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1. UVOD

1.1. TOKSIKOLOGIJA

Toksikologija je znanost koja proucava otrove, njihova kemijsko — fizikalna svojstva te
Stetno djelovanje otrova na zive organizme (bioloske sustave). Rije¢ toksikologija dolazi od
grcke rijeci toxicos ,, poisonous *“ — otrov i logos — nauka. Jos je Paracelsus, otac toksikologije,

u 16. stolje¢u rekao da ,,samo doza ¢ini otrov*.

Otrov je kemijska tvar prirodnog ili sintetskog podrijetla koja kada ude u organizam, u
relativno maloj koli¢ini, dovodi do razli¢itih promjena u funkcioniranju Zivog organizma.
Stetna djelovanja otrova uvjetuju kemijsko fizikalna svojstva, koli¢ina i koncentracija otrova,

interakcija s drugim tvarima u organizmu te zdravstveno stanje samog organizma.

Koncentracija toksi¢nih tvari u zivim organizmima kao i u drugim medijima izrazavaju se u
jedinicama:

— ppm (parts per million) mg/kgiliplL /L

— ppb ( parts per billion) ng/ kg

— ppt (parts per trillion) ng/ kg

Stetne tvari svrstavamo u tri skupine:

— Skupina I - vrlo toksi¢ne tvari, vrijednost LDsg je < 25 mg tvari / kg tjelesne mase

— Skupina II — toksi¢ne tvari, vrijednost LDso je 25 —200 mg tvari / kg tjelesne mase

— Skupina III — $tetne tvari, vrijednost LDso je 200 — 2000 mg tvari / kg tjelesne mase

Toksikologija je vrlo kompleksna znanost koja se dijeli prema:

e pristupu e profesiji

— deskriptivna — deskriptivna

— analiticka — mehanisticka

— molekularna — regulatorna

e podrucju djelovanja e specificnom organu

— klinicka — toksikologija jetre, bubrega, koze
— toksikologija hrane — neurotoksikologija

— forenzi¢na toksikologija — imunotoksikologija

— ekotoksikologija — reproduktivna toksikologija (1)



1.2. FORENZICNA TOKSIKOLOGIJA

Forenzi¢na (sudska) toksikologija je disciplina koja proucava sudskomedicinske
aspekte otrovanja. Sudska toksikologija u svojoj primjeni ujedinjuje razliite prirodne
znanosti kao $to su biologija, kemija i drustvenu znanost — pravo. Pravni dio toksikologije je
posebno vazan kod sudskih vjestacenja jer se od toksikologa ocekuje da na temelju dobivenih
rezultata interpretira iste i da svoje strucno misljenje. Kako sud, najeSce, nema strucna
znanja 1 vjeStine u ovom podru¢ju to je uloga forenzi¢nog toksikologa veca jer svojim
vjestac¢enjem sudu daje nepobitan dokaz.

U sudskomedicinskoj praksi posebna pozornost se posvecuje otrovanjima sa smrtnim

ishodom kao 1 otrovanja koja su vezana s pocinjenjem kaznenog djela.

Prema podrijetlu i mjestu stvaranja otrova otrovanja se dijele na :
egzogena kemijska otrovanja (djelovanje otrova na organizam koja su unesena izvana)
e bakterijska otrovanja (djelovanje bakterijskih otrova ili ih bakterije same izluc¢uju
— salmonela, botulin)

e samootrovanja ( djelovanje otrova koji je sam nastao U organizmu)

Podrijetlo egzogenih kemijskih otrova moze biti:
e mineralno (arsen, olovo, ziva)
e Dbiljno (opijum, strihnin, otrovne gljive)
e zivotinjsko (zmijski otrov)

e organsko (sintetsko)

Prema vremenu nastanka otrovanja mogu biti:
e akutna (otrovanja tijekom nekoliko dana)

e kroni¢na (otrovanja tijekom duzeg razdoblja, uglavnom u malim koli¢inama)



Prema nacinu nastanka otrovanja se dijele na:
e samoubilacka (suicidna)

e ubilacka (homicidna) slu¢ajna ( profesionalna otrovanja, otrovanja nastala zabunom,

otrovanja zbog predoziranja u terapiji, uporaba otrova kao sredstva za uzivanje)

e jatrogena ( otrovanja koja su nastala kao posljedica krivog savjeta lijecnika,

prevelike doze propisanog lijeka, otrovanja nastala tijekom lije¢enja)

Prema ishodu otrovanja dijelimo na:
® smrtonosna

e nesmrtonosna (sa posljedicama ili bez posljedica)

Postoji nekoliko Klasifikacija otrova, ali niti jedna nije sveobuhvatna. Otrovi se, u sudskoj

toksikologiji, dijele prema:
e ucinku na organizam
® podrijetlu
e kemijskoj i fizikalnoj prirodi otrova

e nacinu izdvajanja (analiticki postupak)

U sudskomedicinskoj praksi otrovi se dijele s obzirom na mjesto 1 na¢in djelovanja:
e lokalno djelovanje ( djeluju na mjestu ulaza u organizam; koza 1 /ili sluznica)
— jetki (korozivni otrovi) — Kiseline i baze koje izazivaju nekrozu tkiva

— iritansi (nadraZajni otrovi) — nadrazaj na tkivima, naj¢eSc¢e pluca (amonijak)



e opce djelovanje (resorptivni otrovi) — djeluju toksi¢no na stanice i kapilare tek nakon

resorpcije
— krvni otrovi (CO; vezuje se za hemoglobin te ometa vezivanje kisika)
— nervni otrovi (alkohol, opijati; djeluju na SZS pa poremecajem disanja dolazi do asfiksije)
— parenhimni (tkivni ) otrovi — djeluju na tkiva, olovo arsen
e istodobno djelovanje (opce 1 lokalno)
— jetki s opéim djelovanjem (fenoli, octena kiselina)

— iritansi s s opéim djelovanjem (ziva) (2,3)



1.3. BILJKE U TOKSIKOLOGI]JI

Toksikologija biljaka ima dugu povijest. U Bibliji se spominju dobre i loSe biljke, a grcka
mitologija opisuje 12 bogova gdje svaki ima svoje drvo, pa tako i ljudi imaju biljke koje koriste
za bijeg u viSe duhovne sfere (blaga euforija, povecana svijest ili duboki trans). Aboridini su
medu prvim narodima koristili toksine biljaka za omamljivanje riba nanoSenjem na strijele za
lov. Peruanski Indijanci konzumirali su sok od toksi¢ne biljke Datura Sanguinea koji im je
pomagao da se ,direktno obrac¢aju bogovima®. Germani su koristili sjemenke bunike za
poboljsavanje ,,svojstva“ alkoholnih pica. Zabiljezeno je otrovanje Rimske vojske, 67. godine
prije Krista, medom alpske ruze (9). Primjera iz povijesti je mnogo. Sadasnje znanje pociva na
temeljima drevnih spisa s Levanta (Isto¢ni Mediteran) i razvijenih europskih kultura na tom
podrucju (Grcka, Egipat). U Kini se jo$ uvijek koristi, od strane lokalnih travara, recept na
bazi biljaka star 4000 godina (9). Do pocetka 20. stolje¢a biljke znacajnijeg koriStenja
sintetskih lijekova su se koristile i kao otrovi i kao lijekovi. U danasnje vrijeme lijecnici imaju

na raspolaganju brojne sintetske preparate ali se i biljni lijekovi sve vise koriste.

Podjela biljaka prema skupini spojeva koje sadrze:

o Alkaloide e Alkohole

e Glikozide e Mineralne toksine
e Proteine

e (Oksalate

Otrovne biljke pripadaju velikom broju razli¢itih porodica. Vec¢ina ima sve dijelove toksicne,
najéesce plodove. Vecina njih ima ostar ili gorak okus. Medutim neke ga nemaju i te se
smatraju najopasnijim. Za ljude koji €esto borave u prirodi potrebno je da poznaju nejestive 1
otrovne plodove. Kod otrovanja kukutom, durdicom ili velebiljem simptomi se javljaju nakon

nekoliko sati (7-9 h). U tablici 1 su najcesce biljne vrste naseg podrucja.



Tablica 1. Najznacajnije toksi¢ne biljke s podru¢ja RH (10)

Kemijska
Biljka skupina Toksin Posljedice djelovanja
Suhoca u ustima, crvenilo lica, derilij,
Velebilje, Bunika Alkaloid Atropin motori¢ki nemir
Mandragora Alkaloid Skopolamin Prosirene zjenice, plitko disanje
Rajcica (zeleni Glavobolja, malaksalost, hemoliza, edem
plod) Alkaloid Solanin mozga
Gorki badem, Cijanogeni
kostice voca glikozid Amigdalin Mucnina, osjecaj guSenja, tahikardija
Ricinus Glikoprotein Ricin, abrin | Probavno krvarenje, hemoliza, anafilaksija
Rabarbara Oksalna
(listovi) Oksalati kis. i soli Probavne smetnje, mu¢nina
Nezasi¢eni
Trubeljika alkohol Cikutoksin Bol u abdomenu, povracanje, koma
Indijska konoplja Smola THC Halucinacije

1.4. SRCANI GLIKOZIDI

Sréani 1li kardiotoni¢ni glikozidi su spojevi koji se nalaze u preko 400 razli¢itih vrsta

biljaka, kao sekundarni metaboliti, a predstavljaju veliku skupinu tvari koja se koristi u terapiji

kongestivnog zatajenja srca i sr¢ane aritmije. Kongestivno zatajenje srca nastaje kada srce ne

moze ispumpati dovoljnu koli¢inu krvi, a samim time i Kisik te hranljive tvari, u tkivo. To je

ucestala bolest koja se obicno javlja kod starijih osoba a kolokvijalni nazivi su ,,slabost srca*

ili ,,staracko srce®. Koli¢ina krvi koja je uSla u srce ne moze se izbaciti te dolazi do slabljenja

srca 1 smanjivanja sr¢anog minutnog volumena. Problem kod sr¢anih glikozida je jako uska

granica izmedu doze koja pozitivno djeluje na rad srca i koncentracije kada sréani glikozid

pocCinje djelovati kao otrov tj. lako moze prije¢i iz podrucja djelotvornosti u podrucje

intoksikacije.



https://hr.wikipedia.org/wiki/Kisik

1.4.1. Povijest lijeCenja sréanim (kardiotoni¢nim) glikozidima

Nije moguée u potpunosti to¢no odrediti kada je ¢ovjek prvi puta koristio biljke, koje
sadrze srCane glikozide, kao lijek i/ili otrov. Engleski lijecnik William Withering 1775.
godine je na svom putovanju sasvim slucajno upoznao jedinstvenu moc¢ djelovanja src¢anih
glikozida u biljci crveni naprstak. Pregledao je stariju zenu koja je imala pretjerano
nakupljanje tekucine uslijed kongestivnog zatajenja srca. Prognoza bolesti nije bila povoljna
medutim nakon nekog vremena je dobio informaciju da se Zena potpuno oporavila
zahvaljuju¢i mjeSavini ¢aja kojeg je uzimala. Istrazujuci sastav doti¢nog ¢aja zakljucio je da
je jedna od biljaka koja je bila u sastavu ¢aja i crveni naprstak. Poceo je istraZivati biljku te
proizvoditi ekstrakt koji je testirao na siromasnim bolesnicima. Dobiveni rezultati nisu bili
obecavajuci pa je odustao od svega. Nakon nekog vremena javljali su se bolesnici koji su se
oporavili (poboljsalo im se izlu¢ivanje mokrace — normalizacija diureze) pa su se istrazivanja
nastavila. Nakon mnogo godina ispitivanja William Withering je standardizirao lijek
(ekstrakt) za hidropsiju te je u svojoj knjizi ,,Korist crvene pustikare i neke njezine
medicinske uporabe s prakticnim primjedbama za hidropsiju i druge bolesti” (slobodan
prijevod naslova knjige), opisao indikacije i tijek lijeCenja 156 svojih pacijenata. Jedan dio
lije¢nika se nije pridrzavalo doza lijeCenja Withering — ove knjige pa je veliki broj pacijenata

imalo simptome otrovanja, a bilo je i smrtnih slucajeva (4)

1.4.2. Kemijski sastav sréanih glikozida

Sr¢ani glikozidi su gradeni od dvije komponente: Secera (glikozida) i aglikona.
Skupina na polozaju 17 (slika 2.) definira vrstu sr¢anog glikozida. U prirodi su poznate dvije
vrste: kardenolidi 1 bufadienolidi. Kardenolidi imaju nezasifeni butirolaktonski prsten a,

bufadienolidi a-pironski prsten.


https://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=William_Withering&action=edit&redlink=1
https://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=William_Withering&action=edit&redlink=1

Srcani glikozidi u biljkama

Kardenolidi Bufadienolidi
> Digitalis purpurea (crveni naprstak) > Helleborus (kukurijek)
> Convallaria majalis (durdica) > Drimia maritima (morski luk)

> Gratiola officinalis (milica)

> Nerium oleander (oleander) (5)

Slika 1. Biljke koje sadrze sréne glikozide

Slika 2. Op¢a struktura sr¢anog glikozida

https://en.wikipedia.org/wiki/Cardiac_glycoside#/media/File:Cardiac_glycoside_general_stru
cture.svg  (preuzeto 17.08.2018.)


https://en.wikipedia.org/wiki/Cardiac_glycoside#/media/File:Cardiac_glycoside_general_structure.svg
https://en.wikipedia.org/wiki/Cardiac_glycoside#/media/File:Cardiac_glycoside_general_structure.svg

RO

R = Kardenolid R = Bufadienclid

Slika 3. Osnovna struktura kardenolida i bufadienolida

https://www.researchgate.net/figure/Chemical-structure-of-cardiac-glycosides-The-basic-
skeletons-of-cardenolides-and_figl 262844279 (preuzeto 17.08.2018.)

1.4.3. Mehanizam djelovanja

Poznato je dvojako djelovanje srcanih glikozida; kod terapije i kod otrovanja.
Mehanizam djelovanja sastoji se u vezivanju glikozida na Na* / K*- ATP-azu koji je smjesten
na povrSini stanica sr¢anog miSi¢a. Ovaj protein je odgovoran za odrzavanje elektricnog
potencijala na povrSini stanica. Sr¢ani glikozidi prvo inhibiraju Na* / K*- ATP pumpu na
membrani sréane stanice pri ¢emu koncentracija unutarstani¢nog natrija raste odnosno
smanjuje se izbacivanje iona Na iz stanice. Dolazi do smanjivanja aktivnosti Na* / Ca?*
povratne pumpe Sto rezultira povecavanje koncentracije Ca iona u stanici. Visoki stani¢ni
kalcij povecava sr€anu kontraktibilnost. S druge strane, digoksin povecava srani tonus
vagusa (kranijalni Zivac) 1 smanjuje aktivnost u sr¢anom tkivu §to za posljedicu ima sinusnu

bradikardiju i / ili sinusni zastoj (10)


https://www.researchgate.net/figure/Chemical-structure-of-cardiac-glycosides-The-basic-skeletons-of-cardenolides-and_fig1_262844279
https://www.researchgate.net/figure/Chemical-structure-of-cardiac-glycosides-The-basic-skeletons-of-cardenolides-and_fig1_262844279

3Na*
&
~ \&\
m.., -5 — Na*'
~ S
Na* K- ATPase s
; Na'/Ca®” izmjena
inhibicija
digoksina

http://www.farmacija.ucg.ac.me/admindoc/Kardiotonicni_glikozidi_2015.pdf

(preuzeto 16.08.2018.)

Slika 4. Mehanizam djelovanja sr¢anih glikozid

http://www.jelena-suran.com/predavanja/15.Farmakologija_kardiovaskularnog_sustava.pdf

(preuzeto 16.08.2018.)
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http://www.jelena-suran.com/predavanja/15.Farmakologija_kardiovaskularnog_sustava.pdf

1.5. BILJKE SA SRCANIM GLIKOZIDIMA

1.5.1 Crveni naprstak ili crvena pustikara

https://www.plantea.com.hr/crveni-naprstak/crveni-naprstak-7/
(preuzeto:16.08.2018.)

CARSTVO: Plantae

RED: Lamiales
PORODICA: Plantaginaceae
ROD: Digitalis
VRSTA: Digitalis purpurea

Dvogodisnja zeljasta biljka jednostavnih i dugih listova koji su prekriveni zljezdastim
dlac¢icama a glavni su izvori digotoksina. Raste na svjezim i vlaznim prostorima (Europa,
Sjeverna Amerika). Iako u medicini nalazi primjenu u lije¢enju sré¢anih slabosti ova biljka je
jako otrovna. Dva do tri osusena lista mogu biti smrtonosna $to znaci da je doza pri lijecenju
vrlo uska. Otrovi se nakupljaju u organizmu dok ne dosegnu odredenu koncentraciju.
Simptomi otrovanja su povracanje, mu¢nina, poremecaj sr¢anog ritma, a u nekim slucajevima

i smrt (6).

11


https://www.plantea.com.hr/crveni-naprstak/crveni-naprstak-7/

1.5.2. Purdica

https://www.plantea.com.hr/?s=%C4%91ur%C4%?91ica

(preuzeto: 16.08.2018.)

CARSTVO: Plantae

RED: Asparagales
PORODICA:  Asparagaceae
ROD: Convallaria
VRSTA: Convallaria majalis

Trajna zeljasta biljka bez listova, ugodnog mirisa. StaniSte joj je u cijeloj Europi i nekim
podruc¢jima Azije i Sjeverne Amerike. Jednom posadena vrlo lako se sama dalje razmnozava.
Cvjetovi su razli¢itih boja; zuti, ruzicasti, bijeli. Durdica je vrlo otrovna biljka posebno
cvjetovi 1 plodovi. Sadrzi konvalotoksin 1 konvalozid, glikozide koji u pravoj dozi pomazu
kod sr¢anih bolesti. Konzumiranje bobica uzrokuje povracanje, mucninu, ubrzani puls pa i

smrt. Jako je bitno nakon presadivanja dobro oprati ruke (6).

12


https://www.plantea.com.hr/?s=%C4%91ur%C4%91ica

1.5.3. Milica

https://www.plantea.com.hr/milica/milica-3/

(preuzeto: 16.08.2018.)

RED: Lamiales

PORODICA:  Scrophulariaceae

ROD: Gratiola
VRSTA: Gratiola officinalis

Trajna zeljasta biljka, pojedina¢nih cvjetova bez mirisa. Rasprostranjena je u Europi,
srediSnjoj Aziji i Sjevernoj Americi. Raste uz mocvare, u vodi, i na podru¢jima koja su
bogata dusikom. Ova otrovna biljka sadrZi sr¢ane glikozide, graciolin i graciotoksin ¢ija je
terapeutska doza vrlo uska. Simptomi otrovanja su smetnje vida, krvavi proljev, tesko disanje,
teSka oStecenja bubrega. U narodnoj medicini se koristila kao laksativ. Jako je opasnha za

zivotinje na ispasi (6).
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1.5.4. Kukurijek

https://www.plantea.com.hr/kukurijek/

(preuzeto: 16.08.2018.)

CARSTVO: Plantae

RED: Ranunculales
PORODICA: Ranunculaceae
ROD: Helleborus

Biljka iz roda trajnica koji je prvi vjesnik proljeca. Kako ima dekorativne cvjetove Cesto se
sadi u vrtovima. Sadrzi helebrin, a zabiljezena su otrovanja od mlijeka zivotinja koje su pasle

ove biljke (6).
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1.5.5. Morski luk

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Drimia_maritima_EnfoqueFlores 2010-10-
03_SierraMadrona.jpg (preuzeto: 22.08.2018.)

CARSTVO: Plantae

RED: Angiosperms
PORODICA: Asparagaceae
ROD: Drimia

VRSTA: Drimia maritima

Biljka koja raste iz velike lukovice koja moze biti Siroka do 20 cm. Ispod povrSine zemlje
moze se nalaziti 1 mnogo malih lukovica iz kojih u prolje¢e izniknu tamnozeleni, koZnati
listovi visine do 1 metar. U jesen rastu gusto rasporedeni cvjetovi, a listovi se suse. Najcesce
raste po Mediteranu gdje se i1 prilagodila suhoj i toploj klimi. Oprasuje se na dva nacina, uz
pomo¢ vjetra i kukaca. Svi dijelovi biljke su otrovni. Uporaba ove biljke je poznata starim
Egip¢anima, a Hipokrat ju je koristio u lijeenju konvulzija, zutice i astme. Morski luk se
Cesto koristio i kao laksativ. Vecéina zivotinja je izbjegava zbog gorkog okusa ali ne i Stakori
koji nakon konzumiranja podlijezu toksi¢nosti njenih glikozida. Ta njihova navika se
iskoristila u proizvodnji rodenticida. Zanimljivo je da je Pitagora proklijali morski luk u

proljece vjesao na kuéni prag protiv zlih duhova (6).
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1.5.6. Oleander

https://www.plantea.com.hr/oleander/oleander-0013/ (preuzeto: 16.08.2018.)

CARSTVO: Plantae
RED: Gentianales
PORODICA:  Apocynaceae
ROD: Nerium

VRSTA: Nerium oleander

Oleander je zimzeleni grm koji moze doseéi visinu do 6 metara. Ima glatke i duge grane te
ravne i kozaste listove sa srediSnjom vidljivom zilom. Cvjetovi su ruzicaste, Zute i bijele boje
a vjenci¢ je graden od pet latica. Dugacki plodovi (10 — 20 cm) smjeSteni su na dugackoj
stapci koja ima dva tobolca prepuna sjemenki a prekrivena su dugim smedim dlacicama.
Najcesc¢e raste na podrucju Mediterana, Afrike i1 sjeveroistoCne Azije. Za brzi rast odgovara
mu topla klima iako se uzgaja i u ku¢ama kontinentalnog podrucja. Ova biljka je jako otrovna
odnosno svaki njezin dio ( liS¢e, stabljika, cvjetovi i nektar) pogotovo za ljude, a poznati su i
slucajevi trovanja medom (nektarom) kojeg su pcele skupljale na cvijeu oleandera.
Preporucuje se izbjegavanje sadnje u blizini §kola i dje¢jih igralista. Stetno je i udisanje dima
od goruceg oleandera, jer nadrazuje sluznicu. Zabiljezena su brza uginu¢a domacih zivotinja i

stoke nakon otrovanja kao i otrovanja ljudi uslijed koriStenja grancica za Stapi¢e raznjica (6).
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Najveci problem veterinarske dijagnostike je odredivanje uzroka smrti kod zivotinja koje su
otrovane biljnim toksinima koje izazivaju ,,iznenadnu smrt“. Najbolja dijagnoza se postavlja
pronalaskom neprobavljenih dijelova biljke u gornjem dijelu probavnog sustava. Sto vise
vremena prolazi to je teze identificirati biljnu vrstu bez specificnih i1 selektivnih testova
(pregled urina ili metabolita). Znanstvenici su ispitivali utjecaj oleandera i avokada (Ciji
listovi su jako toksi¢ni za ptice) na puranima starim 21 dan. Nakon tri dana vecina ptica je
uginula, a ostale su eutanazirane. Uzeti su uzorci srca, krvi, jetre i bubrega, a najveca
oStecenja su primije¢ena upravo na sr¢anom misic¢u (11). Slucaj otrovanja 96 — ogodisnje zene
koja je primljena u bolnicu nakon konzumacije ¢aja od oleandera pokazao je da 5 — 15 listova
oleandrea sadrzi 5,8 ng /mL toksina koji je pronaden u krvi pacijentice. Ubrzo nakon smrti
obdukcijom nije potvrdena nikakva koronarna bolest. U bolnickom promatranju otrovanja
djece, u Australiji od 1972 — 1978. godine, gutanjem listova oleandra jedan sedmogodi$nji
pacijent je imao djelomiéni zastoj desne strane sréanog misi¢a $to je dovelo do tezeg
pumpanja krvi kroz srce; nakon nekog vremena simptomi su nestali. Ostalo troje djece koje
je primljeno u bolnicu nakon gutanja sjemena, listova ili plijesni nisu imala nikakve simptome
(12). Oleander ima veliku toksi¢nost s obzirom na dozu (1 list moze ubiti odraslu osobu
tijekom 1 sata) (6).

Ako dode do gutanja biljke postoje neke mjere lijecenja koje se provode kod laksih simptoma:
P gastricna dekontaminacija (aktivni ugljen)

» uporaba fizioloske otopine

» uporaba antiemetika

P obavezno reguliranje kalija u krvi (hipo ili hiperkalemija)

Kod tezih simptoma (aritmija) provode se ove mjere:

P bradiaritmija (Atropin)

P tahiaritmija (obi¢no jako loSa prognoza lijecenja)

Ova biljka se koristila 1 u narodnoj medicini prije vise od 3500 godina iako je bilo poznato da
je gutanje toksicno. Imala je jako veliku ,,vanjsku“ primjenu gdje nisu uoceni toksi¢ni

simptomi. U 15. stolje¢u prije Krista oleander se u kombinaciji sa slatkim korijenom Kkoristio
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protiv mamurluka. U Mezopotamiji se oleander koristio u razli¢ite svrhe: kod zmijskih ugriza,
menstrualne boli, psorijaze, razli¢itih koznih ekcema. Jako cesto se koristio kao abortiv,
sredstvo za ubojstvo i samoubojstvo. Simptomi otrovanja nakon oralnog uzimanja, inhalacije
ili puSenja su povracanje, usporen rad srca, plavljenje usana i koze, Sirenje zjenica, otezano
disanje te u slozenijim slucajevima smrt. Danas se na mnogim internetskim stranicama moze
naéi recept za kuhanje ,,oleanderske juhe* koja navodno pomaze bolesnicima s dijagnozom
karcinoma. U New Yorku 1993. godine su Cetiri muskarca umrla jer su koristila oleander kao
afrodizijak. Obdukcija je pokazala da se u njihovoj krvi nalazila jako velika koli¢ina
oleandrina. Oleander je pokazao obecavajuce rezultate u sprjeCavanju ishemijskog mozdanog
udara kod laboratorijskih zivotinja, a pokazuje i antikonvulzivne u¢inke. Koristi se u industriji

za proizvodnju baruta, kao organski insekticid i rodanid.

1.6. OLEANDRIN

Oleandrin je glavna aktivna komponenta u oleanderu.. On je vrlo jaki sréani glikozid

iako je u biljci pronadeno jo$ otprilike oko 30 potentnih glikozida (digitoksigenin, neriin).

HO

H,CO
Slika 5. Kemijska struktura oleandrina

http://cancerres.aacrjournals.org/content/60/14/3838 (preuzeto: 18.08.2018.)
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Tablica 2. Neka svojstva oleandrina (7)

Molekulska formula C32H1809

Molarna masa 576,72 g / mol

Mijere opreza pri rukovanju Obvezna zastitna maske, naocale, odjeca
Uvjeti skladistenja Zatvorene posude, suhi 1 prozracni prostori
Izgled kristala Bezbojni, gorkog okusa

Gustoca 1,261 g/ mL

Taliste 250°C

Opasnost za zdravlje Vrlo toksi¢an za ljude i Zivotinje
Topljivost u vodi 1,557mg/L

Raspadanje Pri zagrijavanju otpusta nadrazujuée pare

Oralno uzet oleandrin ima duze vrijeme poluraspadanja nego ako je uzet na drugacije nacine.
Oleandrin i njegovi metaboliti putuju po tijelu te se jako brzo akumuliraju u jetri, bubrezima i
mozgu jer lako prelaze mozdanu barijeru. Ako dode do prirodnog izlu€ivanja, §to ovisi o
koli¢ini, veéina se ukloni putem fecesa a manji dio urinom. Oleandrin pokazuje jako veliki
potencijal u lijeCenju razlicitih vrsta karcinoma. NajviSe se ispituje njegov ucinak na tumore
mozga jer je ta vrsta karcinoma vrlo progresivna, a ¢esto i neoperabilna. Laboratorijskim
misevim je transplantiran humani karcinom ili je uzgojen kod samih Zivotinja. Promatralo se
kako oleandrin djeluje te su uocilo da je otezao rast karcinoma, smanjio veli¢inu tumora i
proliferaciju stanica. Rezultati su pokazali da je jedan dio miSeva preZivio eksperiment
oleandrinom i to oni koji su tretirani citostaticima (temozolomid). Nema dvojbe da oleandrin
ima potencijal kojeg vrijedi istraZiti, ali za sada samo kao pomoc¢no sredstvo u lijeCenju

karcinoma (8).
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1.7. NEKI OSNOVNI POIMOVI U TOKSIKOLOGIJI:

» NOEL —doza kod koje se jos uvijek ne pojavljuje Stetan ucinak

» MDK — maksimalno dopustena koncentracija

» MDD - maksimalno dopustena dnevna doza

» MTD — minimalno toksi¢na doza ili maksimalno tolerantna doza

» ADI —doza toksi¢ne tvari koja se smatra prihvatljivom dnevnom dozom (nije opasna)

» LDsp — jednokratna doza pri kojoj ugiba 50% ispitivanih Zivotinja

» LCso — koncentracija pri kojoj ugiba 50% ispitivanih Zivotinja

» ED — ucinkovita doza » EC — ucinkovita koncentracija

» LDso—dozas 50% ucinka » [Cso — koncentracija s 50% ucinka

» TOKSIN — otrov koji je stvoren u zivom organizmu

» INTOKSIKACIJA — stanje organizma kada su u njemu prisutni toksini

» VENOM - toksin koji je nastao u zlijezdama venomne zivotinje (ose, pcele, pauci, zmije)
» TOKSICNOST — koli¢ina otrova koja pod odredenim uvjetima izaziva otrovanje ili smrt

» TERATOGENOST - svojstvo neke kemijske tvari da tijekom embrionalnog i fetalnog

razvoja izaziva promjene kod ploda

» MUTAGENOST - svojstvo neke kemijske tvari koja ima utjecaj na kromosome (promjene

na genetskoj informaciji)

» KARCINOGENOST - svojstvo neke tvari koja izaziva nekontrolirano bujanje tkiva te

metastaziranje

» BIOAKUMULACIJA - svojstvo neke tvari da se nakuplja u organizmu iz okolisa
» BIOMAGNIFIKACIJA — porast koncentracije Stetnih tvari kod organizama na viSem

stupnju hranidbenog lanca u usporedbi s nizim organizmima
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2. CILJ RADA

Cilj rad je ispitati koncentraciju oleandrina u listu oleandera u 10 uzoraka koji su uzeti u tri

zupanije na podru¢ju RH tijekom ozujka 2018. godine.
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3. MATERIJALI | METODE

U ovom radu ispitano je 10 uzoraka listova oleandera s podrucja tri zupanije RH koji

su prikupljeni tijekom mjeseca ozujka 2018. godine. (tablica 3).

Tablica 3. Geografsko podrucje prikupljenih uzoraka

Broj uzorka Mjesto Zupanija

1 Imotski Splitsko - dalmatinska
2 Otok Zut Sibensko - kninska
3 Solin Splitsko - dalmatinska
4 Supetar (Brac) Splitsko - dalmatinska
5 Skriljevec (Ivanec) Varazdinska

6 Brodarica Sibensko - kninska
7 Splitska (Brac) Splitsko - dalmatinska
8 Murter Sibensko - kninska
9 Kastel Suc¢urac Splitsko - dalmatinska
10 Split Splitsko - dalmatinska

3.1. PRIPRAVA UZORAKA ZA EKSTRAKCIJU |

Prikupljeni uzorci se najprije suse u susioniku oko 40 minuta pri 80° C te hlade u
eksikatoru oko 20 minuta (slika 6.). Uz pomo¢ elektricnog mlina samelju se u fini prah. Tako

pripremljeni uzorci su spremljeni u plasti¢ne tubice s dobrim ¢epom.

Oko 1 g praha odvaze se u plasti¢nu tubicu s dobrim ¢epom i ekstrahira s 10 mL otopine
metanola i vode koja je pripravljena u omjeru 9:1 (v/v). Plasti¢na tubica stavi se u ultrazvu¢nu
kupelj (slika 7.) pri temperaturi od 30°C i ekstrahira 15 minuta. Zatim se dobivena otopina pri

sobnoj temperaturi centrifugira pri 4000 okretaja / min 3 minute (slika 8.).
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Slika 6. Susionik ULM 400

Slika 7. UZ kupelj — Bandelin RK 100 H
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Slika 8. Centrifuga — Biofuge primo R Heraeus

Nakon centrifugiranja, dekantiranjem se odvoji supernatant od taloga. Postupak ekstrakcije se

ponovi jos jednom.

Spojeni ekstrakti se prebace u prethodno odvaganu tikvicu i upare do suha pri 45°C uz pomo¢

rotacijskog vakuum uparivaca (slika 9).
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Slika 9. Rotacijski vakuum upariva¢ — BUCHI Heatint Bath B — 490

Dobiveni upareni uzorak (slika 10.) se otopi u 10 mL smjese vode i acetonitrila koja je

pripravljena u omjeru 8:2 (v/v). Tako pripremljen uzorak je cuvan pri +4°C.

Slika 10. Upareni ekstrakt lista oleandera
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Neposredno prije HPLC analize u bodicu za injektiranje otpipetira se 200 uL bistrog dijela

prethodno pripremljenog ekstrakta i razrijedi s 800 pL smjese metanola i acetonitrila u omjeru

1:1. Injektira se 20 pL tako pripremljenog uzorka.

3.2. PRIPRAVA STANDARDA

5,0 mg oleandrina (PhytoLab GmbH & Co. KG, Germany) se otopi, u otopini metanol

/ acetonitril u omjeru 1:1, u odmjernoj tikvici od 10 mL. Razrjedivanjem osnovne otopine

koncentracije 500 mg / L dobivene su koncentracije u rasponu od 250 mg /L do 1,38 mg/ L.

3.3. HPLC UREDAJ

Uzorci su analizirani uz pomo¢ HPLC uredaja (slika 11), a sustav je upravljan uz

pomo¢ Total Chrom Navigator programa. Uvjeti analize uzoraka su prikazani u tablicama 4 i

5. Vrijeme analize uzorka je 30 minuta.

Tablica 4. Uvjeti HPLC uredaja za analizu, kolona Eclipse XDB — C18

Parametri

Uvjeti

Sastav mobilne faze

Acetonitril / voda : 37 / 63

(izokratno)

Protok 1,0 mL min*t
Nacin injektiranja Automatski
Injektirani volumen 20 puL

Kolona

Eclipse XDB — C18 (Agilent)
250 x 4,6 mm, 5 um

Temperatura kolone 30°C
Detektor uv
Valna duzina absorpcije 217 nm
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Tablica 5. Uvjeti HPLC uredaja za analizu, kolona Restek Pinnacle 1l — C8

Parametri Uvjeti
Sastav mobilne faze Acetonitril / voda : 40 / 60
(izokratno)
Protok 1,0 mL min!
Nacin injektiranja Automatski
Injektirani volumen 20 puL

Kolona

Restek Pinnacle Il — C8
150 x 4,6 mm, 5 pm

Temperatura kolone 30°C
Detektor uv
Valna duzina absorpcije 217 nm
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Slika 11. HPLC uredaj koristen za analizu uzoraka
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3.4. PRIPRAVA UZORAKA ZA EKSTRAKCIJU 11

Kako su signali za oleandrin u kromatogramima iz prve ekstrakcije bili maleni i
razvuceni napravljena je druga ekstrakcija na potpuno jednak nacin osim $to se na kraju
upareni ekstrakt otapa u 5 mL otopine metanola i acetonitrila u omjeru 1:1 (v/v) umjesto 10

mL kako je bilo napravljeno u prvoj ekstrakciji.
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4. REZULTATI

U sljede¢im tablicama prikazani su rezultati koncentracije oleandrina ispitivanih
uzoraka. U tablici 6. su rezultati analize uzoraka HPLC — om (uvjeti u tablici 4), a u tablici 7

su prikazani rezultati analize uzoraka pod drugim uvjetima (prikazani u tablici 5).

Tablica 6. Rezultati analize sadrzaja oleandrina u ekstraktu (kolona Eclipse XDB — C18)

Ekstrakcija 1 Ekstrakcija 2
Broj I I Srednja I I Srednja
uzorka vrijednost i vrijednost i
(mg/L) (Mg/L) | odstupanje | (MI/L) | (MI/L) | oystupanje u
u% %
1 14,99 15,08 15,03+0,05 88,17 91,21 89,69+1,52
(0,33%) (1,70%)
2 5,92 4,68 5,30+0,62 4,57 4,63 4,60+0,030
(11,70%) (6,52%)
3 23,01 24,07 23,54+0,53 27,88 31,11 29,50+1,61
(2,25%) (5,45%)
4 11,10 12,10 11,60+0,50 26,48 26,08 26,28+0,20(0,
(4,10%) 76%)
5 19,88 25,04 22,46+2,58 68,18 85,58 76,88+8,70
(11,48%) (11,31%)
6 10,66 8,53 9,60+1,06 19,10 20,45 19,77+0,68
(11,04%) (3,44%)
7 8,24 7,21 7,72+0,52 10,61 11,87 11,24+0,63(5,
(6,73%) 60%)
8 5,94 4,48 5,21+0,73 4,47 4,40 4,43+0,04
(14,01%) (0,90%)
9 1,19 1,15 1,17+0,02 7,89 8,52 8,20+0,32
(1,71%) (3,90%)
10 34,16 34,67 34,41+0,26 27,83 34,91 31,37+3,54(11
(0,75%) ,28%)
Srednje odstupanje u % 6,41 % Srednje odstupanje u % 5,08 %
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Tablica 7. Rezultati analize sadrzaja oleandrina u ekstraktu (kolona Restek Pinnacle 11 — C8)

Ekstrakcija 1 Ekstrakcija 2

Broj I I Srednja I I Srednja

uzorka vrijednost i vrijednost i

(mg/L) (Mg/L) | odstupanje | (MI/L) | (MI/L) | ogstupanje

u% u%

1 11,42 11,51 11,46+0,05 84,73 78,11 81,42+3,31
(0,43%) (4,06%)

2 13,45 15,09 14,27+0,82 15,36 15,59 15,47+0,12
(5,74%) (0,77%)

3 7,58 7,75 7,66+0,09 38,80 38,86 38,83+0,03
(1,17%) (0,07%)

4 20,75 19,63 20,19+0,56 24,91 27,68 26,30+1,38
(2,77%) (5,26%)

5 33,52 33,66 33,59+0,07 90,26 89,09 89,67+0,58
(0,21%) (0,65%)

6 9,44 9,38 9,41+0,03 16,66 16,76 16,71+0,05
(0,32%) (0,30%)

7 13,83 13,99 13,91+0,08 23,53 23,98 23,75+0,22

(0,57%) (0,95)

8 9,65 9,67 9,66+0,01 17,54 17,38 17,46+0,08
(0,10%) (0,46%)

9 10,83 10,92 10,87+0,04 12,86 12,96 12,91+0,05
(0,41%) (0,38%)

10 30,63 30,59 30,61+0,02 45,51 46,58 46,04+0,53
(0,06%) (1,16%)

Srednje odstupanje u % 1,17 % Srednje odstupanjeu % | 1,40 %
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U tablicama 8 i 9 su prikazane koncentracije oleandrina u suhom listu iz dvije ekstrakcije

nakon analize kolonom Eclipse XDB — C18, a tablice 10 i 11 prikazuju koncentracije

oleandrina u suhom listu iz istih ekstrakata nakon analize kolonom Restek Pinnacle 11 — C8.

Tablica 8. Koncentracija oleandrina u suhoj tvari (ekstrakcija I), kolona Eclipse XDB — C18

Uzorak Koncentracija Masa Koncentracija
(ekstrakcija I) | oleandrinau suhog oleandrina u suhom
ekstraktu (mg/L) | lista(g) | listu (ug/g)

1 15,03 1,00 751,50
2 5,30 1,02 259,80
3 23,54 1,00 1177,00
4 11,60 1,01 574,25
5 22,46 1,01 1111,85
6 9,60 1,01 475,20
7 7,72 1,00 386,00
8 521 1,01 257,90
9 1,17 1,00 58,50
10 34,41 1,01 1703,46

Tablica 9. Koncentracija oleandrina u suhoj tvari (ekstrakcija Il), kolona Eclipse XDB — C18

Uzorak Koncentracija Masa Koncentracija
(ekstrakcija Il) | oleandrina u suhog oleandrina u suhom
ekstraktu (mg/L) | lista(g) | listu (ug/g)

1 89,69 0,98 2288,00
2 4,60 1,00 115,00
3 29,50 1,00 737,50
4 26,26 1,00 656,50
5 76,88 1,02 1884,30
6 19,77 1,01 489,35
7 11,24 1,02 275,45
8 4,43 1,00 110,75
9 8,20 1,00 205,00
10 31,37 1,02 768,85

31



Tablica 10. Koncentracija oleandrina u suhoj tvari (ekstrakcija 1), kolona Restek Pinnacle Il —
C8

Uzorak Koncentracija Masa Koncentracija
(ekstrakcija I) | oleandrinau suhog oleandrina u suhom
ekstraktu (mg/L) | lista(g) | listu (ug/g)

1 11,46 1,00 573,00
2 14,27 1,02 699,50
3 7,66 1,00 383,00
4 20,19 1,01 999,50
5 33,59 1,01 1662,85
6 9,41 1,01 465,80
7 13,91 1,00 695,50
8 9,66 1,01 478,20
9 10,87 1,00 543,50
10 30,61 1,01 1515,35

Tablica 11. Koncentracija oleandrina u suhoj tvari (ekstrakcija 11), kolona Restek Pinnacle Il —
C8

Uzorak Koncentracija Masa Koncentracija
(ekstrakcija Il) | oleandrina u suhog oleandrina u suhom
ekstraktu (mg/L) | lista(g) | listu (ug/g)

1 81,42 0,98 2077,05
2 15,47 1,00 386,75
3 38,83 1,00 970,75
4 26,30 1,00 657,50
5 89,67 1,02 2197,75
6 16,71 1,01 413,60
7 23,75 1,02 582,10
8 17,46 1,00 436,50
9 12,91 1,00 322,75
10 46,04 1,02 1128,40
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5. RASPRAVA

Koli¢ine oleandrina u suhom listu kre¢u se od 58,50 ug/g u uzorku broj 9 (Kastel
Sucurac) do 1703,46 ug/g u uzorku broj 10 (Split). Dobivene vrijednosti su rezultat prve
ekstrakcije (tablica 8). Iako su ova dva podruéja relativno geografski blizu iz mase oleandrina

mozemo zakljuciti da uvjeti staniSta (mikrolokacija) utjecu na koli¢inu oleandrina.

Kod druge ekstrakcije (tablica 9), s nesto promijenjenim uvjetima analize, vrijednosti se krecu
od 110,75 pg/g u uzorku broj 8 (Murter) do 2288,00 ug/g u uzorku broj 1 (Imotski). Potrebno

je napomenuti da je uzorak broj 1 uzet van grada.

Dobiveni rezultati analize (tablica 10) s drugom vrstom kolone (Restek Pinnacle 1l — C8) se
kreéu od 383,00 pg/g u uzorku broj 3 (Solin) do 1662,85 pg/g u uzorku broj 5 (Skriljevec).

Iz tablice 11 je vidljivo da je koli¢ina oleandrina najmanja u uzorku broj 9 (Kastel Sucurac)
322,75 pg/g, a najveca vrijednost je 2197,75 pg/g u uzorku broj 5 (Skriljevec). Uzorak 5 je
uzet u Varazdinskoj Zupaniji pa ponovno mozemo zakljuciti da uvjeti stanista (mikrolokacija)
utjecu na koli¢inu oleandrina. Suprotno ocekivanjima da bi najviSe oleandrina moglo biti u
uzorcima prikupljenim na hrvatskoj obali, najvise oleandrina ima u uzorku iz kontinentalne

Hrvatske (Varazdinska zupanija).

Dobivene rezultate moguce je usporediti s radom gdje su se ispitivale koncentracije
oleandrina u listu, cvijetu i stabljici na 25 lokacija u Alziru (13). U tom ispitivanju najniza
koncentracija oleandrina je bila 235,00 pg/g, a najvisa 3913,00 pg/g. Vazno je napomenuti da
su se rasponi koncentracija oleandrina unutar jednog uzorka kretali u omjerima od skoro 1:5,

377:1665 ng/g. U radu nije navedeno Koliko je ekstrakcija napravljeno na jednom uzorku.

Slika 12 prikazuje retencijsko vrijeme oleandrina u ispitivanju iz Alzira ¢ija vrijednost je 6,74
minute. Interesantno je primijetiti da je signal oleandrina poprili¢no S$irok, razvucen $to

otezava integraciju signala.

Na koloni C-18 koja je koristena u radu iz Alzira usprkos promjeni polarnosti otapala,
temperature kolone i protoka mobilne faze nismo uspjeli dobiti ostrije signale za oleandrin.
Zbog toga smo promijenili kolonu na kojoj smo provodili kromatografsko odredivanje; do

tada smo radili na koloni C-18 kakva je bila preporucena u prethodno spomenutom radu (13).
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Uzevsi polarniju kolonu (Restek Pinnacle Il — C8) smanjili smo retencijsko vrijeme
oleandrina, u odnosu na CI18 kolonu, i znacajno suzili §irinu signala za oleandrin i time

znacajno popravili standardno odstupanje rezultata.

Sirinu signala smo s oko dvije minute smanjili na oko jednu minutu (slike 13 i 14), a
standardno odstupanje rezultata, zbog toga jer su signali za oleandrin oStriji (slike 15 i 16), s
6,41 % na 1,17 % za prvu ekstarkciju odnosno s 5,08 % na 1,40 % za drugu ekstarkciju
(tablice 61 7).
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Slika 12. Kromatogram ispitivanja u Alziru preuzeto iz (13)
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Slika 13. Kromatogram standarda (kolona Eclipse XDB — C18)
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Slika 14. Kromatogram standarda (kolona Restek Pinnacle Il — C8)
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Slika 16. Kromatogram uzorka broj 6 (kolona Restek Pinnacle Il — C8)
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6. ZAKLJUCAK

1. U ispitivanim uzorcima lista oleandera sadrzaj oleandrina je bio od 58,50 pg/g do 1703,46
ng/g kod prve ekstrakcije, te 110,75 pg/g do 2288,00 pg/g kod druge ekstrakcije (kolona
Eclipse XDB — C18). Kod analize s drugom kolonom (Restek Pinnacle Il — C8), kod prve
ekstrakcije sadrzaj oleandrina u uzorcima je bio 383,00 pg/g do 1662,85 ng/g, a kod druge
ekstrakcije 322,75 pg/g do 2197,75 pg/g, sto je usporedivo s rezultatima koji su provedeni u
Alziru gdje je sadrzaj oleandrina bio od 235,00 pg/g do 3913,00 pg/g.

2. Najveca varijacija u ispitivanjima je kvaliteta ekstrakcije jer unutar paralelnih ekstrakcija
istog uzorka rezultati znacajno variraju, kako u nasem tako i u ispitivanju provedenom u

AlZiru te u budu¢im ispitivanjima treba posebnu paznju posvetiti ekstrakciji lista.

3. Koristenjem polarnije C-8 kolone u odnosu na manje polarnu C-18 znacajno smo popravili
izgled signala za oleandrin te time popravili standardno odstupanje, a u konacnici popravili

preciznost metode.
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8. SAZETAK

Naslov ovog diplomskog rada je ,,Odredivanje oleandrina u listu oleandera (Nerium
Oleander L.)“.
Cilj: Odrediti masu oleandrina u suhoj tvari lista oleandera u 10 uzoraka prikupljenih u tri
zupanije RH
Metode: Uzorci su ispitivani HPLC tehnikom nakon ekstrakcije oleandrina smjesom otapala
iz suSenog lista oleandera. Napravljene su dvije ekstrakcije uz mijenjanje nacina ekstrakcija i
uvjeta kromatografije.
Rezultati: Dobivene vrijednosti kod obje ekstrakcije pokazuju velike razlike u dobivenim
masama oleandrina u suhoj tvari koji su prikazani u tablicama 8 i 9, a usporedive su sa
rezultatima sli¢ne studije provedene u Alziru
Zakljucak: Pri odredivanju oleandrina posebnu paznju treba posvetiti ekstrakciji i za HPLC
analizu koristit polarnije C-8 kolone.

Kljucne rijeci: toksikologija, toksini, sréani glikozidi, oleander, oleandrin
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9. SUMMARY

Title of this master’s thesis is "Determination of oleandrine in a leaf of oleanders
(Nerium Oleander L.)".
Objective: To determine mass of oleandrin in dry leaves of Oleander in 10 samples collected
in three regions in Croatia.
Methods: Samples are examined with HPLC technique after extraction of oleandrin with
mixture of solvents from dry leaves of Oleander. We made two different extractions and
changed conditions in chromatography.
Results: Results for both extractions shows great differences in obtained mass of oleandrin in
dry matter which are presented in tables 8 and 9, and comparable to results obtained in similar
studies in Algeria.
Conclusion: At determining oleandrin special care must be used in extraction and in HPLC

need to be used more polar C-8 column.

Keywords: toxicology, toxins, cardiac glycosides, Oleander, oleandrin
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