. Utvrđeno je da metaboličkom konverzijom fenolne 

grupe estrogena dolazi do formiranja reaktivnih kiseoničnih vrsta (ROS) i 

intermedijera sposobnih da oštete DNK (Liehr, 2001).  
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Podatak da fenolne grupe nekih nesteroidnih hormona (tireoidni 

hormoni, adrenalin) i neurotransmitera (dopamin, noradrenalin) mogu da se 

uključe u redoks cikluse praćene stvaranjem ROS i oksidativnog stresa, navelo 

nas je da izvršimo proučavanja genotoksičnog potencijala adrenalina. Uz to, 

evaluiran je genotoksičan efekat simpatomimetika efedrina koji ima sličnu 

hemijsku strukturu kao adrenalin, ali ne poseduje kateholnu grupu, kako bi se 

ispitao značaj prisustva kateholne grupe u ispoljavanju genotoksičnog efekta. 
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2. OPŠTI DEO 

 

2.1. Kateholamini 

 

Kateholamini čine klasu hemijskih neurotransmitera i hormona koji 

imaju važnu ulogu prevashodno u fiziološkim hemodinamičkim regulatornim 

mehanizmima. Integralni deo strukture adrenalina, noradrenalina i dopamina 

jeste hidroksilisani aromatični benzenov prsten, poznat kao katehol i bočni 

aminski lanac na osnovu čega su i dobili naziv kateholamini (slika 1).  

Iako kateholamini nisu esencijanlni za život, praktično svi organi u telu 

su pod uticajem kateholamina (Sherwood, 2009). Primarno dejstvo adrenalina 

jeste mobilizacija fizioloških resursa u odgovoru na emocionalni i fizički stres. 

Adrenalin se intezivno oslobađa tokom stresa dovodeći do povećavanja srčanog 

ritma, tonusa krvnih sudova i volumena ekstracelularne tečnosti čime doprinosi 

povećanju krvnog pritiska (Seifter i sar., 2005). S druge strane, adrenalin 

prouzrokuje glikogenolizu i lipolizu što se manifestuje povišenjem nivoa 

glukoze i koncentracije slobodnih masnih kiselina u krvi i time se obezbeđuje 

odgovarajuća energija za potrebe organizama. Na ovaj način adrenalin priprema 

organizam za „bori se ili beži” odgovor (engl. fight or flight) (Sherwood, 2009). 

Adrenalin je takođe značajan regulator sekrecije hormona. Sekrecija insulina 

može biti povećana ili snižena pod uticajem adrenalina (Lundoquist i Ericson, 

1978). Uz to, adrenalin podstiče agregaciju trombocita preko prostaglandina E1 

koji ispoljava inhibitorni efekat na sam proces (Bentley, 2011). 

Adrenalin osim u „bori se ili beži” odgovoru učestvuje u temperaturnoj 

regulaciji, regulaciji intermedijarnog metabolizma, a kod nekih životinja 

adrenlin igra značajnu ulogu u buđenju iz hibernacije (Bentley, 2011). 
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Osim u adrenalnoj srži, kateholamini se endogeno stvaraju u simpatičkim 

nervnim završecima, u ćelijama želuca kao i u limfocitima (Goldstein i sar., 

2003). Tokom normalnog fiziološkog stanja ne postoji stalna sekrecija 

adrenalina. Bazalni nivo adrenalina u plazmi čoveka je u nanomolarnom opsegu 

Međutim, u odgovoru na hipoglikemiju, hemoragijsku hipotenziju (Goldstein i 

sar., 2003), fizičku aktivnost (Kjaer, 1998), feohromocitoma (Gerlo i Sevens, 

1994) i pojedine srčane poremećaje (Lameris i sar., 2000) koncentracija 

adrenalina može se znatno povećati.  

Zbog značajnog uticaja na kardiovaskularni sistem kateholamini su se 

decenijama primenjivali u kardiovaskularnoj terapiji, a sam adrenalin koristio se 

više od sto godina u kardiopulmonarnom oživljavanju (Zhong i Dorian, 2005). 

Danas se u medicini adrenalin najčešće koristi kao lek izbora u otkljanjanju 

znakova izazvanim anafilaktičkim reakcijama. Adrenali se dodaje rastvorima 

lokalnih anastetika kako bi se produžilo njihovo delovanje na mestu aplikacije. 

Zbog vazokonstriktornog dejstva primenjuje se i kao lokalni hemostatik u 

zaustavljanju kapilarnih krvarenja kože i sluzokože, a u oftamologiji se 

primenjuje u terapiji glaukoma (NTP, 1990). 

Na našem tržištu, adrenalin se može naći u vidu injekciong rastvora 

adrenalin-hidrohlorida (1:1 000 ili 1 mg/mL) koji se primenjuje subkutano ili 

intramuskularno (0.2-1.0 mL) ili u vidu aerosola (5.5 mg/mL) gde se po 

tretmanu oslobođa 0.22-0.25 mg adenalina (NTP, 1990). 

 

 

 

Slika 1. Strukturna formula adrenalina 
(preuzeto sa http://www.worldofmolecules.com/emotions/Epinephrine.png) 
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2.1.1.   Mehanizam delovanja kateholamina  

 

Kateholamini spadaju u jedinjenja koja ne prolaze kroz memebranu 

target ćelija već svoje delovanje ostvaruju interakcijom sa različitim 

adrenergičkim receptorima (adrenoreceptori) koji se nalaze u membranama 

odgovarajućih ćelija. Ovi receptori ne utiču direktno na ekspresiju gena, već 

prenose poruku tj. signal kroz ćelijsku membranu u citosol gde se pokreće novi 

mehanizam specifičnih reakcija u kome učestvuju sekundarni glasnici.  

Adrenoreceptori se klasifikuju u šest podtipova α i tri podtipa β 

adrenoreceptora. U poslednje dve decenije postoje dokazi da veliki broj ćelijskih 

tipova poseduje na svojoj površini adrenoreceptore, delujući na niz ćelijskih 

funkcija. Mnogi organi sadrže samo α - ili samo β - adrenoreceptore. Krvni 

sudovi kože, sluznica, bubrega i drugih visceralnih organa imaju više α - nego β 

- adrenoreceptora, dok krvni sudovi srca, skeletnih mišića imaju više β – 

adrenoreceptora. Adrenalin stimuliše oba tipa receptora, ali veći afinitet ima 

prema β – adrenoreceptorima dok noradrenalin više deluje na α - 

adrenoreceptore. U osnovi, β - adrenoreceptori deluju ekscitatorno na srčani 

mišić; stimulacija vaskularnih α - adrenoreceptora vodi vazokonstrikciji, a 

stimulacija vaskularnih β - adrenoreceptora vodi vazodilataciji. 

Svaki adrenoreceptor osvaruje vezu sa G-proteinom koji ima značajnu 

ulogu u transmembranskom prenošenju signala. Većina poznatih G proteina su 

heterotrimeri sastavljeni od α subjedinice labavo vezane za βγ dimer i imaju 

ulogu kao posrednici između receptora i raznih efektornih proteina čiju funkciju 

regulišu ovi receptori (Varagić i Milošević, 2003). Adrenoreceptori imaju 

različito dejstvo u zavisnosti od podtipa G proteina sa kojim su povezani i 

mehanizma signalne transdukcije vezanog za specifičan G protein što je veoma 

važno jer će izazavana fiziološka dejstva varirati u zavisnosti od specifičnosti 

receptora za koji se kateholamin veže (Molina, 2004).  

Aktivacijom α1 receptora aktivira se fosfoinozitol-specifična fosfolipaza 

C posredstvom stimulantnog G-proteina (Gs) koja prouzrokuje razlaganje 

fosfoinozitida na dva sekundarna glasnika: inozitol-trifosfat (IP3) i diacil glicerol 

5 
 



(DAG) (Jezdimirović, 2005) (slika br. 2). IP3 povećava koncentraciju 

kalcijumovih jona (Ca2+) u citosolu (Minneman, 1988) čime se aktivira 

odgovarajuća protein kinaza preko proteina kalmodulina. Kalmodulin ne 

poseduje enzimsku aktivnost, nego se vezuje za druge ciljne proteine ili 

pojedinim enzimima može poslužiti kao stalna regulatorna subjedinica. Na taj 

način kalmodulin aktivira enzime koji vrše fosforilaciju odgovarajućih proteina.  

DAG, sekundarni glasnik, aktivira protein kinazu C koja dalje vrši 

fosforilaciju ciljnih proteina u ćeliji. U izvesnim glatkomišićnim ćelijama 

aktivacija α1 receptora dovodi do pojačanog ulaska Ca2+ kroz membranu 

otvaranjem receptorskih kalcijumovih kanala (Tsujimoto i sar., 1989).  

 

 

 

 

 

Slika 2.  Šematski prikaz signalnih transdukcionih puteva vezani za 
adrenergičke receptore (preuzeto iz Raymond i sar., 1990, Hypertenzion) 
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Aktivacijom β receptora dolazi do konformacione promene receptora 

koja omogućuje zamenu GDP sa GTP na α subjedinici. Aktivna α subjedinica se 

odvaja od βγ proteina i aktivira adenilat ciklazu koja katalizuje sintezu cAMP od 

ATP-a. cAMP dalje aktivira protein kinazu zavisnu od cAMP (A-kinazu) 

katališući fosforilaciju odgovarajućih proteina. Adenilat ciklaza je aktivna sve 

dok je GTP intaktan, a kad dođe do hidrolize GTP u GDP, prestaje stimulisanje 

adenilat ciklaze. α2 receptori inhibišu adenilat ciklazu posredstvom  inhibitornog 

G-proteina (Gi), usled čega se smanjuje intracelularna koncentracija cAMP-a 

(Varagić i Milošević, 2003).   

Poznato je da su kateholamini značajni regulatori kardiovaskularnih 

funkcija i energetskog metabolizma. Postoji sve više dokaza o značajnoj 

modulatornoj ulozi kateholamina u proliferaciji imunih ćelija, stvaranju citokina 

i antitela (Sanders i Kohm, 2002; Madden, 2003). Svoje antiproliferativno 

dejstvo na limfocite adrenalin ostvaruje preko  adrenoreceptora. S obzirom da 

limfociti sadrže adrenoreceptore, pretpostavlja se da molekularnim 

mehanizimima signalne transdukcije, adrenalin indukuje povećanu količinu 

cAMP, što vodi narušavanju citoskeletnih elemenata koji učestvuju u ćelijskoj 

deobi (Sanders i sar., 2001; Kavelaars, 2002) Takođe, preko cAMP-a 

kateholmini deluju na citokine i time učestvuju u regulaciji supresivnih i 

stimulatornih efektata imunog odgovora. Stoga kateholamini predstavljaju 

veoma bitnu kariku između nervnog, endokrinog i imunog sistema. 
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2.1.2. Metabolizam kateholamina  

 

Adrenalin je prirodni hormon koji se nakon sinteze distribuira do svih 

delova tela, izuzev mozga (zbog krvno-moždane barijere). Krajnji enzimatski 

korak u biosintezi adrenalina uključuje N-metilaciju noradrenalina putem 

enzima feniletanolamin N-metiltransferaze (PNMT) koji je pre svega 

lokalizovan u adrenalnoj srži.  

Kateholamini u svojoj strukturi poseduju 3,4-dihidrofenolni prsten koji 

potiče od prekusora tirozina (unešen putem ishrane ili hidroksilacijom 

fenilalanina) koji se konvertuje u 3,4 dihidrofenilalanin (DOPA) dejstvom 

enzima tirozin hidroksilaze u prisustvu kiseonika i tetrahidrobiopterinskog 

kofkatora (slika 3). Transformacija tirozina u DOPA predstavlja ograničavajući 

korak u biosintezi kateholamina s obzirom da je količina pomenutog enzima 200 

puta manja u odnosu na ostale enzime. DOPA je supstrat za enzim dopamin 

dekarboksilazu pri čemu se stvara dopamin. Pomenuti enzim nalazi se u čitavom 

telu i zahteva pirodoksal fosfat za svoje delovanje. Hidroksilacijom dopamina 

nastaje noradrenalin aktivnošću enzima dopamin β-hidroksilaze u prisustvu Ca2+ 

jona, askorbinske kiseline i kiseonika. Konačno, noradrenalin se konvertuje do 

adrenalina putem enzima PNMT. Enzimi tirozin hidroksilaza, dopamin β-

hidroksilaza i PNMT poseduju sličan proteinski domen u svojoj primarnoj 

strukturi i imaju veliki stepen podudarnosti u kodirajućim sekvencama 

odgovarajućih gena (Beaulieu i Kelly, 1990). 

U katabolizmu adrenalina učestvuju dva enzima (slika 4.) koji su 

odgovorni za stvaranje šest metabolita uključujući sulfate i glukoronit konjugate 

(Copper i sar., 1982). Katehol-O-metil transferaza (COMT), citoplazmatički 

enzim lokalizovan u jetri i bubrezima odgovoran za ekstraneuralni katabolizam, 

prevodi adrenalin i njegove deaminovane metabolite do O-metil derivata na 

poziciji 3-hidroksilne grupe kateholnog prstena. S druge strane, monoamino 

oksidaza (MAO), mitohondrijalni flavoprotein, koji se nalazi u većini tkiva, 

katališe deaminaciju adrenalina do aldehida koji se dalje redukuju do 

odgovarajućih alkoholnih metabolita kao što je 3,4- dihidroksifenil glikol 

(DOPEG) ili se oksidiše do 3,4- dihidroksimendelične kiseline (DOMA). 
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Oksidativnom deaminacijom O-metil derivata (metanefrina) vodi formiranju 

vanilmandelične kiseline (VMA) (Eisenhofer i sar., 2004). 

 

Slika 3. Biosinteza kateholamina  
(preuzeto sa http://themedicalbiochemistrypage.org/images/catecholaminesynthesis.jpg) 

 

 

Slika 4. Katebolizam adrenalina 
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2.2. Genotoksičnost hormona 

 

U poslednjih dvadeset godina mnoštvo podataka preplavilo je naučnu i 

širu javnost o uticaju egzogenih agenasa u mutagenezi. Kako se senzitivnost i 

specifičnost testova povećavala pretpostavka da se genetička struktura može 

narušiti jedino sredinskim uticajima počela se dovoditi pod sumnju. Postavlja se 

pitanje u kojoj meri endogeni agensi mogu doprineti mutagenezi? 

Poznato je da hormoni kao endogene supstance ispoljavaju svoju 

aktivnost uglavnom vezivanjem za odgovarajuće receptore. Međutim, osim 

svojih fizioloških uloga, neki hormoni pod određenim okolnostima mogu da 

naruše genetički integritet ćelije indukujući nastanak DNK adukata, oksidativna 

oštećenja DNK ili poremećaj mitotičkog aparata ćelije (Metzler, 2002). Poznato 

je da akumulacija genetičkih promena nastalih kao rezultat DNK oštećenja može 

voditi aktivaciji onkogena ili inaktivaciji tumor supresor gena (Weinberg, 1996). 

Na osnovu kliničkih i eksperimentalnih podataka utvrđeno je da steroidni 

hormoni igraju značajnu ulogu u nastanku kancera mlečnih žlezda i 

reproduktivnih organa kod ljudi i životinja (Ulfelder, 1976; Bishun and Williams, 

1977). Zbog široke primene steroidnih hormona u hormonskoj terapiji i 

kontracepciji posebna pažnja se pridala ispitivanjima potenijalih genotoksičnih 

efekata pomenutih hormona. 

Estradiol, kao najvažniji ženski polni hormon indukuje prekide DNK u 

humanim limfocitima i MCF-7 ćelijama (Anderson i sar., 1997; Yared i sar., 

2002). Mutageni potecijal estradiola potvrđen je praćenjem razmene sestrinskih 

hromatida (SCE) na humanim limfocitima gde je ispoljen pozitivan efekat 

(Dhillon i Dhillon, 1995; Ahmad i sar., 2000). U pogledu delovanja estradiola na 

hromozome, nađeno je da estradiol indukuje numeričke aberacije u humanim 

limfocitima i u V79 ćelijama kineskog hrčka (Schuler i sar., 1998, Sato i sar., 

1992) kao i strukturne aberacije u humanim fibroblastim embriona i epitelnim 

ćelijama bubrega (Serova i Kerkis, 1974). Međutim, estradiol nije indukovao 

genske mutacije u sisarskim ćelijama (Richold, 1988; Tsutsui i sar., 2000). 

10 
 



Među sintetičkim estrogenim preparatima, snažan citotoksični efekat 

ispoljio je dietilstilbestrol (DES) koji  pored toga, poseduje kancerogeni i 

teratogeni efekat (Folkman, 1971). Međutim, dostupni podaci o genetičkoj 

aktivnosti DES-a u različitim test sistemima su kontradiktorni. DES nije stvarao 

mutacije u Salmonella typhimurium testu, u V79 ćelijama kineskog hrčka i u 

kulturama embriona Sirijskog hrčka (Glatt, 1979; McCann i sar., 1975). S druge 

strane, DES je indukovao SCE u humanim fibroblastima i limfocitima (Rudiger i 

sar., 1979; Hill i Wolff, 1982). Osim pomenutog DES-a, nađeno je da etinil-

estradiol i mestranol poseduju genotoksični potencijal  indukovanjem visoko 

značajne frekvence hromozomskih aberacija i razmene sestrinskih hromatida 

(SCE) u humanim limfocitima kao i visoku frekvencu mikronukleusa u kostnoj 

srži miševa (Dhillon i sar., 1994; Pinto, 1986; Wheeler i sar., 1986).  

Za razliku od estrogena i njegovih sintetičkih produkata testesteron i 

njegovi estri nisu ispoljili aneugeni i klastogeni efekat (Morita i sar., 1997; 

Wheeler i sar., 1986). Međutim, indukcija SCE u kulturama humanih limfocita i 

ćelija kostne srži miševa zabeležena je kod anaboličkog steroida 

fluoksimesterona (Dhillon i sar., 1995). 

Takođe, ispitivani su i ostali steroidni hormoni kao što su kortikosteroidi 

mada su podaci o njihovom mutagenom delovanju veoma oskudni. Postoje slabi 

dokazi da sintetički kortiokosteroid deksametazon ispoljava klastogeni efekat i 

povećava frekvencu SCE u humanim limfocitima i ćelijama kostne srži pacova 

(Singh i sar., 1994). 

Osim steroidnih hormona za koje postoji mnoštvo podataka u pogledu 

njihovog mutagenog delovanja, nađeno je da i nesteroidni hormoni mogu ispoljiti 

navedeni efekat. 

U pogledu genotoksičnog delovanja tiroidnih hormona postoje oprečni 

rezultati. Primenom in vitro Komet testa utvrđeno je da su tireoidni hormoni 

indukovali DNK oštećenja u humanim limfocitima i spermatozoidima (Djelić i 

Anderson, 2003; Dobrzynska i sar., 2004 ). Međutim, tiroksin je ispoljio slab 

klastogeni efekat praćenjem frekvence SCE u kulturama humanih limfocita, dok 

je negativan rezultat zabeležen u mikronukleus testu (Djelic i sar., 2006) i u in 

vitro citogenetičkom testu (Djelic i sar., 2007).  
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Genotoksični potencijal insulina ispitivan je primenom in vitro SCE testa i 

analize mikronukleusa u binuklearnim limfocitima u kojima je insulin dao 

negativan rezultat (Đelić, 2001). S druge strane, postoje dokazi da insulin može 

uticati na stvaranje tumora povećanjem DNK sinteze što dovodi do podsticanja 

mitogeneze (Gupta i sar., 2002).  

Melatonin kao prirodni onkostatski faktor i poznati antioksidans nije 

ispoljio genotoksični efekat u Ames-ovom i Komet testu na CHOK1 ćelijama 

(Musatov i sar., 1999). Odsustvo genotoksičnosti melatonina uočeno je i 

primenom in vitro SCE testa, ali je zapaženo inhibitorno dejstvo melatonina na 

proliferaciju humanih limfocita (Vijayalaxmi i sar., 1996). 

 

2.2.1. Genotoksični efekti kateholamina  

 

Još ranih 80-tih godina prošlog veka Moldeus i sar., (1983) su pokazali da 

dopamin indukuje jednolančane prekide u humanim fibroblastima kože i genske 

mutacije u ćelijama limfoma miša, ali je ispoljio negativan efekat u Ames-ovom  

testu,  SCE  testu na humanim limfocitima, testu polno vezanih recesivno-letalnih 

mutacija i mikronukleus testu kod miša i pacova. Zbog zaštitnog efekta 

primenjene superoksid dismutaze (SOD), zaključeno je da genotoksičnost 

dopamina može biti uzrokovana stvaranjem reaktivnih kiseoničnih vrsta. Da 

bitnu ulogu u mutagenezi kateholamina imaju kiseonični derivati potvrđeno je u 

testu genskih mutacija na L5178Y ćelijama limfoma miša u kome su dopamin i 

adrenalin ispoljili mutageni potencijal (McGregor, 1988). 

Takođe, zabeležen je genotoksični potencijal L-dopa, prekusora 

dopamina. L-dopa je ispoljio mutageni efekat u Ames-ovom testu genskih 

mutacija i testu genskih mutacija na V79 ćelijama kineskog hrčka (Glatt, 1990). 

U mikronukleus testu u V79 ćelijama L-DOPA je ispoljio klastogeni efekat u 

prisustvu Mn2+ i Cu2+  (Snyder i Friedman, 1998).  Halliwel i sar. (1990) su 

ukazali da dopamin, L-DOPA i 3-O-metil-DOPA mogu uzrokovati modifikacije 

azotnih baza. Uz to, L-dopa u prisustvu Cu2+ može uzrokovati DNK oštećenje 
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putem reaktivnih kiseoničnih vrsta kao što je hidroksi radikal (Husain i Hadi, 

1998).  

Noradrenalin, strukturno sličan adrenalinu indukuje jednolančane prekide 

u srčanim ćelijama mioblasta (Okamoto i sar., 1996). Isto tako, pokazano je da 

noradrenalin i adrenalin mogu indukovati jednolančane prekide u plazmidnoj 

DNK u prisustvu ADP-Fe3+  (Miura i sar., 2000). Djelić i Anderson (2003) su 

ukazali da su za delovanje noradrenalina odgovorni reaktivni kiseonični derivati 

pošto je antioksidant katalaza smanjivala efekte noradrenalina u in vitro Komet 

testu na humanim limfocitima. Genotoksičnost noradrenalina je zabeležena i u 

humanoj spermi primenom Komet testa, a stepen oštećenja DNK pod uticajem 

noradrenalina je redukovan u kotretmanu sa katalazom (Dorbzynska i sar., 2004). 

Slično tome, nađeno je da adrenalin stimuliše stvaranje DNK prekida u testu 

fluoroscentne analize neodmotane DNK (Crespo i Bicho, 1995). Stepen oštećenja 

DNK pod uticajem adrenalina značajno se smanjuje primenom enzima katalaze i 

superoksid dismutaze (Crespo i Bicho, 1995). S druge strane, Djelić i sar. (2003) 

su zabeležili odsustvo klastogenog efekta adrenalina u  kulturama cele krvi 

humanih limfocita.  

Navedeni rezultati su u saglasnosti sa otkrićima da adrenalin i drugi 

kateholamini mogu biti uključeni u redoks ciklus (Genova i sar., 2006) pri čemu 

nastaju ROS (Masserano i sar., 2000; Levay i sar., 1997). Stvaranje DNK-

reaktivnih vrsta odvija se preko oksidacionih produkata kateholamina, hinona i 

semihinona neezimatskim putem u prisustvu metala (Levay i sar., 1997; Spencer i 

sar., 2011) ili putem enzima (Bindoli i sar., 1992) U vezi stim, zabeleženo je da 

kateholamini stvaraju značajan nivo oksidacionih produkata u organizmu (Dhalla 

i sar., 1989; Dhalla i sar., 2001).  

Stvoreni superoksidni anjon može uzrokovati hromozomske prekide, 

razmenu sestrinskih hromatida (SCE) u humanim limfocitima in vitro (Emerit i 

sar., 1982), kao i hromozomske aberacije u fibroblastima i jajnim ćelijama 

kineskog hrčka (Sofuni i Ishidate, 1984; Philips i sar., 1982). S druge strane, 

sposobnost nastanka DNK adukata putem stvaranja reaktivnih seminhinona i 

hinona je dokazan na različitim humanim ćelijskim linijama (Stokes i sar., 1999; 

Levay  i Bodell, 1993). 
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S obzirom da kateholamini svoja dejstva ostvaruju preko receptora i 

podatka da receptor aktivisane signalne kaskade mogu biti uključene u indukciji 

DNK oštećenja otvorio se novi pristup u pogledu ispitivanja genotoksičnosti 

kateholamina. Stopper i sar. (2009) su ispitivali genotoksičnost dopamina 

primenom hvatača slobodnih radikala (2,2,6,6-tetrametilpiperidin-N-oksill - 

TEMPOL i dimetiltiourea - DMTU) i inhibitora transportera dopamina (DAT) 

kao što su GBR 12909 i nomifenzin u Komet testu i mikronukleus testu u 

kulturama sisarskih ćelija. Ispoljeni genotoksičan efekat je redukovan nakon 

istovremenog tretmana dopaminom i hvatačima radikala ili DAT inhibitorima. S 

obzirom da dopamin ulazi u ćeliju putem DAT, ovi rezultati ukazuju da dopamin 

ispoljava genotoksičnost nakon ulaska u ćeliju i stvaranja radikala unutar nje. Do 

sličnih rezultata su došli Fazeli i sar. (2012) otkrivši da je dopamin ispoljio 

genotoksičnost nakon transporta u ćeliju i okidacije putem MAO. Primenjen 

enzim (MAO) je redukovao nastanak mikronukleusa i oksidativnog DNK adukta 

8-oxodG. 

Interesantno istraživanje sproveli su Flint i sar. (2007) ispitujući 

mehanizame kojima stres hormoni (noradrenalin i adrenalin) utiču na oksidativna 

DNK oštećenja i na procese popravke u prekanceroznim 3T3 ćelijama. Autori 

sugerišu da stres hormoni vezivanjem za receptore pokreću seriju kaskadnih 

puteva. U navedenom istraživanju stres hormoni su povećavali stepen oštećenja 

DNK i modulirali transkripciju gena, posebno onih koji su odgovorni za 

odlaganje ćelijskog ciklusa nakon DNK oštećenja. Antagonist β-adrenergičnih 

receptora propranolol je blokirao genotoksične efekte noradrenalina i adrenalina, 

što ukazuje da su indukovana DNK oštećenja izazvana hormonima specifična i 

nezavisna. Rezultati ovih istraživanja svedoče o kompleksnosti molekularnih 

mehanizama u osnovi genotoksičnih efekata kateholamina. Naime, genotoksični 

efekti pod uticajem kateholamina nisu prouzrokovani samo njihovim 

uključivanjem u redoks cikluse praćene stvaranjem ROS, već jednim delom i 

preko citobiohemijskih promena nastalih direktnim uticajima na adrenergičke 

receptore. 
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2.3.  Efedrin 

 

Efedrin je prirodni alkaloid biljaka roda Ephedra. Najpoznatija biljka 

među njima je Ma Huang (Ephedra sinica) koja sadrži 1 do 2% efedrina kao 

najzastupljenijeg alkaloida, dok efedrin i pseudoefedrin čine čak 80% sadržaja 

alkaloida kod biljaka u osušenom stanju (Haller i sar., 2002; Sheu, 1997). 

Efedrin je takođe glavni alkaloid belog sleza (Sida cardifolia) (Franzotti i sar., 

2000). Osim u prirodi, efedrin i slični alkaloidi se mogu dobiti sintetskim putem 

(slika 5).  

U tradicionalnoj kineskoj medicini Ma Huang se već hiljadama godina korisiti u 

lečenju astme, bronhijalnog spazma (Roman, 2004). Takođe, Ma Huang se 

koristi za lečenje artritisa, povišene temperature, osipa, glavobolje, bolova u 

zglobovima i kostima i niskog krvnog pritiska (Leung i Foster, 1996).  

 U zapadnoj medicini efedrin je našao primenu u lečenju astme, prehlada, 

zapušenja nosne duplje, alergijskog rinitisa (WHO, 1999). Zbog termogenetskih 

i lipolitičkih osobina dijetetski suplementi koji sadrže ekstrakte efedre se 

komercijalno koriste kao sredstva za smanjene telesne težine i jačanje sportskih 

performansi (Josefson, 1995; Shekelle i sar., 2003). Ovi dodaci se često 

kombinuju sa drugim botaničkim sastojcima kao što su kantarion i karnitin 

(CANTOKS, 2000). Pretpostavlja se da se broj konzumenata koji koriste efedrin 

broji milionima. 

 Čist efedrin alkaloid je dostupan kao farmaceutski preparat i koristi se 

kao bronholdilatator, vazopresor i sastojak različitih dekondezanata (Pederson i 

sar., 2001; Kernan i sar., 2000). Druga dostupna forma ovog alkaloida je u vidu 

dijetetskog suplementa koji sadrži oko 20 mg efedrina (Haller i sar., 2004).  

 Nakon oralne primene efedrin alkaloidi se veoma brzo apsorbuju. 

Delovanje efedrina traje oko 1 čas, dok je njegov poluživot između 3-11 sati. 

Najveći procenat (8-20%) aplikovanog efedrina metaboliše se N-demetilacijom 

do noradrenalina, dok 4-13% podleže okidativnoj deaminaciji stvarajući 1-

fenilpropan-1,2-diol dalje do benzoične i hipurične kiseline (Wilkinson i 

Beckett, 1968; Sever i sar., 1975). 
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Slika 5. Sinteza efedrina i sličnih alkaloida 
(preuzeto sa http://www.epharmacognosy.com/2012/07/phenylalanine-derived-

alkaloids.html) 
 
 
 

2.3.1. Mehanizmi dejstva efedrina  

 

Hemijska struktura efedrina je slična neurotransmiteru adrenalinu (slika 

6). Mehanizam delovanja efedrina zasniva se na strukturnoj sličnosti sa 

pomenutim kateholaminom.  

 

Slika 6. Poređenje strukturnih formula efedrina i adrenalina 
(preuzeto iz Rietjens i  sar., 2004, Mol Nutr Food Res) 
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Efedrin poseduje dva hiralna centra i može postojati u četiri izomerne 

forme (1R,2S- i 1S,2R-efedrin i 1R,2R- i 1S,2S pseudoefedrin (Griffith i Johnson, 

1995). Poznato je da se dejstva efedrina i sličnih analoga odvijaju  putem 

receptora direktnim intrakcijama sa α – i β – adrenergičkim receptorima. Kao 

simpatomimetički agonist α i β adrenergičih receptora efedrin utiče na povećanje 

srčanog ritma, kontraktilnost, perifernu vazokonstrikciju, bronhodilataciju i 

stimulaciju CNS-a (Schaneberg i sar., 2003).  

Uz direktna dejstva, efedrin ispoljava indirektno simpatomimetičku 

aktivnost oslobađanjem kateholamina iz nervnih završetaka (Abourashed i sar., 

2003). Povećano oslobađanje kateholamina nakon upotrebe efedrina zasniva se 

na sistemu negativne povratne sprege, koji ima tendenciju da inhibira delovanje i 

oslobađanje kateholamina. Sistem negativne povratne sprege uključuje 

oslobađanje adenozina u sinaptičke pukotine i povećanje aktivnosti 

fosfodiesteraze, što rezultuje u degradaciji cikličnog adenozin monofosfata 

(cAMP). Smatra se da alkaloidi Efedre 1R, 2S konfiguracije ispoljavaju direktan 

efekat na adrenergične receptore dok izomeri 1S, 2S- i 1S, 2R- konfiguracije 

imaju indirektno dejstvo (Vansal i Feller, 1999; Liles i sar., 2006). 

Međutim, poslednjih godina efedrin zaokuplja sve veću pažnju zbog 

ozbiljnih neželjenih efekata povezanih sa upotrebom ovog alkaloida. 

Neadekvatnom primenom efedrin alkaloida rezultovalo je u više od 1000 

slučajeva trovanja, uključujući i smrt u periodu od 1993.-2000. godine u Americi 

(FDA, 2000). Uočena neželjena dejstva su: ishemijski i hemoragijski udar, 

psihoze, akutni infarkt miokarda, pa čak i smrt (Bruno i sar., 1993; Haller i 

Benowitz, 2000; Doyle i Kargin, 1996). Najviše zabeleženih slučajeva trovanja 

efedrinom vezano je za kardiovaskularni sistem (Samenuk i sar., 2002). 

Pretpostavlja se da se mehanizam toksičnosti efedrina zasniva na povećanom 

nivou Ca2+ koji menja električnu i kontrakcijsku sposobnost srca (Dunnick  i 

sar., 2007). Efedrin vezivanjem za adrenergične receptore uzrokujuje 

oslobađanje kateholamina, praćenim povećanjem IP3 koji dovodi do sloboađanja 

Ca2+ jona iz intracelularnih depoa.  

Toksičnost ne mora biti ograničena na farmakološka dejstva samih 

alkaloida.  Lee i sar. (2000) ukazali na citoksične efekte efedrina i ekstrakata 

Efedre na ćelijskim linijama neuroblastoma miševa i humanih hepatoblastoma. 

Do sličnih rezultata je došao Fukushima (2004) ispitivanjem citotoksičnog 
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efekta efedrina i ekstraktima Efedre na humanim neuroblastomima i 

mioblastomima pacova. S druge strane, efedrin nije ispoljio toksični efekat na 

humanim limfocitima već imunostimulatornu aktivnost što bi moglo imati 

značaj u imunologiji tumora (Attard i Vella, 2009). 

Zanimljivo je da postoje indicije da efedrin i ekstrakti Efedre poseduju 

antimutagena svojsva. Horikawa i sar. (1994) su ispitivali antimutagenu 

aktivnost vodenog ektrakta E. sinica. Rezultati su ukazali da pri koncetraciji od 

1 mg, ekstrakt ispoljava antimutageno dejstvo. Takođe je zabeležena 

antitumorska aktivnost efedrina i ekstrakata Efedre na ćelijskim linijama 

melanoma pacova (Kuznetsova i sar., 2004; Nam i sar., 2003). 

Uprkos mnogobrojnim podacima o toksičnim efektima efedrina, podaci o 

potencijalnom genotoksičnom efektu efedrina su veoma oskudni. U in vitro i in 

vivo proučavanjima efedrina i ekstrakata biljke Ephedra, efedrin nije ispoljio 

genotoksični efekat na Salmonella typhimurium niti u kulturama ovarijalnih 

ćelija kineskog hrčka (NTP, 1986). Efedrin nije indukovao oštećenja 

hromozoma u in vitro testu hromozomskih aberacija u sisarskim ćelijama 

(Hillard i sar. 1998). Odsustvo genotoksičnosti efedrina zabeležili su i Brambilla 

i Martelli (2009) u testu bakterijskih mutacija i u in vitro citogenetičkim 

proučavanjima.  

Na osnovu dostupnih podataka zapaža se da efedrin nije ispoljio 

genotoksične efekte u nekim testovima na genotoksičnost, ali za sada nije 

ispitivan u Komet testu. Stoga smo genotoksičnost efedrina ispitivali na 

humanim limfocitima primenom Komet testa, kao veoma senzitivne metode za 

detekciju oštećenja DNK. S obzirom da efedrin umesto kateholnog prstena 

poseduje benzenov prsten, evalucijom efekata efedrina ispitaćemo značaj 

kateholne grupe za koju se smatra da je odgovorna za ispoljavanje genotoksičnih 

efekata pojedinih hormona i neurotransmitera. 
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2.4. Kateholamini i ROS 

 

 Iako kateholamini igraju značajnu ulogu u fiziološkim procesima 

posebno kod ekstremnih situacija, pod određenim okolnostima mogu ispoljiti 

toksičan efekat (Dhalla i sar., 2001; Smythies i sar., 2002; Miura i sar., 2000; 

Djelić i Anderson, 2003).   

 Dugi niz godina postojalo je uverenje da se osnovni mehanizam 

toksičnosti kateholamina ostvaruje putem stimulacije adrenergičkih receptora. 

Najviše podataka o toksičnosti kateholamina vezuje se za kardiotoksičnost. 

Putem stimulacije adrenergičkih receptora (Adameova i sar., 2009) dolazi do 

intraćelijskog povećanja Ca2+, oslobađanje energije hidrolizom fosfatnih grupa 

ATP-a, i subćelijskih promena što vodi oštećenju miokarda, ventrikularnim 

aritmijama i iznenadnom srčanom zastoju (Dhalla i sar., 2010). Visoke 

koncetracije kateholamina ostvaruju kardiotoksičan efekat preko povećanja 

cAMP-a koji utiče na visok nivo Ca2+ u ćeliji (Adameova i sar., 2009; Dhalla i 

sar., 2001). 

 Međutim, postoji sve više dokaza koji ukazuju da oksidativni procesi 

igraju značajnu ulogu u ispoljavanju toksičnih efekata kateholamina (Dhalla i 

sar., 2001; Smythies i sar., 2002; Miura i sar., 2000; Djelić i Anderson, 2003). U 

prilog tome, zabeleženo je da adrenohrom i reaktivne kiseonične vrste nastaju 

procesom oksidacije kateholamina u organizmu (Dhalla i sar., 1989; Dhalla i 

sar., 2001). Oksidacioni produkt adrenalina, adrenohrom, povezan je sa nekoliko 

patoloških stanja (Roberts i sar., 2003; Rump i Klaus, 1994). Toksični efekti u 

srcu uglavnom se pripisuju adrenohromu (Behonick sar., 2001) koji se 

višestruko povećava pri oksido-redukcionim procesima kateholamina izazvanim 

enzimima ili metalnim jonima (Singal i sar., 1993). Adrenohrom kao visoko 

toksično ortohinonsko jedinjenje deluje na ćelijsku  memebranu i stvara 

poremećaj u katjonskim kanalima i nivou Ca2+ (Adameova i sar., 2009) i zajedno 

sa ROS izaziva toksičan efekat na kardiomiocite (Rump i Klaus, 1994). 

Adrenohrom deluje i na ćelijski metabolizam inhibiranjem aktivnosti pojedinih 

enzima (Bindoli i sar., 1992). Aminohromi ispoljavaju toksične efekte i na 

nervnom tkivu (Bindoli i sar., 1989). Gubitak neurona povezan je sa 
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oksidacionim produktima kateholamina i stvaranjem ROS (Levay i sar.,1997; 

Miyazaki i Asanuma, 2008). 

 Jedan od izvora ROS i oksidacionih produkata koji mogu oštetiti ćeliju 

jeste uključivanje adrenalina u redoks cikluse. Autoksidacija adrenalina je 

alternativni put metabolizma kateholamina i veoma je spora pri fiziološkom pH 

(Bindoli i sar., 1992; Remião i sar., 2001). U prisustvu metalnih katjona kao što 

su Cu2+, Mn2+, Co2+, Ni2+ i Fe3+ i enzima ksantin oksidaze, peroksidaze ili 

tirozinaze oksidacija kateholamina se može znatno ubrzati (Foppoli i sar., 1997; 

Bindoli i sar., 1992). Oksidativnim metabolizmom adrenalina stvaraju se o-

hinoni preko inermedijarnih produkata o-semihinona uz redukciju kiseonika 

(O2) do superoksidnog aniona (O2
•- ) (slika 7). Stvoreni o-hinon može podleći 

1,4 intermolekularnoj ciklizaciji dovodeći do stvaranja nestabilnog 

leukoaminohroma koji se može brzo oksidovati do odgovarajućih aminohroma  

(Bindoli i sar., 1989; Remião i sar., 2004). Jedan od krajnjih produkata 

oksidacije, adrenohrom u prisustvu redukcionog sistema stimuliše oksidaciju 

adrenalina pri čemu nastaje O2
•- i H2O2. S druge strane, adrenohrom se može 

redukovati pomoću superoksidnog radikala do odgovarajućeg semihinona koji 

reagujući sa kiseonikom može stvoriti superoksid i ponovo adrenohrom  

(Bindoli i sar., 1990).  

 Hinoni stvoreni oksidativnim metabolizmom mogu ispoljavati 

citotoksične, imunotoksične i karcinogene efekte in vivo. (Bolton i sar., 2000; 

Monks i Lau, 1990). Hinon kao visoko reaktivno jedinjenje podleže redukciji do 

semihinon radikala koji lako ulazi u redoks ciklus vodeći do nastanka ROS. 

Drugi mehanizam toksičnosti hinona zasniva se na reakciji sa nukleofilima kao 

što su glutation, proteini ili DNK i formiranju kovalentnih adukata koji mogu 

značajno uticati na integritet i funkciju ćelije (Bolton i sar., 2000; Remião i sar., 

2004). O-hinon stvoren putem redoks ciklusu adrenalina (Bindoli i sar., 1999) u 

prisustvu glutationa (GSH), može formirati 5-glutationil adrenalin detektovan u 

živim sistemima pomoću glutation-S-transferaze (Baez i sar., 1997). Katehol 

tioetri za razliku od nesupstituisanih hinona imaju sposobnost veće redoks 

aktivnosti (Monks i Lau, 1990), što doprinosi citotoksičnosti ovih adukata 

(Spencer i sar., 1998). Uz to, GSH konjugati mogu napustiti DNK i stvoriti 
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apurinska mesta pri čemu nastaju mutacije koje mogu voditi nastaku kancera 

(Cavalieri i sar., 2002). 

 Veoma bitnu ulogu u štetnim efektima na ćeliju imaju i ROS nastale 

tokom redoks ciklusa kateholamina jer je pokazano da antioksidansi umanjuju 

njihove genotoksične efekte (Djelić i Anderson, 2003; Dorbzynska i sar., 2004). 

Za nas je od posebnog značaja učešće ROS u indukciji oksidativnih oštećenja 

DNK, kao jedan od najčešćih tipova oštećenja humane DNK.  

 

 

 

 

Slika 7.  Oksidativni metabolizam adrenalina (modifikovano iz Costa i sar., 
2007, Chem Res Toxicol.) 
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2.4.1.  Oksidativna DNK oštećenja  

 

 Treba istaći da se ROS normalno stvaraju u ćeliji tokom metaboličkih 

procesa koji uključuju kiseonik. Postoji čak 60 enzimskih reakcija u kojima se 

koristi kiseonik prilikom čega nastaju slobodni radikali. ROS se oslobađaju 

tokom ćelijskog disanja, procesa biosinteze, biodegradacije, biotransformacije 

ksenobiotika i aktivnosti fagocita. ROS igraju dvojnu ulogu u biološkim 

sistemima, jer mogu da budu korisni ili štetni za žive sisteme (Valko i sar., 

2004). U niskim koncentracijama ROS učestvuju u regulaciji ćelijskih funkcija 

kao što je nivo Ca2+ jona i glukozne homeostaze (Higaki i sar., 2008) 

endocitnoznih puteva, autofagije (Chen i sar., 2008), a kao sekundarni 

prenosioci učestvuju u intracelularnim signalnim putevima (Scandalios, 2002; 

Klein i Ackerman, 2003). Nivo ROS se održava u balansu zahvaljujući 

mehanizmima antioksidativne odbrane koja ima ulogu da inaktiviše ROS ili da 

prekida reakcije u kojima ove kiseonične vrste nastaju. Među najznačajnije 

antioksidativne enzime spadaju: superoksid-dismutaza (SOD), katalaza (CAT), 

glutation-peroksidaza (GSH-Px). Ukoliko dođe do disbalansa između slobodnih 

radikala i antioksidativne odbrane nastupa stanje koje se naziva oksidativni stres. 

Naime, nivo ROS se može značajno povećati toliko da ćelija više nije sposobna 

da se zaštiti i tada ove kiseonične vrste prouzrokuju oštećenja ćelijskih 

komponenti uključujući proteine, lipide i DNK. 

 Učešće oksidativnog stresa potvrđeno je kod mnogih bolesti i patoloških 

stanja uključujući kardiovaskularne bolesti, diabetes, neurološka oboljenja, 

različite plućne bolesti i zapaljenske procese, kao i sterilitet (Cooke i sar., 2003; 

Halliwell i sar., 1990; Shen i Ong, 2000). Međutim, neke bolesti mogu biti 

uzrokovane oksidativnim oštećenjem ćelije, ali isto tako oksidativni stres može 

biti posledica, a ne uzrok primarnih procesa kod mnogih bolesti. Sem toga, 

oksidativni stres vezan je za teoriju starenja. Prema ovoj teoriji, u procesu 

starenja propada i slabi prirodna antioksidativna sposobnost organizma što 

potencira delovanje ROS i dovodi do oštećenja različitih molekula  (Harman, 

1956). 

 ROS su posebno privukle pažnju naučne javnosti kao uzročnici 

kancerogeneze. Naime, postoje mnogobrojni dokazi koji ukazuju na snažnu 
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povezanost oksidativnog stresa, genske nestabilnosti i razvoja kancera (Klaunig i 

Kamendulis, 2004; Toyokuni i sar., 1995; Loft i Poulsen, 1996). Kod normalnih 

ćelija oksidativne lezije DNK izose oko 1 × 106 baza, što je vrednost koja je viša 

nego nivo adukata detektovanih kod ćelijama izloženim mutagenima na osnovu 

čega možemo zaključiti da endogena oštećenja DNK putem slobodnih radikala 

imaju izvestan doprinos u razvoju kancera (Loft i Poulsen, 1996). Stoga 

oksidativna oštećenja mogu biti korisni indikatori rizika za nastanak kancera. 

Pretpostavlja se da mutacije izazvane oksidativnim oštećenjem putem ROS 

značajno doprinose kancerogenzi (Guyton i Kensler, 1993). Treba naglasiti da 

su mutacije u genomu često bezopasne, ali specifične mutacije posebno u 

delovima odgovornim za regulaciju ćelijskog rasta mogu biti povezane sa 

inicijacijom kancera. Protoonkogeni tj. geni koji tokom razvića učestvuju u 

regulaciji ćelijskog procesa mogu mutirati u onkogene i dovesti do ćelijske 

transformacije. Mnoge vrste kancera imaju mutacije u genu koji kodira p53, 

protein koji učestvuje u supresiji rasta tumora, aktiviranjem usporavanja 

progresije kroz ćelijski ciklus. Kada je ćelija oštećena putem ROS, dolazi do 

usporavanja progresije kroz ćelijski ciklus i sprečava se replikacija pre nego 

oštećenje bude popravljeno. Ukoliko ćelija nije sposobna da popravi oštećenja 

uzrokovana ROS, obično se aktivira apoptoza, programirana ćelijska smrt. 

Poremećene funkcije u ovim kontrolnim tačkama omogućuju razvoj tumora. 

 Na osnovu navedenog se zaključuje da je redoks ciklus kateholamina od 

izuzetnog značaja za žive sisteme u kojima nastaju reaktivni hinoni i ROS kao 

što su H2O2, O2
•-, OH• (Graham, 1978; Miller i sar., 1990). Sve prisutne 

modifikacije u DNK molekulu mogu se povećati u in vitro ili in vivo sistemima 

stvaranjem ROS. Stepen DNK oštećenja zavisi od reaktivne kiseonične vrste 

koja je uključena, od mesta nastanka ROS-a kao i prisustva jona metala. 

 Najznačajnija reakcija u kojoj nastaje O2
•- je oksidacija o-semihinona do 

o-hinona. O2
•- može sniziti aktivnost nekih enzima uključujući antioksidativne 

enzime odbrane kao što je katalaza, glutation peroksidaza i NADH 

dehidrogenaza. Takođe O2
•- može delovati i na ribonukleotid reduktazu koji 

učestvuje u sintezi DNK (Willcox i sar., 2004). Iako O2
•- nije jak oksidans 

pomoću superoksid dismutaze O2
•- može biti konvertovan u H2O2 u reakciji 

poznatoj kao Fentonova reakcija sa tranzicijom metalnog jona kao katalizatora 

pri čemu se produkuje veoma reaktivan hidroksi radikal (OH•).                                                          
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 Vodonik peroksid (H2O2) je veoma difuzibilan i može lako proći 

ćelijsku membranu. Putem katalaze ili glutation peroksidaze H2O2 se metaboliše 

do vode i kiseonika. H2O2 indukuje porast slobodnih jona Ca2+ i aktivira poli-

(ADP-riboza) polimerazu (PARP) (Herson i sar., 1999; Okamoto, 1985) što vodi 

ka smrti ćelije. Iako je H2O2 najmanje reaktivan molekul među ROS, veoma je 

opasan zato što se može prevesti do hidroksil radikala (OH•) u prisustvu jona 

metala kao što su Fe2+ili Cu2+. 

 Hidroksi radikal (OH•) je glavni oksidant odgovoran za oštećenje 

molekula DNK. OH•  može da reaguje sa svim komponentama DNK tj. sa 

azotnim bazama i šećerno-fosfatnim lancem. Stopa reakcije OH•  sa azotnim 

bazama je približno pet puta veća nego sa šećernom komponentom DNK. 

Proučavanja su pokazala da iako sve četiri baze mogu biti modifikovane putem 

OH•, mutacije se uglavnom povezane sa modifikacijom GC baznog para dok AT 

bazni par ređe vodi mutaciji (Retel i sar., 1993). Ove mutacije su obično 

supstitucije baznih parova dok su delecije i insercije baza ređe učastale. Iako 

postoji preko 100 različitih DNK adukata nastalih reakcijom između OH• i baze, 

najpoznatiji među njima je 8-oksoguanin (8-OHdG) nasatao kao rezultat 

modifikacije guanina uzrokujući G→T trasverziju. Kod pojedinih humanih 

tumora G→T trasverzija spada u najčešće učestale mutacije kod p53 supresor 

gena (Brash i sar., 1991; Harris i Hollstein, 1993). Mutacije gena p53 nađene su 

kod čak 50% kancera. U sisarskim sistemima 8-OhdG može indukovati kodon 

12 aktivaciju c-Ha-ras ili K-ras onkogena transverzijom G→T (Behrend i sar., 

2003; Wu i sar., 2004). Konverzija guanina u 8-OHdG može delovati na enzime 

odgovorne za metilaciju citozina i uticati na regulaciju genske ekspresije 

(Willner, 2004). Osim toga oksidovane baze su neplanarne i mogu promeniti 

lokalnu strukturu molekula DNK što se može odraziti na tačnost DNK 

polimeraze u procesu replikacije i voditi nastanku mutacija (Wiseman i 

Halliwell, 1996). 

 Iako modifikovane baze predstavljaju najčešći tip oksidativnih oštećenja, 

OH•  može napasti i šećerno-fosfatni lanac DNK i dovesti do nastanka 

apurinskih mesta (AP) gde je baza uklonjena u reakaciji posredovanoj 

oksidantima. Jedan od indikatora napada OH• na lanac DNK je i fragmentacija 

dezoksiriboze. Jednolančani prekid DNK lanca odvija se preko vodonika 
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napadom na C-4 poziciju, vodeći do oksidacije šećernog prstena, a zajedno sa 

drugom oksidacijom šećerne komponente komplementarnog lanca vodi 

dvolančanom prekidu. Jednolančani prekidi u DNK molekulu mogu se pokazati 

mutagenim ili čak smrtonosnim za ćeliju (Friedberg i sar., 1995).  

 

 

2.4.2. Detekcija genotoksičnih efekata Komet testom 

 

Komet test (test elektroforeze pojedinačnih ćelija, engl. the Comet assay 

– single cell gel electrophoresis) je ekonomična, brza i jednostavna metoda 

kojom se detektuju oštećenja DNK u pojedinačnim ćelijama. Osting i Johanson 

su 1984. godine razvili ovu mikrogel elektroforetsku tehniku, a 1988. godine 

Singh i saradnici su modifikovali ovaj test uvođenjem alkalnih uslova tokom 

elektroforeze. Kod poslednje verzije testa moguće je detektovati jednolančane 

prekide, apurinska mesta, nekompletna mesta popravke, DNK-protein i DNK-

DNK ukrštene veze (engl. crosslinks) u bilo kojom tipu ćelija od koje se može 

dobiti ćelijska suspenzija.  

Osnovni princip Komet testa je otkrivanje oštećenja DNK ćelija 

praćenjem migracije iste u agaroznom gelu (slika 8.) Prvo se ćelije izlažu 

testiranoj supstanci određeno vreme, nakon čega se unose u agarozu niske tačke 

topljenja (engl. low melting point agarose, LMPA) i nanose na predmetna stakla 

na kojima se već nalazi osušen sloj agaroze koji omogućuje bolju atheziju. 

Obično se preko toga dodaje još jedan sloj agaroze, da bi se nakon toga 

pristupilo liziranju u cilju dezintegricija ćelijskih membrana kako bi se uklonili 

ćelijski i jedarni proteini. U alkalnoj verziji Komet testa, tretmanom sa bazama 

(obično 10 M NaOH), pri veoma visokom pH (pH > 13) dolazi do denaturacije 

DNK (engl. DNA unwinding). Nakon toga,  pod uticajem električnog polja 

fragmenti  DNK migriraju prema anodi formirajući rep komete. Količina DNK u 

repu proporcionalna je stepenu DNK oštećenja – što je više DNK u repu utoliko 

je stepen oštećenja izraženiji. Nakon elektroforeze uzorci se tretiraju 

neutrališućim puferom kako bi se snizio pH i time izbeglo ometanje prilikom 
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bojenja sa etidijum bromidom ili nekom drugom fluorescentnom bojom sa 

visokim afinitetom prema molekulu DNK (npr. sybergreen, DAPI itd.)  

U poređenju sa drugim genotoksičnim testovima prednosti ove metode 

su: visoka senzitivnost u otkrivanju niskog stepena oštećenja DNK; mogućnost 

otkrivanja genotoksičnosti u odsustvu mitotičke aktivnosti; zahteva mali broj 

ćelija po uzorku; fleksibilnost; jedostavna primena i relativno kratak period je 

potreban da bi se obavio eksperiment. Poslednjih dvadesetak godina Komet test 

je postala jedna od osnovnih metoda koju koriste istraživači u širokom spektru 

naučnih polja uključujući genetičku toksikologiju, ekogenotoksikologiju, 

proučavanja popravke DNK i humanog biomonitoringa (Rojas i sar., 1999; 

Andersson i sar., 2003; Cotelle i Ferard 1999; Collins i Harrington 2002; 

Marcon i sar., 2003; Albertini i sar., 2000; Moller, 2005). 
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Slika 8.  Ilustrativan prikaz principa Komet testa 
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2.4.2.1. Evaluacija oštećenja DNK primenom antioksidanasa u Komet 

testu 

 

Senzitivnost Komet testa i njegova specifičnost se može povećati 

primenom određenih antiksidanasa pomoću kojih možemo indirektno da 

utvrdimo mehanizam DNK oštećenja nastalih dejstvom različitih agenasa.  

Katalaza je enzim koji se nalazi u skoro svim telesnim organima, ali 

naročito je prisutna u jetri. Ovaj enzim katališe redukciju H2O2 na O2 i H2O na 

osnovu čega je katalaza našla primenu u određivanju da li je mehanizam 

nastanka oštećenja DNK indukovan reaktivnim kiseoničnim vrstama. Za potrebe 

našeg istraživanja izabrali smo katalazu jer je u brojnim israživanjima (Djelic i 

Anderson, 2003; Diaz-Llera i sar., 2002; Cemelli i sar., 2006) potvrđeno da 

katalaza poseduje antioksidativno dejstvo što je rezultovalo u snižavanju 

oštećenja DNK izazvanih brojnim jedinjenjima. Katalaza je snižavala efekat 

DNK oštećenja u humanim limfocitima i u spermi izazvanim estrogenim 

jedinjenjima što ukazuje da je za njihovo delovanje odgovoran H2O2. Takođe, 

katalaza je ispoljila zaštitni efekat pri istovremenom tretmanu sa noradrenalinom 

i tiroidnim hormonima. U našim istraživanjima koja su sprovedena sa katalazom 

primenjivane su koncentracije od 100 ili 500 IU/ml i pokazalo se da pri ovim 

koncentracijama dolazi do značajnog smanjenja stepena DNK oštećenja u 

prisustvu adrenalina ili H2O2. Sama katalaza nije ispoljila genotoksičan efekat 

pri koncentraciji od 500 IU/ml, čime se isključuje bilo koja prooksidativna 

aktivnost.  

 Kvercetin spada u najzastupljeniji flavanoid ljudske ishrane, uz to poznat 

je i kao čistač visoko reaktivnih vrsta kao što su hidroksil radikali, superoksid 

radikali i peroksinitriti. Nedavna istraživanja ukazuju da kvercetin smanjuje 

oksidativna oštećenja u Komet testu. Uočeno je da kvercetin poseduje zaštitnu 

ulogu protiv oksidativnih oštećenja DNK kao što su jednolančani prekidi u 

humanim limfocitima in vitro i spermi. Antioksidativno dejstvo kvercetina 

potvrđeno je i na ćelijskim linijama Caco-2, HepG2 i V79 (Aherne i Brien, 

2000). U humanim melanoma ćelijskim linijama (HMB-2) kvercetin je 

redukovao frekvencu hromozomskih aberacija nastalih putem H2O2 (Horvatova 
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i sar., 2005) Uz to, kvercetin je redukovao oštećenja DNK izazvanim estrogenim 

jedinjenjima i H2O2 kao pozitivnom kontrolom u spermi i limfocitima. Postoje 

istraživanja koja su pokazala da flavanoidi mogu biti genotoksični i mogu 

delovati kao prooskidanti/antioksidanti u zavisnosti od primenjene doze (Szeto i 

sar., 2002; Laughton i sar., 1989) Prooksidativni efekat kvercetina je ostvaren na 

koncentracijama od 100 mM dok je antioksidativni efekat zabeležen na 500 mM. 

Smatra se da je autoksidacija kvercetina odgovorna za ispoljena prooksidativna 

svojstva. 

 

 

2.4.2.2. Evaluacija oštećenja DNK primenom inhibitora reparacije u Komet 

testu 

 

 Osim antioksidanasima, senzitivnost Komet testa može biti povećana 

uvođenjem inhibitora reparacije kao što su citozin arabinozid (Ara-C) i 

hidroksiurea (HU). Inkubacija sa inhibitorima reparacije ima za cilj da blokira 

popravku i uzrokuje nagomilavanje prekida DNK što omogućuje senzitivan 

način otkrivanja efekata štetnih tretmana ili spontanih DNK oštećenja. Uvođenje 

inhibitora reparacije u standardni Komet test omogućava otkrivanje šireg opsega 

genetičkih oštećenja i genetoksičnog potencijala većeg broja genotoksičnih 

jedinjenja.  

 Na upotrebljivost navedenih inhibitora reparacije prvi put su ukazali 

Martin i sar. (1999), kada su zapazili da nekoliko jedinjenja koji indukuju 

mikronukleuse u MLC-5 ćelijama ispoljavaju povećani efekat jedino u Komet 

testu u prisustvu inhibitora reparacije HU i Ara-C. Ovi inhibitori reparacije 

omogućavaju prepoznavanje i isecanje baza u procesu ekscizione reparacije, ali 

inhibiraju naredni korak, DNK sintezu što rezultuje u akumulaciji jednolančanih 

prekida. Naime, Ara-C blokira korak popravke tj. DNK sintezu inhibiranjem 

DNK polimeraze koji se noramlno odvija nakon ekscizije baza (base excision 

repair, BER) ili ekscizije nukleotida (nukleotide excision repair, NER. 

Inhibitorni efekat Ara-C ostvaruje bilo direktnim delovanjem na DNK 

polimerazu ili indirektno, ubacivanjem u region popravke DNK čineći ga 

nestabilnim za dalje delovanje enzima. Pokazalo se da je efikasnost Ara-C 

povećana dodatkom HU. Hidroksiurea inhibira popravku blokiranjem 
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ribonukleotid reduktaze i time utiče na replikacione kontrolne tačke što vodi 

povećanju citotoksičnosti. Na osnovu navedenih efekata primena pomenutih 

inhibitora reparacije može biti veoma korisna u proučavanjima doprinosa DNK 

popravke (Speit i Hartman, 1995) u efektima viđenim u Komet testu kao i u 

određivanju kapaciteta DNK popravke (Cipollini i sar., 2005). 
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3. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

    Istraživanja u oblasti genotoksikologije uglavnom su obuhvatala 

različite agense životne sredine koji uglavnom nastaju usled snažnog razvoja 

hemijske i ostalih industrija. Međutim, sve je više podataka da u telima životinja 

i čoveka postoje i tzv. endogeni mutageni – supstance koje pod određenim 

okolonstima, mogu da dovedu do oštećenja naslednog materijala.  

 Među najbolje proučene endogene mutagene ubrajamo steroidne 

hormone koji ispoljavaju genotoksičan efekat putem  metaboličke konverzije 

fenolne grupe pri čemu se stvaranju reaktivne kiseonične vrste koje mogu da 

dovedu do kovalentih oštećenja genetskog materijala. 

        Interesantno je da fenolne grupe nekih nesteroidnih hormona (tireoidni 

hormoni, adrenalin) i neurotransmitera (dopamin, noradrenalin) mogu da se 

uključe u redoks cikluse praćene stvaranjem reaktivnih kiseoničnih vrsta i 

oksidativnog stresa.   

Imajući u vidu podatke o potencijalnim genotoksičnom efektima nesteroidnih 

hormona i značaju prisustva kateholne grupe u ispoljavanja datih efekata ciljevi 

ove doktorske disertacije definisani su na sledeći način: 

- Evaluacija stepena oštećenja DNK u humanim limfocitima tretiranih 

širokim spektrom koncetracija adrenalina primenom Komet testa 

- Evaluacija stepena oštećenja DNK u humanim limfocitima tretiranih 

širokim spektrom koncetracija efedrina primenom Komet testa                                              

- Praćenje kinetike ispoljavanja oštećenja DNK pod uticajem adrenalina i 

efedrina u funkciji vremena. 

- Utvrđivanje mehanizma potencijalnih genotoksičnih efekata testiranih 

supstanci primenom antioksidanasa (katalaza i kvercetin). 

- Ispitivanje da li dolazi do povećanog ispoljavanja oštećenja DNK u 

prisustvu inhibitora reparacije. 
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4.  MATERIJAL I METODE 

 

4.1. Materijal 

 

U ovom istraživanju ispitivani su genotoksični efekti adrenalin-

hidrohlorida  (CAS No. 329-63-5, Jugoremedija, Zrenjanin) i efedrin-

hidrohlorida (CAS No 50-98-6, Sigma, St. Louis, MO, USA). Kao pozitivna 

kontorola korišćen je vodonik peroksid (100μM) (Galafarm, Skoplje, 

Makedonija), a za negativnu kontrola uzet je sam rastvarač, osnosno PBS 

(Torlak, Beograd, Srbija). 

  Za izolaciju humanih limfocita upotrebljen je: RPMI 1640 medijum sa 

dodatkom L-glutamina i hepesa (PAA Laboratories GmbH), Ficoll-PaqueTM Plus 

(GE Healtcare Biosciences AB Švedska) i natrijum heparin (Galenika, Beograd, 

Srbija).  

 Za Komet test upotrebljene su sledeće hemikalije: agaroza normalne tačke 

topljenja (NMPA) (CAS No 9012-36-6), agaroza niske tačke topljenja (LMPA) 

(CAS No 39346-81-1), EDTA (CAS No 6381-92-6), natrijum hlorid (CAS No 

7647-14-5), Tris (hidroksimetil aminometan) (CAS No 77-86-1), kvercetin 

dihidrat 98% HPLS (CAS No 6151-25-3), katalaza iz goveđe jetre (CAS No 

9001-05-2), hidroksiurea (CAS No 127-07-1) i citozin-arabinozid (CAS No 147-

94-4). Sve gore navedene hemikalije za Komet test su nabavljene od Sigma 

Chemical Co., St. Louis, SAD. Dimetil sulfoksid (DMSO) i natrijum hidroksid 

su nabavljeni od Merck KGaA, Darmstadt, Nemačka. Triton X–100 Plus One 

naručeni su od Amersham Biosciences, Švedska. Za vizuelizaciju kometa 

upotrebljen je etidijum-bromid (2µg/mL) (Serva, Heidelberg, Nemačka). 
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4.2. Metode  

 

4.2.1. Izolacija limfocita čoveka i tretman 

 

Prema potrebi istraživanja korišćena je periferna venska krv troje muških 

osoba starosti ispod 30 godina. Uzorci krvi su heparinizovani nakon čega je 

pristupljeno procesu izolacije limfocita Humani limfociti su izolovani 

naslojavanjem fikola (Ficoll-PaqueTM Plus) i centrifugiranjem 15 minuta na 

1900 rpm. Limfociti su formirali prsten ispod krvne plazme koja je uklonjena, a 

ćelije su prikupljene i resuspendovane dva puta u RPMI 1640 medijumu, između 

ispiranja obavljeno je centrifugiranje 10 minuta na 1800 rpm. Na kraju, 

supernatant je pažljivo uklonjen, a talog je resuspendovan u RPMI 1640 

medijumu. 

Uticaj adenalina na stepen oštećenja DNK evaluiran je u širokom opsegu 

(tabela 1a) počev od koncetracije koja odgovara fiziološkoj vrednosti kod 

čoveka (0,0005 µM) do 100× veće vrednosti od maksimalne terapijske doze 

(500 µM) u različitim vremenskim intervalima na 37°C (tabela 1). Koncentracije 

adrenalina (300, 50 i 1 µM) sa prihvatljivom ćelijskom vijabilnošću (preko 90% 

u „Trypan Blue” testu) korišćena su za dalja ispitivanja. Izolovani limfociti su 

tretirani sa odabranom koncetracijom adrenalina (300 µM) i antioksidansom 

katalazom (CAT) u dve različite koncentracije (100 IU/mL i 500 IU/mL) u 

vremenskim intervalima od 15 minuta ili 1 čas. Isti postupak je ponovljen sa 

drugim antioksidansom kvercetinom (QUE) u koncentracijama od 100 µM i 500 

µM. 

Takođe, ispitivan je efekat efedrina na stepen oštećenja DNK u širokom 

spektru koncentracija u različitim vremenskim intervalima na 37°C (tabela 2). 

Nakon toga, odabrane koncetracije efedrina od 300, 50 i 1 µM inkubirane su na 

37 °C u vremenskom intervalu od 15 minuta ili 1 čas sa inhibitorima reparacije 

citozin arabinozidom (AraC) i hidroksiureom (HU). Prema tome, obavljen je 
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zajednički tretman limfocita sa pojedničnim koncentracijama efedrina i 

inhibitorima reparacije (20 μM AraC + 2000 μM HU), a zatim smo upotrebili 

iste koncentracije efedrina sa inhibitorima reperacije viših koncentracija (40 μM 

AraC + 4000 μM HU). Isti tretman je obavljen bez prisustva inhibitora 

reparacije. 

 

Tabela 1. Prikaz primenjenih koncentracija adrenalina sa različitim 

vremenskim intervalima inkubacije u Komet testu 

 

SUPSTANCE 
KONCENTRACIJE 

(µΜ) 

VREME INKUBIRANJA 

(sati) 

Negativna kontrola,  PBS  /  0.25  1  2  4  24 

Adrenalin  0.0005  0.25  1  /  /  / 

Adrenalin  0.001  0.25  1  /  /  / 

Adrenalin  0.01  0.25  1  2  4  24 

Adrenalin  0.2  0.25  1  /  /  / 

Adrenalin  1  0.25  1  2  4  24 

Adrenalin  5  0.25  1  2  4  24 

Adrenalin  50  0.25  1  2  4  24 

Adrenalin  150  0.25  1  /  /  / 

Adrenalin  300  0.25  1  /  /  / 

Adrenalin  500  0.25  1  /  /  / 

Pozitivna kontrola, H2O2 100  0.25  1  2  4  24 
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Tabela 1a. Prikaz primenjenih koncentracija adrenalina koje odgovaraju 

određenim dozama 

DOZE 
KONCENTRACIJE 

ADRENALINA(µΜ) 

Fiziološki nivo kod čoveka  0.0005 

50x fiziološki nivo  0.001 

500x fiziološki nivo  0.01 

Minimalna terapijska doza u 
humanoj medicini 

0.2 

Srednja terapijska doza  1 

Maksimalna terapijska doza  5 

10x maksimalna terapijska doza  50 

30x maksimalna terapijska doza  150 

60x maksimalna terapijska doza  300 

 

Tabela 2. Prikaz primenjenih koncentracija efedrina sa različitim vremenskim 

intervalima i inkubacije u Komet testu 

 

SUPSTANCE 
KONCENTRACIJE 

(µΜ) 

VREME INKUBIRANJA 

(sati) 

Negativna kontrola,  PBS  /  0.25  1  2  4  24 

Efedrin  0.0005  0.25  1  /  /  / 

Efedrin  0.001  0.25  1  /  /  / 

Efedrin   0.01  0.25  1  2  4  24 

Efedrin  0.2  0.25  1  /  /  / 

Efedrin  1  0.25  1  2  4  24 

Efedrin  5  0.25  1  2  4  24 

Efedrin  50  0.25  1  2  4  24 

Efedrin   150  0.25  1  /  /  / 

Efedrin  300  0.25  1  /  /  / 

Efedrin  500  0.25  1  /  /  / 

Pozitivna kontrola, H2O2 100  0.25  1  2  4  24 
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4.2.2. Određivanje broja i vijabilnosti ćelija 

 

Manualno ćelijsko brojanje i procena ćelijske vijabilnosti obavljeni su 

„Trypan Blue” testu u hemocitometru. 20 µL ćelijske suspenzije je pomešano sa 

20 µL 0.4% boje Tripan plavo (Sigma) i inkubirano 5 min na sobnoj 

temperaturi, nakon čega je uzeto 10µl obojene suspenzije i stavljeno u komoru 

(Neubauer). Brojanje ćelija je izvršeno pod svetlosnim mikroskopom (Olympus, 

CX21) na uvećanju 40×. Da bi israživanje Komet testom bilo validno, 

neophodno je da vijabilnost ćelija bude najmanje 80%, dovoljno da se izbegnu 

citotoksični artefakti u testu (Henderson i sar. 1998). 

 

4.2.3. Komet test  

 

Bazni Komet test je obavljen prema Sing-u i sar., (1988) i Tice i sar., 

(1991) uz neznatne modifikacije. Pre izvođenja eksperimenta mikroskopske 

pločice su premazane 1% agarozom  agarozom normalne tačke topljenja (NMA) 

(Sigma, St. Louis, MO) i ostavljene na sobnoj temperaturi najmanje 48 sati kako 

bi se agaroza osušila. Suspenzije limfocita su inkubirane u rastvoru PBS sa 

različitim koncetracijama  testiranih supstanci. Nakon tretmana, ćelijske 

suspenzije su centrifugirane na 2000 rpm, 5 min., i dobijeni ćelijski talog je 

pomešan sa jednakom količinom 1% agaroze niske tačke topljenja (LMPA) 

(Sigma, St. Louis, MO), a zatim naslojen na prethodno premazane mikroskopske 

pločice.Pločice se drže 5 minuta na 4°C kako bi agarozni sloj očvrsnuo, a nakon 

toga na pločice se nasloj treći sloj agaroze (0.5% LMPA). Nakon polimerizacije 

gela, pločice se potapaju  u lizirajući rastvor (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 

mM Tris, 1% Triton X–100, 10% DMSO, pH 10) i ostave preko noći na 4°C. 

Sutradan, pločice se postavljaju u kadicu za horizontalnu gel elektroforezu i 

potapaju u hladni alkalni elektroforetski pufer (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, 

pH ≥ 13) da bi se omogućila denaturacija DNK. Nakon 30 min obavljena je 

elektroforeza pod sledećim uslovima: 25 V, 300 mA, 30 min. Svi navedeni 
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koraci su obavljeni u tamnoj prostoriji kako bi se sprečilo dodatno oštećenje 

DNK pod uticajem UV zračenja. Nakon završene elektroforeze pločice se 

ispiraju neutrališućim rastvorom (0,4 M Tris baza, pH 7.5) tri puta po 5 min. 

Pločice se zatim fiksiraju u hladnom metanolu, osuše na 55-60ºC i odlažu na 

suvom i do trenutka analize kometa. Kako bi se omogućila vizualizacija ćelija, 

osušene pločice se najpre potope 15 min u ledeno hladnu destilovanu vodu i 

zatim se svaka pločica boji sa 50 µL ethidijum bromida (20 µg/mL). 

 

4.2.4. Analiza podataka  

 

 Ćelije su posmatrane na Olympus BX 50 mikroskopu (Hamburg, 

Nemačka) korišćenjem fluorescentne svetlosti, talasne dužine 510-560 nm. Kod 

svakog donora i za svaku pojedinačnu koncentraciju analizirano je 100 

nasumično odabranih ćelija tj. po 50 ćelija po pločici jer za svaku 

eksperimentalnu tačku postoje 2 pločice. 

Za kvalitativnu procenu ćelije su svrstane u pet kategorija (slika 9.) u zavisnosti 

od stepena DNK oštećenja :  (A) bez oštećenja, <5%; (B) nizak nivo oštećenja, 

5–20%; (C) srednji nivo oštećenja, 20–40%; (D) visok nivo oštećenja 40–95%; 

(E) potpuno oštećenje >95% (Anderson i sar., 1994). Kako bismo izvršili semi-

kvantitativnu analizu podataka, vrednost DNK oštećenja sračunat i izražen preko 

TCS vrednosti (eng. Total Comet Scor)., pri čemu je TCS = 2×B + 3×C + 4×D + 

5×E, gde B do E označavaju procente ćelija u okviru gore navedenih kategorija. 
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Slika 9. Različiti stepeni DNK oštećenja na humanim limfocitima u Komet 
testu 

 
A) neoštećena ćelija B) slabo oštećena ćelija C) srednje oštećena ćelija C) 

viskoko oštećena ćelija E) totalno oštećena ćelija (preuzeto iz Radakovic i 

sar., 2011, Acta Vet) 

 

 

4.2.3. Statistička analiza 

 

 Statistička obrada podataka je izvršena pomoću analize varijanse 

(ANOVA) praćene Tukey multiplim testom. Vrednost total komet skora (TCS) 

je data kao srednja vrednost±SEM. P vrednost od najmanje  ≤ 0.05 se smatra 

statistički značajnom. 
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5. REZULTATI 

 

 5.1. Komet test kod limfocita čoveka izloženih dejstvu    

adrenalina 

  

 Vijabilnost limfocita tretiranih adrenalinom u testu tripan plavim je bila 

veća od 90% čime su se stekli uslovi za dalja istraživanja. Analiza DNK 

oštećenja primenom Komet testa izvršena je na izolovanim humanim 

limfocitima izloženim širokom spektru koncentracija adrenalina (0.0005µM do 

500 µM)  u vremenskim intervalima od 15, 60, 120, 240 minuta i 24 časa. 

Oštećenja DNK su predstavljena preko TCS vrednosti. Radi ispitivanja 

senzitivnosti testa korišćen je 100µM vodonik peroksid (H2O2) kao pozitivna 

kontrola koja je u svakom tretmanu pokazala visoko značajno oštećenje DNK 

(p 0.001) u odnosu na negativna kontrolu (PBS). 

 Efekti adrenalina na oštećenja DNK u humanim limfocitima nakon 15 

min. su sumirani u tabeli 3 i grafikonima 1 i 2. Uočava se trend povećanja DNK 

oštećenja sa povećanjem koncentracije testiranog kateholamina. Adrenalin je 

ispoljio najizraženiji efekat u oštećenju DNK nakon 15 minutnog tretmana, jer 

su sve koncentracije izuzev najniže (0.0005 µM, fiziološki nivo) statistički 

značajno indukovale DNK oštećenje u odnosu na netretirane ćelije (p0.01, 

p0.001). Procenat ćelija bez oštećenja u tretmanu adrenalina bio je u opsegu od 

27% - 44%. Posebno su tretmani višim koncetracijama adrenalina (50 µM - 

500µM) rezultovali u povećanom broju ćelija sa visokim stepenom DNK 

oštećenja - vrednost TCS je bila 1.4 do 1.9 puta veća od TCS vrednosti kontrole.  
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Analiza DNK oštećenja adrenalina nakon 60 min. je predstavljena je u tabeli 3 i 

na grafikonima 3 i 4. Koncentracije adrenalina od 0.001 µM do 1 µM nisu 

statistički značajno indukovale DNK oštećenja (p>0.05)  u poređenju sa istim 

koncetracijama nakon kraćeg vremenskog intervala. Značajno povećenje TCS 

vrednosti tj. oštećenja DNK je uočeno pri koncentracijama adrenalina od 5 µM 

(maksimalna terapijska doza) do 300 µM (p<0.05), gde je procenat neoštećenih 

ćelija bio ispod 46%. Uočava se da najviša koncetracija adrenalina (500 µM) 

blago, ali  statisitčki značajno oštećenja DNK u limfocitima (p<0.05), verovatno 

da je došlo do ukrštenih veza (engl. crosslinks) što je uzrokovalo smenjenje 

stepena migracije DNK. 

 Efekti adrenalina na stepen DNK oštećenja u humanim limfocitima 

nakon 120 min. su predstavljeni u tabeli 3 i grafikonima 5  i  6. Nakon 120 

minuta jasno se uočava veći nivo oštećenja DNK humanih limfocita sa porastom 

doze adrenalina. Koncentracije adrenalina od 0.01 i 1 µM indukovala su blaga 

oštećenja DNK, ali ne statistički značajna (p>0.05) u odnosu na kontrolu. 

Visoko značajna razlika u nivou DNK oštećenja (p0.001) je uočena u 

tretmanima adrenalinom od 50, 150 i 300 µM u odnosu na netretirane ćelije. Na 

višim koncetracijama adrenalina (50 µM – 300µM),  36% - 55% humanih 

limfocita nije pretrpelo DNK oštećenje. Koncetracija adrenalina od 300 µM je 

ispoljila najveći efekat, što se ogleda u najvećem  broju  ćelija sa jakim 

oštećenjem (21%, klasa D i E) u odnosu na ostale grupe. S druge strane, 

koncentracija adrenalina od 5 µM (maksimalna terapijska doza) dovela je do 

nešto slabijeg oštećenja DNK, koje je ipak bilo statistički značajno u odnosu na 

negativnu kontrolu (p 0.05). 

 U tabeli 3 i na grafikonima 7  i 8  prikazan je efekat adrenalina nakon 

240 min. na limfocitima čoveka. Adrenalin je ispoljio sličan efekat zavisno od 

doze kao i pri upola kraćem tretmanu. Tretamni adrenalinom od  0.01 i 1 µM 

nisu značajno uticale na migraciju DNK (p>0.05) u odnosu a netretirane ćelije. 

Koncetracije adrenalina od 5 µM do 300 µM su značajno indukovale oštećenje 

DNK (p0.001). Posebno su veće koncetracije adrenalina (150 µM i 300 µM) 

indukovale jako oštećenje u humanim limfocitima (17%, klasa D i E).  
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 Efekat adrenalina na DNK oštećenja adrenalina u humanim limfocitima 

nakon 24 sata su predstavljeni u tabeli 3 i na grafikonima 9. i 10. Adrenalin je 

ispoljio najslabiji efekat posle jednodnevnog  tretmana, jer su samo visoke  

koncetracije adrenalina od 150 i 300 µM indukovala značajno oštećenje DNK  

(p0.001). Tretmani visokim koncentracijama adrenalina (150 i 300 µM) 

uzrokovala su smanjenje procenta neoštećenih ćelija za 8% i 11.3%,  a naročito 

se povećao procenat ćelija sa oštećenjem u klasi C i D. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



 
Tabela 3. Analiza DNK oštećenja u limfocitima čoveka nakon različitog vremena tretmana adrenalinom. 

 
 
 

     KONCENTRACIJE VREME INKUBACIJE (X±SE) 

         0.25 h                             1 h                                   2 h                             4 h                                24 h 

Negativna kontrola 
PBS 

72.50±2.062  71.17±2.056 
 

60.50±0.563 
 

 
60.83±3,971 

 
57.17±3,545 

Adrenalin      
0,0005    85.25±4.516 81.17±6.096 / / / 
0,001    93.75±3.860** 91.50±5.182 / / / 
0,01   91.75±4.990*** 94.83±6.720   61.50±0.719 61.17±1.276   56.33±0.881 
0,2   99.00±4.143*** 96.67±5.352 / / / 

1 104.50±3.979*** 99.17±6.353   63.33±1.229   69.67±2.936   57.50±0.718 
5 106.00±3.317*** 102.20±7.115*   72.33±2.616*  75.33±3.048***   60.33±1.054 
50 122.00±3.742*** 105.30±6.365*   75.83±2.301**  92.50±2.680***   61.00±1.366 
150 130.00±3.582*** 106.20±11.58*   94.83±1.759** 104.50±2.778*** 64.83±1.302*** 
300 134.50±1.848*** 119.00±9.471* 108.20±1.249** 116.70±1.626*** 66.67±1.116*** 
500 136.30±2.287***  02.50±2.349* / / / 

Pozitivna kontrola      
H2O2 

  199.0±8.010***  188.0±1.025*** 195.50±7.279*** 189.30±4.595*** 189.30±4.344*** 

 
. 
                  *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. negativna kontrola  



 
Grafikon 1. Efekat adrenalina na DNK oštećenje u limfocitima čoveka  nakon 

15 minuta. 
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K – negativna kontrola 
** p 0.01,***p 0.001 vs. negativna kontrola 

 
 
Grafikon 2. Distribucija klasa kometa nakon15 minuta izlaganja adrenalinom. 

 
K – negativna kontrola,  K+  - pozitvna kontrola 
**p 0.01, ***p  0.001 vs. negativna kontrola 



 
Grafikon 3. Efekat adrenalina na DNK oštećenje u limfocitima čoveka nakon 

60 minuta. 
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K – negativna kontrola 
* p 0.05 vs. negativna kontrola 

 
 

Grafikon 4. Distribucija klasa kometa nakon 60 minuta izlaganja adrenalinom 
 

 
K – negativna kontrola, K+  - pozitivna kontrola 
* p 0.05, ***p  0.001 vs. negativna kontrola 

 

44 
 



 
Grafikon 5. Efekat adrenalina na DNK oštećenje u limfocitima čoveka  nakon 

120 minuta. 
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K – negativna kontrola 
* p 0.05, ***p  0.001 vs. negativna kontrola 

 
 

Grafikon 6. Distribucija klasa kometa nakon 120 minuta izlaganja adrenalinom 
 

 
 

K – negativna kontrola, K+  - pozitivna kontrola 
* p 0.05, ***p  0.001 vs. negativna kontrola 
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Grafikon 7. Efekat adrenalina na DNK oštećenje u limfocitima  čoveka  nakon 

240 minuta. 
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K – negativna kontrola 
***p  0.001 vs. negativna kontrola 
 

 
Grafikon 8. Distribucija klasa kometa nakon 240 minuta izlaganja 

adrenalinom. 
 

 
 

K – negativna kontrola, K+  - pozitivna kontrola 
***p  0.001 vs. negativna kontrola 

46 
 



 
 

Grafikon 9. Efekat adrenalina na DNK oštećenje u limfocitima čoveka  nakon 
24 sata. 
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K – negativna kontrola 
***p  0.001 vs. negativna kontrola 
 
 

Grafikon 10. Distribucija klasa kometa nakon 24 sata izlaganja adrenalinom 
 

 
 

K – negativna kontrola, K+  - pozitivna kontrola 
***p  0.001 vs. negativna kontrola 
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5.2. Efekti antioksidanasa na oštećenja DNK izazvana 

adrenalinom 

 

 Kako bismo ispitivali moguće učešće ROS u ispoljavanju 

genotoksičnog efekta adrenalina uveli smo u Komet test antioksidanase 

katalazu i kvercetin. Efekti katalaze na indukciju DNK oštećenja pod dejstvom 

adrenalina nakon 15 minuta predstavljeni su u tabeli 4 i na grafikonima 11 i 12. 

Očekivano, humani limfociti su pretrpeli najveće oštećenje DNK (p<0.001) u 

tretmanu sa vodonik peroksidom (100 µM)  kao pozitivnom  kontrolom. 

Odabrana doza adrenalina od 300 µM je značajno indukovala DNK oštećenja u 

humanim limfocitima (p<0.001). U tretmanu sa adrenalinom 69.3% ćelija je 

pretrpelo DNK oštećenje. Nivo DNK oštećenja u humanim limfocitima je 

značajno smanjen  (p<0.001)  dodatkom  katalaze (100 IU /mL) u odnosu na 

tretman samim adrenalinom. Procenat oštećenih limfocita tretiranih sa 

adrenalinom i katalazom je smanjen i iznosio je 44%. Visoko značajna razlika 

(p<0.001) u oštećenju DNK se uočava i u ko-tretmanu adrenlina i više 

konentracije katalaze 500 IU /mL u odnosu  na efekat samog adrenalina. 

Uočava se doza efekat katalaze jer je pri višoj koncetraciji (500 IU/mL) 

antioksidant uzrokovao još uočljivije smanjenje oštećenih ćelija (38.6%). 

  Efekti kvercetina na DNK oštećenja adrenalina nakon 15 minuta 

predstavljeni su u tabeli 4 i na grafikonima 11 i 13. Kvercetin je takođe ispoljio 

zaštitni efekat, jer je u tretmanu sa adrenalinom značajno smanjio oštećenje 

DNK u humanim limfocitima (p<0.001). Kvercetin (100 µM) je redukovao broj 

ćelija sa oštećenjem sa 69.3% na 51.3%. Značajno smanjenje DNK oštećenja 

(p<0.001) je uočeno i kod tretmana adrenalina sa kvercetinom veće koncetracije 

(500 µM), procenat oštećenih ćelija je smanjen za još 7.3%. 

 U tabeli 5, grafikonu 14. i 15. prikazan je efekat katalaze na DNK 

oštećenja adrenalina nakon 60 minuta. Tretman sa adrenalinom (300 µM) je 

48 
 



značajno povećao oštećenje DNK u humanim limfocitima (p<0.001) u odnosu 

na netretirane ćelije. Humani limfociti su u tretmanu sa adrenalinom pretreli 

oštećenje od 66.6%. Pozitivna kontrola (H2O2, 100 µM)  je uzrokovala uočljivo 

oštećenje DNK (83%). Nakon 60 min antioksidans katalaza (100 IU/mL) je 

značajno snizila (p<0.05) oštećenje DNK uzrokovano adrenalinom, smanjenjem 

broja oštećenih ćelija (41.6%). Trend značajnog smanjenja (p<0.01) DNK 

oštećenja sa povećanjem koncentracije katalaze (500 IU/mL) uočen i je nakon 

dužeg tretmana, jer je broj broj oštećenih ćelija je smanjen za još 5%. 

Efekti kvercetina na DNK oštećenja u humanim limfocitima u tretmanu sa 

adranalinom nakon 60 min. su prikazani u tabeli 5 i na grafikonima 14  i 16. 

Tretman adrenalina sa kvercetinom (100 µM) je pokazao trend smanjenja DNK 

ćelija u humanim limfocitima, ali nije dostignuta statistička značajnost (p>0.05). 

Međutim, na većoj koncentraciji kvercetin (500 µM) je značajno smanjio 

oštećenje DNK u humanim limfocitima (p<0.01). Procenat limfocita sa 

oštećenjem DNK dodatkom kvercetina je značajno smanjeno (35.6%). 
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Tabela 8. Efekat katalaze i kvercetina naspram DNK oštećenja adrenalina u 
limfocitima čoveka nakon 15 minuta. 

 
 

         TRETMAN                             X  ± SE                      S.D. 

 
Negativna kontrola  PBS 

  
   64.00±1.571 3.847 

ADR 300µM 
ADR 300µM + 100U/ml CAT 
ADR 300µM + 500U/ml CAT 

 126.30±1.783***. 
   92.33±1.256*** 
   86.17±1.797*** 

4.367 
3.077 
4.401 

 
ADR 300µM + 100 µM QUE                       98.17±1.797***.               4.401 
ADR 300µM + 500 µM QUE                       91.17±1.078 ***               2.639 
 

Pozitivna kontrola H2O2    182.50±4.193***         10.27 

 
ADR – adrenalin, CAT- katalaza, QUE- kvercetin 

 
.   ***p<0.001 vs. adrenalin 

 
Tabela 9. Efekat katalaze i kvercetina naspram DNK oštećenja adrenalina u 

limfocitima čoveka nakon 60 minuta. 
 

         TRETMAN                               X  ± SE                      S.D. 

 
Negativna kontrola  PBS 

  
    74.00±4.817 11.800 

ADR 300µM 
ADR 300µM + 100U/ml CAT 
ADR 300µM + 500U/ml CAT 

  123.00±3.173 
 95.33±6.988* 

  93.33±4.341** 

  7.772 
17.120 
10.630 

 
ADR 300µM + 100 µM QUE                     105.00±4.517                     11.060 
ADR 300µM + 500 µM QUE                       88.83±5.540**                 13.230 
 

Pozitivna kontrola H2O2     177.7±1.687 ***  4.131 

 
ADR – adrenalin, CAT- katalaza, QUE- kvercetin 

 
      *p<0.05,  **p<0.01,***p<0.001 vs. adrenalin 
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Grafikon 11. Antioksidativni efekat katalaze i kvercetina u tretmanu sa 
adrenalinom nakon 15 minuta 
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Grafikon 12. Nivo DNK oštećenja u humanim limfocitima nakon 15 minuta 
delovanja katalaze u tretmanu sa adrenalinom 

 
 

 
 
 

K – negativna kontrola, K+  - pozitivna kontrola 
 
 
 

Grafikon 13. Nivo DNK oštećenja u humanim limfocitima nakon 15 minuta 
delovanja kvercetina u tretmanu sa adrenalinom 

 

 
 

K – negativna kontrola, K+  - pozitivna kontrol 
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Grafikon 14. Antioksidativni efekat katalaze i kvercetina u tretmanu sa 
adrenalinom nakon 60 minuta 
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  *p<0.05, **p<0.01 vs. adrenalin 
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Grafikon15.  Nivo DNK oštećenja u limfocitima čoveka nakon 60 minuta 
delovanja katalaze u tretmanu sa adrenalinom 

 

 
 

K – negativna kontrola, K+  - pozitivna kontrola 
 

 
 
Grafikon 16.  Nivo DNK oštećenja u u limfocitima čoveka nakon 60 minuta delovanja 

kvercetina u tretmanu sa adrenalinom 
 
 

 

 

 
 
K – negativna kontrola,  K+  - pozitivna kontrola 

 

54 
 



55 
 

5.3.  Komet test kod limfocita čoveka izloženih dejstvu 

efedrina 

 

 Širok spektar koncentracije efedrina (0.0005 μM do 500 μM) ispitan je u 

Komet testu na izolovanim humanim limfocitima u vremenskim intervalima od 

15, 60, 120, 240 minuta i 24 časa. Sve primenjene koncetracije  efedrina 

uzrokovale su manje od 10% citotoksičnosti u „Trypan Blue” testu, tako da su 

uslovi bili odgovarajući za detekciju DNK oštećenja.  

 Efekti efedrina na oštećenja DNK u humanim limfocitima sumirani su u 

tabela 6 i grafikonima 17-26. Očekivano, pozitivna kontrola (100 μM H202) u 

svim vremenski intervalima je dala značajno povećanje DNK oštećenja 

(p<0.001), procenat neoštećenih ćelija je bio u opsegu od 22-32%. Statističkom 

analizom rezultata nije uočeno značajno povećanje stepena DNK oštećenja pod 

uticajem efedrina  u humanim  limfocitima u odnosu na negativnu kontrolu 

(p>0.05). Procenat humanih limfocita izloženih efedrinom koji nije pretrpeo 

oštećenje je bio u opsegu od 80-90%. Primećuje se da je jedino tretman efedrina 

na koncetraciji od 500 μM indukovao slabo, ali statisitički značajno oštećenje 

DNK nakon 15 minuta (p<0.05). Distribucija DNK oštećenja u ćelijama 

tretiranih sa 500 μM efedrina pokazuje blago povećanje procenta DNK oštećenja 

za svaku od četiri kategorije (B do E) koje je statistički značajno (p<0.05). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 



 
 

Tabela 4. Analiza DNK oštećenja u limfocitima čoveka nakon različitog vremena tretmana efedrinom. 
 
 
 

     KONCENTRACIJE VREME INKUBACIJE X±SE 

         0.25 h                             1 h                                   2 h                             4 h                                24 h 

Negativna kontrola 
PBS 

52.50±0.957 57.25±0.478 57.50±1.000 
 

58.00±0.5774 
 

56.25±1.109 

Efedrin      
0,0005 53.50±1.041 58.00±1.225 / / / 

0,001 53.25±0.478 59.25±1.190 / / / 

0,01 54.50±1.190 59.00±1.134 58.50±1.190 60.75±1.797 58.50±2.630 

0,2 57.75±0.853 59.50±1.190 / / / 

1 57.70±1.826 58.00±0.816 58.75±1.190 62.50±0.500 60.00±1.780 

5 54.75±1.109 58.25±0.750 58.75±1.181 62.00±1.291 60.50±2.062 

50 56.25±1.103 58.75±0.750 59.00±1.000 62.00±1.291 63.50±1.555 

150 57.75±1.493 60.25±1.315 60.00±2.309 62.25±1.493 63.25±2.250 

300 58.00±1.080 59.75±1.031 60.25±1.436 62.50±0.645 63.25±2.250 

500   58.25±0,853* 59.00±0.707 / / / 

Pozitivna kontrola      
H2O2 

  189.00±3.000***      184.5±2.784***   183.50±2.255***   191.30±3.521*** 173.30±3.705***  

 
 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. negativna kontrola  



Grafikon 17. Efekat efedrina na DNK oštećenje u limfocitima čoveka  nakon 15 minuta. 
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K – negativna kontrola 
p*<0.05 vs. negativna kontrola 
 
 

Grafikon 18. Distribucija klasa kometa nakon 15 minuta izlaganja efedrinom. 
 

 
K – negativna kontrola, K+  - pozitivna kontrola 
p*<0.05, ***p  0.001 vs. negativna kontrola 
 
 
 
 



Grafikon 19.  Efekat efedrina na DNK oštećenje u limfocitima čoveka  nakon 60 
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Grafikon 20. Distribucija klasa kometa nakon 60 minuta izlaganja efedrinom. 

 

 
 

 

 
K – negativna kontrola, K+  - pozitivna kontrola 
***p  0.001 vs. negativna kontrola 
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Grafikon 21.  Efekat efedrina na DNK oštećenje u limfocitima čoveka  nakon 120  
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Grafikon 22. Distribucija klasa kometa nakon 120 minuta izlaganja efedrinom. 
 

 

 
 

K – negativna kontrola, K+  - pozitivna kontrola 
***p  0.001 vs. negativna kontrola 
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Grafikon 23.  Efekat efedrina na DNK oštećenje u limfocitima čoveka  nakon 240  
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Grafikon 24. Distribucija klasa kometa nakon 240 minuta izlaganja efedrinom. 
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Grafikon 24.  Efekat efedrina na DNK oštećenje u limfocitima čoveka  nakon 24 sata. 
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Grafikon 26. Distribucija klasa kometa nakon 24 sata izlaganja efedrinom. 
 

 
 

 

 
 

K – negativna kontrola, K+  - pozitivna kontrola 
***p  0.001 vs. negativna kontrola 
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5.4. Efekti inhibitora reparacije na oštećenja DNK u 

prisustvu efedrina  

 

Rezultati efekata inhibitora reparacije (AraC i HU) na humanim limfocitima u 

prisustv

C i HU) na humanim limfocitima u 

prisustv

Sličan efekat su ispoljili AraC i HU većih koncetracija (40 μM i 4000 μM). 

Analiza

u efedrina nakon 15 min. predstavljeni su tabeli 7  i grafikonima 27 i 29. Sam 

efedrin (1, 50, i 300 µM) nije indukovao značajno povećanje oštećenja DNK u humanim 

limfocitima (p>0.05). Procenat ćelija bez oštećenja je bio u opsegu od 79% do 85%. 

Pozitivna kontrola (vodonik peroksid) je indukovala najveći stepen oštećenja DNK 

(p<0.001), 74% ćelija pretrpelo je oštećenje DNK. 

Rezultati efekata inhibitora reparacije (Ara

u efedrina predstavljeni su tabeli 7 grafikonu 27 i 29. Statističkom analizom 

utvrđeno je da istovremeni tretman efedrinom (1, 50, i 300 µM) sa inhibitorima reparacije 

indukuju povećanje oštećenja DNK u odnosu na netretirane ćelije. U tretmanu inhibitora 

reparacije (20 µM AraC i HU 2000 µM) i efedrina viših koncentracija (50 i 300 µM) 

znatno  je povećeno oštećenje DNK (p<0.01) što je rezultovalo u smanjenju broja ćelija 

bez oštećenja za 25 i 27% uslovilo povećanje procenata oštećenih ćelija paralelno u svim 

kategorijama (B-E). Dok su AraC i HU (20 µM i 2000 µM) ispoljili slabiji efekat (19%) 

u kotretmanu sa efedrinom niske koncetracije (1 µM) u poređenju sa netretiranim ćelijma 

(p<0.01). Nivo oštećenja DNK u ćelijama tretiranih efedrinom nisu se značajno 

razlikovala u odnosu na oštećenja ćelija tretiranih efedrinom i AraC i HU (20 µM i 2000 

µM).  Međutim, uočena je statistički značajna razlika u stepenu DNK oštećenja između 

negativne kontrole sa i bez prisustva inhibitora reparacije (p<0.05). Kod limfocita 

tretiranih inhibitorima reparacije došlo je do povećanja procenta ćelija naročito u 

kategorija B i C. 

 DNK oštećenje efedrina sa i bez prisustva inhibitora reparacije prikazan je u 

tabeli 7 i na grafikonima 28 i 30. AraC i HU (40 μM i 4000 μM) u prisustvu efedrina 

indukovali su statstički značajno povećanje migracije DNK u odnosu na negativnu 

kontrolu (p<0.01). U tretmanu AraC i HU (40 μM i 4000 μM) i efedrina (300 µM) 

procenat neoštećenih ćelija je redukovan za 29% odnosno za 25 i 14% u tretmanu sa 
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efedrinom nižih koncetracija (1 i 50 µM) u odnosu na netretirane ćelije. Uočava se da je  

kotretman negativne kontrole sa AraC (40 µM) i HU (4000 µM) doveo do statističkog 

značajnog povećanja DNK oštećenja u odnosu na negativnu kontrolu (p<0.05) 

 Rezultati efekata inhibitora reparacije nižih koncetracija (20 µM AraC i 2000 µM 

ni efedrina sa inhibitorima reparacije  indukuju (20µM 

 Za razliku od kraćeg tretmana, nakon 60 min. uočava da su AraC i Hu (20µM i 

 

mfoci

HU) na limfocitima čoveka u prisustvu efedrina nakon 60 min. su predstavljeni u tabeli 8 

i grafikonima 31 i 33. Limfociti čoveka izloženi efedrinu nisu ispoljili značajno 

povećanje oštećenja DNK u odnosu na netretirane ćelije (p>0.05). Procenat ćelija koje 

nisu pretrpele oštećenje bile su u opsegu od 83-87%. Najveći stepen oštećenja DNK 

indukovala je pozitivna kontrola odnosno vodonik peroksid (p<0.001), pri čemu je 79% 

ćelija je pretrpelo oštećenje DNK. 

 Rezultati ukazuju da tretma

AraC i 2000HU µM) značajno povećanje DNK oštećenja u odnosu na ćelije koje nisu 

tretirane datim alkaloidom i inhibitorima (p<0.001). Tretman sa 300 µM efedrina u 

prisustvu AraC i HU dovodi do smanjenja broja neoštećenih ćelija za 20% i povećanja 

procenata ćelija sa većim stepenom oštećenja. S druge strane tretmani efedrina nižim 

koncetracijama (1 µM i 50 µM) uticali na smanjenje broja neoštećenih ćelija za 16 %. 

2000 HU) u tretmanu sa efedrinom ispoljili značajno povećanje (p<0.001) oštećenja 

DNK u odnosu na efekat samog efedrina. Limfociti koji su izloženi efedrinu (300 µM) 

pretrpeli su povećano oštećenje DNK u prisustvu AraC i HU - broj neoštećenih ćelija sa 

smanjio za 12% u odnosu na tretman sa samim efedrinom. Sličan efekat su ispoljili AraC 

i HU sa efedrinom nižih koncetracija (1 µM i 50 µM), smanenjem broja neoštećenih 

ćelija za 11% odnosno 14 %. Uz to, kotretman negativne kontrole sa AraC i HU doveo je 

do statističkog značajnog povećanja DNK oštećenja (p<0.001) u odnosu na kontrolu. 

 Efekti inhibitora reparacije viših koncetracija (40µM AraC i 4000 µM HU) na

li tima čoveka u prisustvu efedrina predstavljeni su u tabeli 8, grafikonu 32  i  34. 

Kotretmani efedrina sa AraC i HU viših koncetracija (40µM AraC i 4000 µM HU) 

takođe indukuju značajno povećanje oštećenja DNK  (p<0.001) u odnosu na netretirane 

ćelije. Uočava se da sa povećanjem koncetracije AraC i HU broj neoštećenih ćelija 

smanjuje. Najveći efekat je ispoljio tretmana efedrina (300 µM) sa AraC i HU jer je broj 

neoštećenih ćelija opao za 22%. Tretmani efedrina nižih koncetracija (1 µM i 50 µM) sa 

63 
 



AraC i HU uticali su na smanjenje broja ćelija neoštećenih ćelija za 16 % tj. 18 % u 

odnosu na netretirane ćelije.  

 Takođe, postoje značajne razlike (p<0.001) u nivou DNK oštećenja između 

tretmana efedrina (1, 50, i 300 µM) sa i bez prisustva AraC i HU. AraC i Hu (40µM i 

4000 HU) u tretamanu sa efedrinom (300 µM) indukovali su povećanje oštećenja DNK, 

povećan je procenat ćelija u svim klasama (B-E ) što se odrazilo i na smanjenje broja 

neoštećenih ćelija za 18%. Nešto slabije, ali takođe značajan efekat su ispoljili i tretmani 

AraC i Hu i efedrina nižih koncetracija. Procenat neoštećenih ćelija je u tretmanu sa 

AraC i Hu smanjen za 15 odnosno 16% u odnosu na efekat tretmana bez prisustva AraC i 

Hu. Na kraju, kotretman negativne kontrole sa AraC i HU indukovao značajnu migraciju 

DNK (p<0.001) u odnosu na kontrolu. 
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Tabela 7. Analiza DNK oštećenje na limfocitima čoveka nakon 15 minuta tretmana 
efedrina i DNK inhibitora reparacije (citozin arabinoza i hidrokisiurea) 

   
              

         TRETMAN                             X  ± SE                  S.D. 

Negativna kontrola (K)                            
K + AraC (20μM) i HU (2000 μM) 
K + AraC (40μM) i HU (4000 μM) 

   66.33±0.802 
 71.17±2.583* 
 72.33±0.988* 

 1.966 
 6.338 
 2.422 

Efedrin 1µM (EF 1)  
EF1 + AraC (20μM) i HU (2000 μM) 
EF1 + AraC (40μM) i HU (4000 μM) 

69.50±1.708 
 73.83±0.654* 

   75.50±0.806**

2.383   
3.545 
1.975 

Efedrin 50µM (EF 50)  
EF50 + AraC (20μM) i HU (2000 μM) 
EF50 + AraC (40μM) i HU (4000 μM) 

   70.00±1.862 
   74.50±0.652** 
   75.33±2.142**

 4.561 
        1.378 

 5.203  

Efedrin 300µM (EF 300)  
EF300 + AraC (20μM) i HU (2000μM) 
EF300 + AraC (40μM) i HU (4000μM) 

   70.33±1.687 
   74.83±0.473** 
   76.33±0.404**

2,098 
1,169 
0,983  

Pozitivna kontrola H2O2   175.00±3.376***           8,270 

 
AraC – citozin arabinoza,  HU- hidroksiurea 
 

*p<0.05, **p<0.01 , ***p<0.001 vs. negativna kontrola 
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Tabela 8. Analiza DNK oštećenje na limfocitima čoveka nakon 60 minuta tretmana 

efedrina i DNK inhibitora reparacije (citozin arabinoza i hidrokisiurea) 
 
 

         TRETMAN                           X  ± SE                    S.D. 

Negativnakontrola (K)                            
K + AraC (20μM) i HU (2000 μM) 
K + AraC (40μM) i HU (4000 μM) 

 58.50±0.500 
 68.75±0.853*** 
 69.75±0.853*** 

1.000 
1.708 
1.708 

Efedrin 1µM (EF 1)  
EF1 + AraC (20μM) i HU (2000 μM) 
EF1 + AraC (40μM) i HU (4000 μM) 

 59.75±0.750 
 73.25±0.478*** 
 73.50±0.288*** 

1.500 
0.957 
0.577 

Efedrin 50µM (EF 50)  
EF50 + AraC (20μM) i HU (2000 μM) 
EF50 + AraC (40μM) i HU (4000 μM) 

 61.75±0.478 
75.25±1.031*** 
74.75±2.136*** 

0.957 
2.062 
4.272 

Efedrin 300µM (EF 300)  
EF300 + AraC (20μM) i HU (2000 μM) 
EF300 + AraC (40μM) i HU (4000 μM) 

 62.50±1.041 
 76.25±1.250*** 
 76.50±0.652*** 

2.082 
2.500 
2.065 

Pozitivna kontrola H2O2 179.30±2.323**             4.646 

 
 

AraC – citozin arabinoza,  HU- hidroksiurea 
 

*** p<0.001 vs. negativna kontrola 
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Grafikon 27. Efekat citozin arabinoze (20 µM) i hidrokisiuree (2000 µM) u tretmanu sa 
efedrinom nakon 15 minuta 
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    *p  0.05,  **p  0.01 vs. negativna kontrola 
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Grafikon 28. Efekat citozin arabinoze (40 µM) i hidrokisiuree (4000 µM) u tretmanu sa 
efedrinom nakon 15 minuta 
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Grafikon 29. Nivo DNK oštećenja efedrina nakon 15 minuta u limfocitima čoveka  sa i 

bez prisustva inhibitorima reparacije (Arac 20μM i HU 2000 μM) 
 

       
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. negativna kontrola 
 
 

 
Grafikon 30. Nivo DNK oštećenja efedrina nakon 15 minuta u humanim limfocitima sa i 

bez prisustva inhibitorima reparacije (Arac 40μM i HU 4000 μM) 
 

 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. negativna kontrola 
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Grafikon 31. Efekat citozin a ree (2000 µM) u tretmanu sa 
efedrinom nakon 60 minuta 
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Grafikon 32. Efekat citozin a ree (4000 µM) u tretmanu sa 
efedrinom nakon 60 minuta 
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Grafikon 
bez prisustva inhibitorima reparacije (Arac 20μM i HU 2000 μM) 

 

33. Nivo DNK oštećenja efedrina nakon 60 minuta u limfocitima čoveka  sa i 

 

 
 ***p<0.001 vs. negativna kontrola 

Grafikon 3 citima sa i 
bez prisustva inhibitorima reparacije (Arac 40μM i HU 4000 μM) 

 
 

4. Nivo DNK oštećenja efedrina nakon 60 minuta u humanim limfo

 
***p<0.001 vs. negativna kontrola 
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6. DISKUSIJA 

ncijalnog genotoksičnog dejstva adrenalina i efedrina, u Komet test smo 

sidanse (katalaza i kvercetin) i inhibitore reparacije (citozin arabinozu i 

hudruksiureu). 

.1. Ispitivanja Komet testom 

na i noradrenalina u 3T3 ćelijama pacova u Komet testu. 

 

 Cilj ove doktorske teze bio je da utvrdimo stepen primarnih oštećenja DNK u 

humanim limfocitima pod dejstvom adrenalina i efedrina. Evaluacija potencijalnog DNK 

oštećujućeg efekta adrenalina i efedrina obavljena je primenom Komet testa, veoma 

senzitivne metode u detekciji genotoksičnosti potencijalnih mutagena ili genotokičnih 

kancerogena na nivou ćelija (Sasaki i sar., 2000). Kako bismo preciznije utvrdili 

mehanizme pote

uveli antiok

 

6

 

 U našem eksperimentu kulture humanih limfocita podvrgnute širokom spektru 

koncentracija adrenalina (0.0005µM-500µM) pokazale su značajan  porast TCS vrednosti 

u odnosu na kontrolu, ukazujući na povećano oštećenje DNK sa porastom  koncentracije 

datog kateholamina. Ovi rezultati ukazuju da adrenalin indukuje DNK oštećenja u 

humanim limfocitima merenim Komet testom što je u saglasnosti sa istraživanjima Flint i 

sar. (2007) koji su ispitivali efekat stres hormona (adrenalina, noradrenalina i kortizola) 

na stepen oštećenja DNK u prekanceroznim 3T3 ćelijama u Komet testu. Adrenalin je u 

koncetraciji koja odgovara fiziološkom povećanju ovog hormona tokom akutnog stresa 

(10-7 M) značajno indukovao DNK oštećenje već nakon 10 minuta. Dok je u našem 

istraživanju takođe u veoma kratkom vremenskom periodu (15 min.) sto puta manja 

koncetracija adrenalina (10- 9M) ispoljila genotoksičan efekat, što je značajan podatak s 

obzirom da smo izvršili testiranje na humanim limfocitima. Isti autori su ispitivali efekte 

24-časovnog izlaganja adrenali
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Zabeleženo je značajno povećanje DNK oštećenja što je takođe u skladu sa našim 

rezultatima (Flin i sar., 2012). 

 Na potencijalni genotoksičan efekat adrenalina ukazali su i drugi autori. U testu 

fluorescentne analize neodmotane DNK adrenalin je indukovao jednolančane prekide 

DNK u humanim leukocitima (Crespo i Bicho, 1995). Slično tome, rezultati Miura i sar. 

(2000) ukazali su da adrenalin i noradrenalin indukuju jednolančane prekide u 

plazmidnoj DNK u prisustvu ADP-Fe3+. Genotoksičan efekat adrenalina ispitivan je i u 

ent izveden u kulturi, a ne na prečišćenim limfocitima. Naime, u krvi 

 odgovornih za reparacione 

0 

ćelijskog ciklusa, dok veći DNK reparacion kapacitet postoji ulaskom ćelije u G1 fazu 

bakterijskim test sistemima u kojima je adrenalin indukovao mutageni efekat (Murakami 

i sar., 1979; Yamaguchi, 1991). 

 Međutim, postoje radovi koji ukazuju da nije došlo do ispoljavanja mutagenog 

efekta adrenalina. Adrenalin nije ispoljio genotoksični efekat analizom hromozoma u 

kulturi humanih limfocita (Djelić i sar., 2003). Negativan rezultat je verovatno posledica 

toga što je eksperim

postoje antioksidativni enzimi katalaza i glutation peroksidaza koji eliminišu slobodne 

radikale kiseonika.  

 Radi sagledavanja vremenske kinetike pojave oštećenja DNK pratili smo dejstvo 

adrenalina na humane limfocite tretirane 15, 60, 120, 240 min i 24 sata. Na osnovu trenda 

distribucije DNK oštećenja u humanim limfocitima indukcija DNK oštećenja adrenalina 

opada sa vremenom. Efekat adrenalina na stepen oštećenja  DNK je opadao s vremenom. 

Humani limfociti tretirani adrenalinom nakon 15 min su pretrpeli značajno oštećenje 

DNK u svim koncetracijama, jedino fiziološka koncentracija od 0,0005 µM nije 

indukovala značajno oštećenje DNK. Posebno su koncentracije adrenalina od 5, 50, 150 i 

300 µM imale značajnog udela u oštećenju DNK jer su dale pozitivan odgovor u svim 

vremeskim intervalima sem kod jednodnevnevnog tretmana gde je ispoljen najslabiji 

efekat, tj. jedino su koncetracije od 150 i 300 µM indukovale značajno oštećenje DNK. 

Ispoljeno DNK oštećenje verovatno je posledica ograničenog kapaciteta enzimske 

popravke u humanim limfocitima. Limfociti poseduju slab kapacitet popravke zbog niske 

aktivnosti enzima procese (Scudiero i sar., 1976). U našem 

eksperimentu u većini tretmana (15, 60, 120, 240 min.) limfociti su se nalazili u G fazi 

nakon 20 sati što je moglo da doprinese slabijem DNK oštećujućem efektu adrenalina 

nakon 24 sata.  
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 Za razliku od adrenalina, tretmani efedrinom (u opsegu od 0.0005 μM do 500 

μM) nisu ispoljili povećano DNK oštećenje u Komet testu. Samo je koncetracija efedrina 

od 500 μM ispoljila slabo, ali statistički značajno (p<0.05) povećanje oštećenja DNK u 

humanim limfocitima nakon 15 minuta tretmana.  Efedrin kao i kateholamini poseduje 

direktnu adrenergičku aktivnost vezivanjem za odgovarajuće receptore. Postoje dokazi 

koji ukazuju da adrenalin i noradrenalin indukuju oštećenja DNK transudukcionim 

signalnim putem, s obzirom da je antagonist β-adrenergičkog receptora propranolol 

đe, u kulturama ovarijalnih ćelija kineskog 

hrčka, efedrin nije indukovao razmene sestrinskih hromatida (SCE) i hromozomske 

vira limfocite putem α- 

drenergične aktivnosti koja nema inhibitorni efekat na ćelije. Ovaj podatak može biti 

osebno značajan u imunologiji tumora (Zvetkova i sar., 1979). 

 

 

blokirao efekte adrenalina i noradrenalina (Flint i sar., 2007).  Pretpostavljamo da je 

efedrin  na sličan način indukovao povećano oštećenje DNK. 

 Odsustvo genotoksičnog efekta efedrina dobijeno u ovom proučavanju  je u 

saglasnosti sa rezultatima genotoksikoloških istraživanja efedrina i ekstrakata efedre. 

Efedrin nije ispoljio genotoksičan efekat u bakterijskim test sistemima (Brambila i 

Martelli, 2009; Morimoto i sar., 1982) Tako

aberacije (NTP, 1986; Hillard i sar., 1998).  

 Iako efedrin nije ispoljio genotoksičan efekat u različitim test sistemima, 

potencijalna citotoksična aktivnost efedrina je zabeležena u ćelijskim linijama 

neuroblastoma miševa i humanih hepatoblastoma (Lee i sar., 2000; Fukushima, 2004). S 

druge strane, Attard i Vella (2009) zabeležili su da efedrin alkaloidi poseduju 

stimulatornu efekat, pre nego citotoksičan efekat na humanim limfocitima. Smatra se da 

je β-hidroksilni prsten posebno važan za β-adrenergičnu aktivnost (Ruffolo i sar. 2005) 

koja deluje inhibitorno na ćelije uključujući limfocite. Pošto efedrin ne poseduje 

hidroksilnu grupu u svojoj strukturi smatra se da efedrin akti

a

p
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6 Uticaj antioksidanasa na genotoksični efekat adrenalina 

 

 Uvidom u literaturne podatake o značaju ROS u oštećenju DNK pod uticajem 

kateholamina, verujemo da slobodni radikali mogu 

.2. 

da igraju bitnu ulogu u ispoljavanju 

st kvercetina 

anim 

ateholamina čini ova jedinjenja idealnim za 

ključi

efekata kateholamina istakli 

ačaj 

genotoksičnih efekata adrenalina. Kako bismo potvrdili našu hipotezu tj. ispitali 

mehanizam i identifikovali učešće ROS u DNK oštećenju posredovanom adrenalinom 

upotrebili smo antioksidanasa katalazu i kvercetin.   

 Rezutati dobijeni Komet testom primenom antioksidanasa ukazuju da adrenalin 

može dovesti do stvaranja ROS koji oštećuju DNK, s obzirom da su katalaza i kvercetin 

umanjili štetne efekte adrenalina. Katalaza je pokazala jasan dozno-zavistan protektivan 

efekat na humanim limfocitima što ukazuje na učešće ROS u DNK oštećenju.  Kvercetin 

kao jedan od uspešnih hvatača OH• je takođe značajno redukovao DNK oštećenje 

izazvano adrenalinom, ali je nakon dužeg tretmana sa adrenalinom, aktivno

opala. Verovatno da se tokom produženog vremena inkubacije kvercetin metabolisao u 

manje efektivnu formu putem citohrom P450 oksidacionog  sistema (Sousa i sar., 1985; 

Obermeier i sar., 1995) što se odrazilo u manjem broju neoštećenih ćelija.    

 Naši rezultati su saglasni sa rezultatima Crespo i Bicho (1995) u kome su katalaza 

i superoksid dismutaza smanjili nivo oštećenja DNK pod uticajem adrenalina u hum

leukocitima.  Takođe, rezultati Miura i sar. (2000) u kojima je katalaza ispoljila zaštitini 

efekat protiv gentoksičnog dejestva adrenalina i noradrenalina potvrđuju značajan 

doprinos ROS u ispoljavanju genotoksičnih efekata kateholamina. 

 Na osnovu naših rezultata i dostupnih podataka možemo zaključiti da bitnu ulogu 

u ispoljavanju genotoksičnosti adrenalina mogu imati reaktivni derivati kiseonika. 

Očigledno je da hemijska struktura k

u vanje u redoks cikluse. Adrenalin u svojoj strukturi poseduje kateholni prsten koji 

zbog nestabilne prirode može lako da oksiduje do semihinona i hinona pri čemu nastaju 

ROS koji mogu oštetiti DNK (slika 10).  

 McGregor i sar. (1988) su ispitivanjem mutagenih 

zn prisustva kateholne grupe u ispoljavanju štetnih efekata kateholamina. Autori 
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smatraju da fenolne grupe nisu mutagene, ali je dodatak druge hidroksilne grupe koja 

stvara katehol, dovoljan za ispoljavanje mutagenog efekta.  

 Da kateholna grupa može biti važna u ispoljavanju biološke aktivnosti ukazuju 

nam i eksperimentalni podaci ispitivanja genetoksičnog efekta efedrina koji su 

provedeni u našem istraživanju. Iako efedrin poseduje sličnu hemijsku strukturu kao 

a lkaloid nije ispol notoksičan efekat. Raz žemo 

tražiti u odsustvu kateholne grupe za koju se smatra da je odgovorna u ispoljavanju 

genotoksičnih efekata kateholamina.  

 

s

drenalin, ispitani a jio značajan ge loge mo

 

H2O2  

                                

                                        

OH  + OH ). OH u reakciji sa bazama i šećernom komponentom DNK može da dovede 

do oksidacije baza ili prekida DNK koja se eksprimira u Komet testu u vidu komete sa 

KATEHOLAMIN  SEMIHINON HINON 

SOD 

                               OH· 

                                   OKSIDATIVNO OŠTEĆENJE DNK 

Slika 10. Predloženi put nastanka oksidativnog oštećenja DNK 

Naši rezultati sugerišu da značajnu ulogu u nastanku oštećenja DNK igra 

stvaranje vodonik peroksida, s obzirom da katalaza značajno umanjuje štetne efekte 

adrenalina zapažene u ovim istraživanjima. DNK oštećenje je verovatno uzrokovano 

nastankom visoko reaktivnog hidroksil radikala (OH•) iz vodonik peroksida u Fenton ili 

Haber-Weiss-ovoj reakaciji  (Fe2+ + H2O2→ Fe3+ + OH- + OH•; O2
•- + H2O2 → O2 + 

- • •  

KOVALENTNO 
VEZIVANJE DNK 
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repom (DNK koja je migrirala). Superoksidni anion (O2
•-) koji takođe nastaje pri 

okisidativnom metabolizmu u reakciji sa vodonik peroksidom može biti konvertovan u 

OH•  i odre

sami se

utaza i glutation peroksidaza. Usled narušene ravnoteže između nastanka ROS i 

antioksidativnog zaštitinog sistem

ponenti kao što su lipidi, proteini i 

aviti kod hipoglikemije, fizičke aktivnosti, hemoragijske 

hipotenzije kao i kod patoloških

anku oksidativnog stresa.  Pretpostavka je da su primenjene 

koncentracije adrenalina uslovile povećanje oksidativnog metabolizma i nastanka veće 

đenim uslovima može stimulisati dalju oksidaciju kateholamina. Međutim i 

mihinoni i hinoni takođe mogu oštetiti DNK i doprineti stvaranju ROS (Cavalieri 

i sar., 2002).  

Treba naglasiti da se pod normalnim okolnostima nivo ROS održava pod 

kontrolom zahvaljujući aktivnosti antioksidativnih enzima kao što su katalaza, superoksid 

dismum

a dolazi do stanja koji se naziva oksidativni stres. 

Oksidativni stres doprinosi oštećenju ćelijskih kom

DNK.  

Postavlja se pitanje pod kakvim okolnostima nastaje oksidativni stres koji vodi 

oštećenju DNK u odgovoru na kateholamine? 

Fiziološki nivo adrenalina u plazmi je u nanomolarnom opsegu. Međutim, visoke 

koncetracije se mogu j

 stanja kao što su infarkt miokarda i cirkulatori šok u 

kojima se nivo adrenalina može povećati i do 100 puta (Goldstein i ar., 2003; Kjaer, 

1998; Grossman, 1998; )  

U normalnim uslovima katabolizam  kateholamina uključuje oksidativnu  

deaminaciju, O-metilaciju i konjugaciju.  Kada je visok nivo kateholamina prisutan u 

cirkulaciji enzimi katabolizma gube na efikasnosti i pokreće se proces autooksidacije koji 

predstvalja inicijalni događaj u seriji slobodno radikalskih reakcija vodeći do povećanja 

reaktivnih intermedijera i nast

količine ROS čije povećane vrednosti nisu eliminisane zbog nedovoljnog 

antioksidativnog kapaciteta.  

Postoje mnogobrojni nalazi koji ističu značaj ROS u patogenezi bolesti ukazujući 

da stvorene reaktivne kiseonične vrste mogu uticati na razvoj bolesti, odnosno da je jedan 

od faktora u etiologiji oksidativni stres. Produkti redoks ciklusa adrenalina su zabeleženi 

u srcu, skeletnim mišićima, jetri i krvi (Dhalla i sar., 2001). U vezi s tim, osobe koje 

imaju visoko koncentracije adrenalina kao što su srčani bolesnici gde su zabeležene 
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vrednosti od 20-58 nM (Raymondos i sar., 2000) ili osobe koji boluju od feohromacitoma 

(11 nM) (Hegedus, 2000) mogu biti skloniji povećanom oštećenju DNK na osnovu naših 

dobijenih rezultata gde je adrenalin indukovao oštećenje pri koncentracijama od 1nM do 

5×105 nM. S obzirom da ROS imaju sposobnost da uzrokuju oštećenje DNK i promene 

ekspresiju gena stvara se mogućnost da budu uključeni u sve korake kancerogeneze 

(Burcham

h efekata kateholamina, rezultati dobijeni u našem istraživanju 

pokazuju da  katalaza u kotretm

 i β arestin, aktivira DNK oštećenje i suprimira nivo p53 gena i time 

sinergisti

nergične aktivacije adrenalin stimuliše proliferaciju 

kanceroznih skvam

 1998). Oksidovane DNK baze imaju sposobnost da indukuju mutacije koje 

aktiviraju  protoonkogene čime dolazi do ćelijske transformacije (Behrend i sar., 2003; 

Wu i sar., 2004). 

Iako većina navedenih radova ističe značajan uticaj oksidativnog metablizma u 

ispoljavanju genotoksični

anu sa adrenalinom  nije redukovala nivo DNK oštećenja 

do nivoa negativne kontrole što ukazuje da postoje drugi mehanizmi kojim adrenalin 

indukuje DNK oštećenje 

Flint i sar., (2007) smatraju da hormoni stresa (adrenalin, noradrenlin i kortizol) 

indukuju oštećenje DNK vezivanjem za receptore što vodi aktivaciji određenih gena koji 

su uključeni u ispoljavanje mutagenih efekata. Naime, hormoni stresa indukuju DNK 

oštećenje na molekularnom nivou, sprečavajući ulazak ćelije u apoptozu kao i 

zaustavljanje ćelijskog ciklusa što doprinosi transformaciji ćelija. Međutim, tačan  

mehanizam kojim se DNK oštećenja javljaju u odgovoru na stres je nepoznat.  Hara i sar. 

(2011) pretpostavljaju  da adrenalin signalnim putem preko β adrenoreceptora deluju na 

Gs-PKA kompleks

čki dovodi do akumulacije DNK oštećenja. Ovi nalazi navode na zaključak da je 

adrenalin značajan  medijator stresa koji utiče na genomsku nestabilnost i osetljivost za 

nastanak tumora.  

Pored genotoksičnog efekta adrenalin može mehanizmom transdukcije signalnih 

puteva da podstakne kancerogenezu s obzirom da mnoge ćelije kancera na svojoj površini 

poseduju adrenergičke receptore. Nađeno je da adrenalin utiče na invazivni potencijal 

tumorskih ćelija jajnika putem β-adrenergične regulacije MMP proteina (Waldum i 

sar., 1998). Takođe, putem β- adre

oznih ćelija jednjaka (Liu i sar., 2008). Kod ćelija kancera dojke i 

debelog creva adrenalin je indukovao hemorezistenciju preko α-adrenergičkih receptora 

(Su i sar., 2005; Yao i sar., 2009).  
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Naše in vitro istraživanje ukazuje da je adrenalin uticao na povećanje stepana 

oštećenja DNK u humanim limfocitima. Međutim, kako bismo dobili što potpuniju sliku 

o uticaju adrenalina na pojavu oštećenja DNK neohodno je izvršiti evaluaciju na 

različit

vne prirode, zbog pozitivnog odgovora antioksidanasa, na osnovu 

dobijenog reziltata ne možemo tačno definisati mehanizam delovanja adrenalina zbog 

čega su neophodna dalja ispitivanja koje bi omogućila bolje sagledavanje mehanizma 

 

 

6.3. 

 da se poprave mehnanizmima popravke DNK, u Komet test smo 

uveli inhibitore reparacije (citozin arabinozid

stojanje povećanog DNK oštećenja u humanim limfocitima tretiranih 

inihibitorima reparacije

im tipovima ćelija zbog razlike u prolifercionim statusu i metabičkom kapacitetu 

među ćelijama, što utiče na njihovu sposobnosti reparacije, a time i na krajnji efekat 

adrenalina.  

Iako ovo istraživanje ukazuje da adrenalin indukuje DNK oštećenja koja su 

dobrim delom oksidati

delovanja adrenalina.  

Uticaj inhibitora reparacije u prisustvu efedrina 

 

Kako bismo ispitali da li efedrin dovodi do oštećenja DNK u humanim 

limfocitima koja mogu

 i hidroksiureu). AraC deluje inhibiranjem 

DNK sinteze i koraka ligacije dok HU  inhibira ribonukleotid reduktazu u popravci DNK 

(Martin i sar., 1999).  

U našem eksperimentu upotreba AraC i HU bez prisustva efedrina nakon 15 

minuta rezultovalo je u značajnom povećanju oštećenja DNK, sugerišući na prisustvo 

endogenog DNK oštećenja u ćelijama što su zabeležili Ori i sar., 2005 i Guerci i sar., 

2009. Po

 verovatno je rezultat nepopravljenog DNK oštećenja. Međutim, 

značajna migracija DNK nije uočena kod limfocita tretiranih različitim koncentracijama 

efedrina. 

Dodatkom inibitora reparacije DNK u kulturi humanih limfocita izloženih 

efedrinom  (1, 50 i 300 µM) dovelo je do značajnog povećanja oštećenja DNK nakon 15 

minuta. Postojanje reparacionih procesa u humanim limfocitima je očigledno zato što je 

tretman efedrinom (1, 50 i 300 µM) i inhibitorima reparacije (AraC i HU) rezultovalo u 

povećanju prekida DNK tj. inhibiciji DNK popravke što se manifestovalo povećanom 
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vrednosti TCS-a  u odnosu na netretirane ćelije. Viši nivo DNK oštećenja zabeležen je 

prilikom tretmana efedrina i viših koncetracijam inhibitora (40 µM AraC+ 4000 µM 

HU), a naročito je izražena razlika između tretmana efedrina (1 µM) i viših koncetracija 

inhibitora u odnosu na isti tretman sa nižim koncentracijam AraC i HU. Nesumnjivo je da 

remena inkubacije (60 min.) takođe se uočava prisustvo 

endogenog ošte

i inhibitora reparacije nakon 

produženog tretmana. AraC i HU su pokazali efekat zavistan od doze tj. više koncetracije 

između dva procesa popravke tj. ekscizije i ligacije. Dodatkom inhibitora 

reparacije (AraC i HU) uzrokovalo je disbalans izm

K posledica prisutnog endogenog 

oštećenja pre nego dejstva sam

su procesi popravke aktivirani što je rezultovalo u enzimskoj aktivnosti koja pri nižim 

koncentracijama inhibitora nije inhibirana. 

Nakon produženog v

ćenja jer je kontrola sa inhibitorima reparacije DNK pri nižim (20 µM 

AraC+ 2000 µM HU) i višim koncetracijama (40 µM AraC + 4000 µM HU) značajno 

indukovala migraciju DNK.  

Efedrin (1, 50 i 300 µM) nije značajno uticao na povećanje DNK oštećenja, ali je 

dodatkom AraC i HU došlo do akumulacije prekida što je rezultovalo u povećanju TCS 

vrednosti koje je bilo značajno u kotretmanu efedrina 

inhibitora (40 µM AraC + 4000 µM HU) indukovale su veći stepen oštećenja u odnosu 

na niže koncentracije AraC i HU u tremanu sa efedrinom. 

Uočava se da su limfociti tretirani efedrinom i inhbitorim reparacije nakon 60 

minuta pretrpeli veće oštećenje DNK u odnosu na isti tretman nakon kraćeg vremena 

inkubacije Zabeleženo je da se najviši nivo DNK prekida uočava nakon 30-60 min. 

inkubacije (Tuck i sar., 2000; Holmberg, 1989). Pretpostavlja se da to vreme predstavlja 

balans 

eđu dva navedena procesa što se 

manifestovalo u većem nivo DNK prekida odnosno većem broju ćelija sa oštećenjem 

DNK. 

Pretpostavljamo da je prisutno endogeno oštećenje aktiviralo mehanizme 

popravke koji su inhibirani sa AraC i Hu i doveli do još većeg oštećenja DNK što nas 

navodi na zaključak da je povećenje oštećenja DN

og efedrina. Naime, tokom  procesa popravke stvaraju  se 

prekidi u vidu intremedijera koji su odgovrni za povećavanje stope migracije DNK što se 

može detektovati Komet testom ( Tuck i sar., 2000). 
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Poznato je da inicijalna primarna DNK oštećenja kao što su stopa i efikasnost 

DNK popravke takođe utiču na mutageni potencijal hemikalije. Treba imati na umu da su 

u našem eksperimentu upotrebljeni humani limfociti, koji imaju ograničen kapacitet 

popravke i da je detektovano endogeno oštećenje zabeleženo i u drugim istraživanjima 

(Ori i sar., 2005;

a reparacije došlo je do povećanog DNK oštećenja. 

Flint i sar. (2007) su u

DNK uti

vku da efedrin kao adrenergički agonist mogao dovesti do 

zastoja u popravci DNK oštećenja. 

va inhibitora reparacje u in vivo uslovima i uz primenu drugih tipova ćelija. U 

živim sistemima, genotoksičan napad povlači širok stepen ćeljskih odgovora uključujući 

promenu genske ekspresije, odlaganje ćelijskog ciklusa kao i stimulaciju DNK popravke 

Uz to eventualna akumulacija ovakvog oštećenja može aktivirati programiranu ćelijsku 

smrt.  

 

 

 

 
 

  Guerci i sar., 2009; McKelvey-Martini sar., 1993). U limfocitima 

čoveka uočena akumulacija prekida nastalih procesom popravke je posledica slabe 

snabdevenosti nukleotidima (Collins, 2004). S druge strane odgovor genotoksičnih 

tretmana može biti zavisan od tipa ćelije (Little i sar., 1989).  

 Stoga, efikasnost enzima popravke u tretmanu sa efedrinom nam ipak ne 

dozvoljava da zaključimo da je efedrin genotoksični agens, imajući u vidu prethodne 

rezultate, ali postoje indicije efedrin može uticati na procese popravke jer je u 

zajedničkom tretmanu sa inhibitorim

kazali da adrenalin i noradrenalin osim što indukuju oštećenja 

ču i na popravku DNK oštećenja mehanizmima transdukcionih signalnih puteva 

što nas navodi na pretposta

Na kraju, postavlja se pitanje u kojoj meri povećana migracija DNK u Komet 

testu predstavlja rezultat endogenih oštećenja DNK ili je nastala direktnim delovanjem 

oštećujućeg agensa?     

Dobijeni rezultati nas navode da izvršimo evaluaciju efekata efedrina sa i bez 

prisust
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. ZAKLJUČCI 

tećenja DNK u humanim limfocitima primenom Komet testa, 

ožemo izvesti sledeće zaključke: 

 

00 μM) 

postignut nakon jednodnevnog tretmana 

n efekat putem reaktivnih kiseoničnih vrsta 

 

- inhibitori reparacije (arabinoza i hidroksiurea) u tretmanu sa efedrinom su 

ćenje DNK u humanim limfocitima što ukazuje na 

prisustvo endogenog oštećenja u humanim limfocitima s obziriom da su inhibitori 

 

7

Na  osnovu eksperimentalnih rezultata testiranja uticaja adrenalina i efedrina na 

pojavu primarnih oš

m

- adrenalin je ispoljio značajno povećanje oštećenja DNK u humanim limfocitima u 

svim ispitanim koncetracijama (0,001-500 μM) sem kod najniže koncetracije 

(0,0005 μM) 

 

- postoji razlika u kinetici ispoljavanja oštećenja DNK pod uticajem adrenalina u 

funkciji vremena. Najizraženiji efekat (0,001-500 μM) adrenalin ispoljo je u 

najkraćem vremenskom periodu (15 min.) dok je naslabiji efekat (150-3

 

- antioksidanti (katalaza i kvercetin) su značajno smanjili stepen oštećenja DNK u 

istovremenom tretmanu sa adrenalinom na osnovu čega se može zaključiti da 

adrenlin ispoljava genotoksiča

 

- efedrin nije ispoljio značajno povećanje oštećenja DNK u humanim limfocitima u 

ispitanim koncetracijama. Jedino je tretman efedrinom visoke koncetracije (500 

μM) indukavao slabo ali statistički značajno oštećenje DNK u humanim 

limfocitima nakon 15 minuta 

značajno povećali stepen ošte

povećali stepen oštećenja DNK u kotrermanu sa negativnom kontrolom. 
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