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Izvod 

Velika, Zapadna, Južna Morava, kao i Sava, Kolubara i Barička reka su pod značajnim 

uticajem komunalnih i industrijskih otpadnih voda. Ciljevi studije su procena genotoksičnog 

potencijala analiziranih lokaliteta i ispitivanje osetljivosti primenjenih biotestova i pristupa 

istraživanja. Studija slučaja Velika Morava obuhvatila je veliko ispitivano područje na osam 

lokaliteta na Velikoj, Zapadnoj i Južnoj Moravi, a u studiji Sava ispitivano je tri prostorno 

bliska lokaliteta koji su pod različitim pritiscima zagađenja. U in silico pristupu na osnovu 

literaturnih podataka analiziran je toksični/genotoksični potencijal jedinjenja detektovanih u 

vodi. Ex situ/in vitro pristup obuhvatio je ispitivanje genotoksičnog potencijala pomoću 

SOS/umuC testa, kao i primenom alkalnog komet testa na HepG2 ćelijskoj liniji. U in situ/in 

vivo istraživanju analizirano je DNK oštećenje ćelija krvi vrste Alburnus alburnus (uklija) 

pomoću alkalnog, Fpg-modifikovanog komet testa i mikronukleus testa. Rezultati su pokazali 

različitu osetljivost zavisno od upotrebljenih testova i pristupa, ali i različit odgovor kod uklija 

u zavisnosti od tipa zagađenja na lokalitetima. In silico i ex situ/in vitro pristupi su pokazali niži 

stepen osetljivosti u odnosu na in situ/in vivo testove, a alkalni komet test je pokazao najveći 

potencijal u diskriminaciji lokaliteta. Utvrđeno je da uklija može biti pouzdan bioindikator u 

ekogenotoksikološkim istraživanjima velikih ravničarskih reka. 

Ključne reči: velike ravničarske reke, ekogenotoksikološka istraživanja, in silico pristup, ex 

situ pristup, in situ pristup, Alburnus alburnus. 

Uvod 
 Velika, Zapadna i Južna Morava, kao i Sava, Kolubara i Barička reka su pod jakim 

antropogenim pritiscima s obzirom da se pojedini delovi njihovih tokova odlikuju gustom 

naseljenosti i/ili intenzivnim poljoprivrednim i industrijskim aktivnostima. Iz tog razloga, 

komunalne i industrijske otpadne vode, kao i agensi koji se koriste u poljoprivredi predstavljaju 

glavne izvore zagađenja ovih reka. Međutim, ravničarske reke se često karakterišu velikim 

dilucionim kapacitetima, što dovodi do razblaženja zagađujućih agenasa, te standardnim 

hemijskim analizama često ne mogu biti detektovana jedinjanja koja su u vodi prisutna u 

niskim koncentracijama (ng/l, µg/l). Sa druge strane, pojedini ksenobiotici mogu i u niskim 

koncentracijama indukovati promene u organizmima, a neki od njih se mogu akumulirati i 

biomagnifikovati u lancu ishrane, što predstavlja dodatni rizik po zdravlje kako organizama 

koji naseljavaju akvatičnu sredinu, tako i onih koji se njima hrane [1].  

 Imajući u vidu finansijska ograničenja, kao i dostupnost savremene analitičke opreme, u 

okviru nadzornog monitoringa nije moguće identifikovati sve agense koji su prisutni u vodi. 

Pored toga, hemijske analize ne mogu pružiti informacije o mogućim kumulativnim ili 

antagonističkim efektima hemijskih agenasa na organizme. Sa druge strane, analiza biomarkera 

na nižim nivoima biološke organizacije (molekuli, ćelije) može ukazati na uticaj ksenobiotika 

na biološke sisteme i pre nego što se taj uticaj odrazi na nivou populacije ili čak na nivou datog 
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ekosistema. Oštećenje DNK molekula je važan biomarker, s obzirom da se ova oštećenja 

mogu negativno odraziti ne samo na nivou ćelije i/ili organizma, već mogu uticati i na strukturu 

populacije. 

 Danas postoji veliki broj biotestova i pristupa koji se koriste u ekogenotoksikološkim 

istraživanjima akvatičnih ekosistema. Jedan od najčešće korišćenih testova za detekciju 

toksičnog i genotoksičnog efekta kod prokariota je SOS/umuC test na bakterijskom soju 

Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002 [2]. Za detekciju genotoksičnog efekta na 

eukariotskim ćelijama, često se koristi alkalni komet test jer omogućava detekciju biomarkera 

izlaganja [3]. Takođe, razvijen je i tzv. Fpg-modifikovani komet test koji podrazumeva tretman 

ćelija enzimom foramidopirimidin glikozilazom (Fpg), što omogućava detekciju i DNK 

oštećenja koja su posledica oksidativnog stresa [4]. Sa druge strane, mikronukleus test 

omogućava detekciju biomarkera efekta [5]. Dodatno, istraživanja se mogu sprovoditi u in vitro 

uslovima, često na različitim tipovima ćelijskih linija, odnosno u in vivo uslovima, na različitim 

grupama organizama. Pored toga, istraživanja se mogu sprovoditi u in situ uslovima, odnosno u 

životnoj sredini, ali i ex situ, u laboratorijskim uslovima. Poslednjih godina često se primenjuje 

in silico pristup, koji se zasniva na predikciji biološke aktivnosti hemijskih agenasa na osnovu 

njihove strukture [6]. Uprkos velikom broju biotestova i pristupa, za sada ne 

međulaboratorijska kalibracija pojedinih metoda, niti postoji usaglašenost naučne zajednice o 

preporukama koje testove i pristupe bi trebalo primeniti u ekogenotoksikološkim istraživanjima 

akvatičnih ekosistema.  

 Imajući u vidu da su analizirane reke pod uticajem različitih tipova tačkastih i difuznih 

izvora zagađenja, jedan od osnovnih ciljeva istraživanja je procena genotoksičnog potencijala 

ispitivanih lokaliteta. Pored toga, ispitivana je osetljivost in vitro i in vivo biotestova koji se 

koriste u ekogenotoksikološkim istraživanjima velikih ravničarskih reka. Studija u slivu Velike 

Morave obuhvatila je prostorno veliko područje istraživanja sa ukupno osam lokaliteta, dok je 

studija u slivu Save rađena na tri prostorno bliska lokaliteta. U okviru in vitro pristupa ispitivan 

je toksični i genotoksični potencijal nativnih uzoraka vode SOS/umuC testom i alkalnim komet 

testom na HepG2 ćelijskoj liniji. In situ istraživanje rađeno je na vrsti Alburnus alburnus 

(uklija), a za analizu genotoksičnog efekta korišćena je krv u alkalnom komet, Fpg-

modifikovanom komet i mikronukleus testu. Na osnovu podataka godišnjeg monitoringa 

(podaci preuzeti od Agencije za zaštitu životne sredine Republike Srbije - SEPA i Gradskog 

zavoda za javno zdravlje Beograd - GZZZJ Beograd) i analizom literaturnih podataka vršena je 

procena zagađenja ispitivanih lokaliteta i njihov toksični potencijal.  

Eksperimentalni deo 

Opis područja istraživanja 

Studija slučaja Velika Morava sprovedeno je tokom avgusta i septembra 2016. godine. 

Na Velikoj Moravi su odabrana dva lokaliteta (nizvodno od Svilajnca, VM1, i nizvodno od 

Požarevca, VM2) i po tri lokaliteta na Zapadnoj Moravi (lokalitet u ataru sela Obrve, ZM1, 

zatim nizvodno od Kralјeva, ZM2, i u ataru sela Uglјarevo, ZN3) i Južnoj Moravi (nizvodno od 

Leskovca, JM1, u ataru sela Batušinac, JM2, i kod Stalaća, JM3). Kao bazalne (“referentne”) 

vrednosti genotoksičnog odgovora kod uklija korišćeni su podaci iz studije Kolarević i sar. [7] 

koji su dobijeni za lokalitet uzvodno od Šapca na Savi (RS), s obzirom da je u datom slučaju 

utvrđen najniži nivo genotoksičnog odgovora kod ove vrste. 

Studija slučaja Sava sprovedena je u aprilu 2019. godine na prostorno bliskim 

lokalitetima: lokalitet Sava Zabran (nalazi se na obali obrenovačkog izletišta Zabran, SZ), ušće 

Kolubare (UK, nalazi se nizvodno od lokaliteta SZ i nizvodno od ispusta otpadnih voda iz 

Obrenovca) i ušće Baričke reke (UB, nalazi se nizvodno od lokaliteta UK, u Baričku reku 

ispuštaju se komunalne i industrijske otpadne vode naselja Barič).  

In silico pristup 

 Iz SEPA i GZZJZ Beograd baze podataka preuzeti su podaci fizičko-hemijskih i 

hemijskih parametara merenih tokom godišnjeg nadzornog monitoringa na mernim stanicama 
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koje su najbliže ispitivanim lokalitetima. Pregledom literature je utvrđeno koji analizirani 

hemijski parametri poseduju toksični/genotoksični potencijal. Detektovane koncentracije kao i 

najniže koncentracije za koje je pretpostavljeno da ne indukuju efekat (engl. predicted non-

effect concentration, PNEC; podaci preuzeti iz ECHA i NORMAN baze podataka) korišćene su 

za računanje sume jedinica toksičnosti (engl. sum of toxic units, SumTU) [8] i procenu 

toksičnog/genotoksičnog potencijala vode sa ispitivanih lokaliteta. 

Ex situ pristup 

U okviru studije slučaja Velika Morava ispitivan je cito/genotoksični potencijal nativnih 

uzoraka vode u ex situ/in vitro istraživanju. Primenom SOS/umuC testa testirani su uzorci sa 

(S9+) i bez metaboličke aktivacije (S9-) prema proceduri koji su opisali Žegura i sar. [9]. 

Vijabilnost HepG2 ćelija nakon tretmana uzorcima vode utvrđena je diferencijalnim bojenjem 

akridin oranž/etidijum bromid [10]. U slučaju kada je vijabilnost manja od 70 %, smatra se da 

su uzorci citotoksični i isključuju se iz dalje analize. Tretman HepG2 ćelija i alkalni komet test 

izvedeni su na način koji je detaljno opisan u studiji Kračun-Kolarević i sar. [11]. Primenom 

fluorescentnog mikroskopa i programa Comet IV Computer Software (Perceptive Instruments, 

UK) analizirana su DNK oštećenja, a parametar intenzitet repa komete (engl. Tail Intensity, TI 

(%)) je korišćen za kvantifikaciju DNK oštećenja.  

In situ pristup 

 U obe studije sa svakog lokaliteta uzorkovano je po 10 jedinki uklija, a krv jedinki je 

korišćena u genotoksikološkim analizama. U slučaju studije Velika Morava, uzorci krvi su 

krioprezervirani kao što je prethodno opisano u radu Kračun-Kolarević i sar. [11], dok su u 

studiji Sava uzorci krvi obrađeni istog dana. Diferencijalnim bojenjem je određena vijabilnost 

ćelija, nakon čega je urađen alkalni komet test prema ranije opisanoj proceduri [10]. U slučaju 

studije Velika Morava, pored alkalnog komet testa, urađen je i Fpg-modifikovani komet kao što 

je detaljno opisano u studiji Kračun-Kolarević i sar. [11]. Dodatno, u obe studije rađen je 

mikronukleus test, u okviru koga je analizirana učestalost mikronukleusa u ćelijama krvi (MN 

‰), po proceduri objašnjenoj u doktorskoj disertaciji Jovanović Marić [10].  

Rezultati i diskusija 

In silico analiza 

U studiji Velika Morava od ukupno 68 hemijskih parametara koji su praćeni i 

detektovani redovnim monitoringom, za 28 parametara je utvrđeno da poseduju toksični 

potencijal (pesticidi, metali, metaloidi, policiklični aromatični ugljovodonici, 4-nonilfenol). 

Uzimajući u obzir prosečne godišnje koncentracije i PNEC vrednosti, najveća SumTU vrednost 

je dobijena za lokalitet JM3, što ukazuje na najveći toksični potencijal vode na datom 

lokalitetu. Najniža SumTU vrednost je dobijena na lokalitetu ZM1 (Slika 1A). 

U studiji Sava, na osnovu podataka hemijskih parametara koji su detektovani tokom 

monitoringa, toksični potencijal je utvrđen za osam parametara (pesticidi, metali i metaloidi). 

Na osnovu ovih parametara, najveća SumTU vrednost dobijena je za lokalitet UK, dok je 

najniža zabeležena za SZ (Slika 1A). 

In silico analizom utvrđeno je da hemijski agensi koji poseduju toksičan, poseduju i 

genotoksičan potencijal, a mehanizam dejstva većine analiziranih parametara je indukcija 

oksidativnog stresa. 

Ex situ pristup 

U SOS/umuC testu nije detektovan ni citotoksičan i genotoksičan efekat ispitivanih 

uzoraka sa i bez metaboličke aktivacije u slivu Velike Morave. Rezultati ovog i prethodnih 

istraživanja [7, 9], kao i preporučena koncentracija pozitivne kontrole benzo(a)pirena koja je 

300 puta veća u odnosu dozvoljenu u vodi [12] ukazuju na upitnu osetljivost testa u analizi 

nativnih uzorka vode.  

Nakon tretmana HepG2 ćelija nativnim uzorcima rečne vode nisu zabeleženi toksični i 

genotoksični efekati. Jedan od razloga za to može biti sama metodologija. Odnosno, po 

protokolu finalna koncentracija nativnih uzoraka u samom tretmanu je 30 % od ukupne 
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zapremine medijuma u kojem se ćelije tretiraju (engl. relative enrichment factor – 

REF=0.3). U prilog pretpostavci da je za analizu uzoraka rečne vode neophodno vršiti njihovo 

koncentrisanje do većih REF-ova govori i studija Feretti i sar. [13] gde je detektovan 

genotoksični efekat, ali pri REF 200, 400 i 600.  

In situ pristup  

U studiji Velika Morava, vijabilnost ćelija krvi uklija iznosila je iznad 70 %. Kao i u 

prethodnim istraživanjima, i u ovom istraživanju rezultati ukazuju da krioprezervacija ne 

smanjuje vijabilnost ćelija krvi [7, 11]. Sa druge strane, u slivu Save, vijabilnost uzoraka krvi 

dve jedinke sa SZ i četiri sa UK bila je niža od 70 %, zbog čega su ovi uzorci isključeni iz 

genotoksikoloških analiza. 

U alkalnom komet testu najveći nivo DNK oštećenja u studiji Velika Morava 

detektovan je na lokalitetu ZM1, a najniži na JM2 (Slika 1B). Utvrđena je statistički značajna 

razlika između TI (%) vrednosti kontrolnog, RS, i ostalih lokaliteta, izuzev JM2. Zanimljivo je 

da je najveća TI (%) vrednost zabeležena na lokalitetima za koje je utvrđeno da nisu pod 

uticajem toksičnih i genotoksičnih agensa prema in silico analizi i SumTU vrednostima. To se 

posebno uočava u slučaju ZM1 i ZM3 koji se ne nalaze neposredno nizvodno od gradskih 

naselja, zbog čega se može pretpostaviti da su u indukciji DNK oštećenja učestvovali i agensi 

čije prisustvo nije praćeno tokom redovnog monitoringa. Slično je pokazano i u studiji u kojoj 

je zabeleženo značajno povećanje DNK oštećenja u ćelijama krvi šarana (Cyprinus carpio) na 

lokalitetu uzvodno od ispusta otpadnih voda Novog Sada u odnosu na kontrolnu grupu [14], pri 

čemu je na ispitivanom lokalitetu prema dostupnim podacima hemijskih analiza koncentrisanog 

uzorka vode utvrđeno da nije pod značajnim uticajem zagađenja. 

Najveći udeo 8-okso guanina (8-oxoG) u Fpg-modifikovanom komet testu utvrđen je na 

lokalitetu JM1, a najniži na JM2 (Slika 1B). S obzirom da se neto 8-oxoG smatra indikatorom 

uticaja oksidativnog stresa na indukciju DNK oštećenja [11], možemo zaključiti da je jedino na 

lokalitetu JM2 oksidativni stres imao značajnu ulogu u indukciji DNK oštećenja. Nije utvrđena 

statistički značajna korelacija između TI (%) vrednosti dobijenih alkalnim i Fpg-

modifikovanim komet testom, a slični rezultati su dobijeni studiji Kolarević i sar. [7]. Iako su u 

vodi na lokalitetima detektovani agenasi koji mogu indukovati oksidativni stres (metali, 

metaloidi, pesticidi, itd.), odsustvo korelacije između TI (%) vrednosti dobijenih u alkalnom i 

Fpg-modifikovanom komet testu ukazuje da su na nastanak DNK oštećenja uticali i agensi čiji 

mehanizam dejstva nije indukcija oksidativnog stresa. 

U studiji Sava, alkalnim komet testom detektovan je visok nivo DNK oštećenja na 

lokalitetima UK i UB, dok je najniži nivo zabeležen na SZ (Slika 1B). Utvrđena je statistički 

značajna razlika poređenjem TI (%) vrednosti sa SZ i ostala dva lokaliteta. Na lokalitetima UK 

i UB zabeležene su i visoke SumTU vrednosti u odnosu na SZ, što ukazuje da su hemijski 

agensi koji su detektovani tokom monitoringa i za koje je utvrđen toksični potencijal, 

verovatno uticali i na indukciju DNK oštećenja. Takođe, na UK i UB uočene su i visoke 

koncentracije organskog zagađenja koje ukazuju na uticaj komunalnih otpadnih voda na ovim 

lokalitetima. Dobijeni rezultati su u skladu sa literaturnim podacima [14], u kojoj je takođe 

zabeležen visok nivo DNK oštećenja u ćelijama krvi šarana na lokalitetu koji se nalazi 

nizvodno od kolektora otpadnih voda u odnosu na lokalitet koji su se nalazi uzvodno. 

U studiji Velika Morava nije zabeležena statistički značajna razlika u učestalosti MN u 

ćelijama krvi uklija između RS i ostalih lokaliteta (Slika 1C). U studiji Deutschmann i sar. [15] 

takođe je analizirana učestalost MN u ćelijama krvi uklija na 18 lokaliteta na Dunavu, a 

statistički značajna razlika u odnosu na referentne vrednosti dobijena je samo za jedan lokalitet. 

U studiji Sava, najveći broj MN detektovan je u ćelijama krvi sa lokaliteta UB (Slika 1C), 

a statistički značajna razlika je utvrđena jedino poređenjem ovog lokaliteta sa SZ i UK. Na UB 

učestalost MN bila je veća u odnosu na rezultate studije na Savi [7], Dunavu [15] i studiji 

slučaja Velika Morava, gde je ukupno ispitivano 38 lokaliteta, pri čemu je stopa učestalosti MN 

na UB bila viša u odnosu na 35 lokaliteta. Dobijeni rezultati mogu biti posledica uticaja 
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hemijskih agenasa na lokalitetu UB koji mogu biti poreklom iz komunalnih i industrijskih 

otpadnih voda naselja Barič, ali i malog protoka Baričke reke. 

U obe studije nije utvrđena statistički značajna korelacija TI % vrednosti dobijenih u 

alkalnom komet testu i učestalosti MN, a rezultati su u skladu sa studijom Kračun-Kolarević i 

sar. [11] u kojoj takođe nije dobijena korelacija između ova dva parametra. Jedan od razloga 

odsustva korelacije može biti tip oštećenja koje se detektuje mikronukleus testom, odnosno 

trajnim oštećenjima (klastogene i/ili aneugene promene). U skladu sa tim, može se pretpostaviti 

da je nastanak MN u ćelijama krvi uklija sa ispitivanih lokaliteta redak događaj jer su, u većini 

slučajeva, oštećenja nastala na genetičkom materijalu bila uspešno ispravljena.  

 
Slika 1. SumTU vrednosti (A), nivo DNK oštećenja detektovano u alkalnom komet testu (TI % vrednosti 

± standardna greška), Fpg-modifikovanom komet testu (neto 8-oxoG) (B) i mikronukleus testu 

(učestalost MN‰ ± standardna greška) (C), * označava statistički značajnu razliku u odnosu na 

kontrolni lokalitet. 

Zaključak 

Studije slučaja Velika Morava i Sava pružile su sveobuhvatne podatke o genotoksičnom 

potencijalu ispitivanih lokaliteta na osnovu kojih je utvrđeno da su lokaliteti pod različitim 

stepenom zagađenja. Poređenjem SumTU vrednosti i rezultata biotestova uočeno je da se in 

silico analizom ne može u potpunosti predvideti nivo biološkog odgovora na dejstvo 

genotoksičnih agenasa koji su prisutni u vodi. Takođe, rezultati ex situ/in vitro istraživanja su 

pokazali da biotestovi nisu pokazali visok stepen osetljivosti u detekciji cito/genotoksičnog 

efekta nativnih uzoraka vode, te da se u ovim biotestovima može očekivati odgovor u slučaju 

testiranja nativnih uzoraka jako zagađenih lokaliteta, kao što su npr. neprerađene otpadne vode, 

ili koncentrisanih uzoraka vode. Sa druge strane, in situ/in vivo testovi omogućili su 

kompletniji uvid u genotoksični potencijal lokaliteta, a alkalni komet test se pokazao kao 

osetljiva metoda u detekciji genotoksičnog efekta u ćelijama krvi uklija. Prema našim 

saznanjima, studija Sava je prvo istraživanje u kome je utvrđeno da je uklija pouzdan 
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bioindikator u diskriminaciji prostorno bliskih lokaliteta koji su pod različitim uticajem 

zagađenja.  
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