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content (1-5%). Ricin is also thought to be a
potential weapon of bioterrorism and taking into
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been wused for the construction of the
immunotoxins against tumor cells in the therapy
of malignant diseases. Numerous poisonings
using ricin have been documented, not only
accidental poisoning, but also in case of suicides
and homicides. In those cases, intact ricin seeds
or extracted ricin were used.

Apart from ricin, castor oil plants also
contain a toxic alkaloid ricinine (0.3-0.8%).
Castor oil plants are the only known natural
source of ricinine, which is co-extracted with
ricin from the seeds of this plant. Ricinine is
simply detected in clinical samples by using the
method of liquid chromatography and mass
spectrometry. Taking into account a complicated
identification of ricin in biological samples, it is
considered to be a biomarker for the intoxication
by castor oil plant, or ricin itself.

The main aim of this research is to use
the HS-GC method and pathohistological
analysis in proving the existence of ricinine in
the blood of experimental rats in relation to the
time interval between the oral application of
solution of castor seeds in water and the time of
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sacrificing, to determine the distribution and
concentration of ricinine in the organs of
experimental rats, as well as to establish whether
there was a significant difference in the
development of pathomorphological changes on
the organs of experimental rats at various points
of sacrificing.

The research was open, randomised and
prospective.
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were processed by appropriate statistical
methods.

The results of this research allow for the
standardisation of the actions in selecting the
representative samples in case there is a
possibility of ricin poisoning and the method of
proving the acute poisoning. Following these
steps, ricin poisoning can be proved in a reliable
and an efficient way.
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1. UvoD

1.1. RICINUS - opste karakteristike biljke

Ricinus (Ricinus communis) je jednogodiS$nja ili visegodi$nja biljka iz porodice
Euphorbiaceae i jedna je od najotrovnijih poznatih biljaka. Poreklom je iz Severne Afrike,
a vremenom je preneta u Evropu, Aziju i Ameriku."? U tropskim predelima raste kao
viSegodiS$nja drvenasta biljka i moze dosti¢i visinu od 10-12 m, dok se kod nas gaji kao
jednogodis$nja ukrasna biljka i, ukoliko mu uslovi odgovaraju, moze dostici visinu od preko
2 m. Uopsteno govoreci, visSegodi$nje sorte ricinusa su visoke, dok su jednogodiSnje sorte
uglavnom patuljaste. Ricinus je u narodu poznat pod nazivima: veliki bozur, hristova
palma, crveni ¢icak, krpelj biljka, morska kudelja i skocac.

lako se gaji uglavnom u tropskim i suptropskim predelima, ricinus se moze naci
Sirom sveta, u predelima sa razli¢itim klimatskim uslovima. Kod nas se najvise gaji u
Banatu i Backoj. Najbolje uspeva na rastresitom i vlaznom zemljistu kao $to je peScana
ilovaca, ali moZe da se gaji na gotovo svim tipovima zemljiSta. ToleriSe pH zemljista u
rasponu od 4.5 do 8.3. i godisnju temperaturu zemljista od 7 do 27,8 °C.2 U pogledu
fotoperioda ricinus je prevashodno biljka dugod dana. Moze da se prilagodi i normalno
cveta u uslovima trajanja dnevne svetlosti od 12 do 18 ¢asova. Ukoliko je dnevna svetlost

redukovana na manje od 9 Gasova rast i razvoj biljke je zna¢ajno usporen.*

Ricinus je Zbunasta biljka, visoka
najcesce 1-4 m, uspravne i snazne stabljike
(slika 1). Izgled biljke moze da varira u
zavisnosti od perioda rasta, boje lis¢a i
stabljike, veli¢ine i boje zrna i sadrzaja ulja
zelenkasti listovi. Oni su cilindriéni ili
ovalni, nazubljene ivice, purpuraste

petiole, naizmenic¢no rasporedeni na dugim

drskama.

Slika 1. Izgled biljke ricinusa



Tokom jednog vegetativnog perioda boja listova moze da se menja od zelene do

crvene. Iako veéina vrsta ima zelene listove, kod nas se uglavnom sre¢u one sa crvenim

listovima, bas zbog svoje dekorativnosti.

Slika 3. Izgled mahune ricinusa

Cvetovi ricinusa su crveni,

jednopolni, krupni, duzine 20-70 cm u
zavisnosti od vrste i podneblja u kojem
se biljka uzgaja, rastu najéesce u formi
grozda 1 izgledom podsecaju na cvet
¢icka (slika 2). Muski cvetovi rastu na
kratkim drSkama i nalaze se pri osnovi,
dok su Zenski cvetovi bez drske i nalaze

se rasporedeni iznad muskih.

Plod ricinusa je u vidu
mahuna grupisanih u grozdove.
Mahune su crvene ili zelene, u
zavisnosti  od  vrste  ricinusa,
prekrivene mekanim, oStrim bodljama
(slika 3). Oblik mahune najvise
podseca na kesten, s tim §to su kod
ricinusa bodlje blago savijene na
vrhu. U svakoj mahuni nalaze se tri

zrna. 287

Zrna su izduzena, ovalna ili priblizno Cetvrtasta, sa bradavicastim izraStajem na

vrhu, tzv. karunkulom. Imaju gladak i sjajan omotac i beliasto jezgro. Mogu biti smeda,

smede-crvena, crvena ili crna (slika 4).



Slika 4. 1zgled zrna ricinusa

Razlic¢ite su veli¢ine, dugacka od svega nekoliko mm do preko 250 mm i Siroka 5-
16 mm. Takode variraju u tezini, pa tako 100 zrna moze imati tezinu od 9 g do 100 g8
Varijacije ne postoje samo izmedu razli€itih sorti, nego i izmedu razli¢itih grozdova na istoj
biljci (slika 5). U sustini, $to je manje zrna na biljci njihova teZina se poveéava.® Kod nekih
vrsta ricinusa zrno tokom rasta moze imati period mirovanja od nekoliko meseci, a sveze
zasadena zrna sazrevaju bez nekog posebnog tretmana pri uzgajanju. Uopsteno, biljke koje

imaju veliko zrno sazrevaju brze nego biljke sa malim zrnom.*

Slika 5. Izgled zrna ricinusa



1.1.1. Istorijat

Poznato je da su ricinus uzgajali stari Egipcani, Rimljani i Grci, pre svega zbog
lubrikantskih i laksativnih efekata ricinusovog ulja.*"**** Pominjao ga je anticki lekar
Hipokrat, a istoricar Herodot je pisao da su ricinusovo ulje koristili jo§ Egipcani, za
osvetljenje i kao melem. U | veku nove ere, grcki lekar i botanicar Dioskorid opisao je
ricinus kao biljku i proces ekstrakcije masnog ulja. Plinije je istakao da je ricinusovo ulje
koris¢eno vekovima kao laksativno sredstvo. U srednjem veku, ricinus se koristio za
lecenje oboljenja koze 1 kao lek posle odstranjivanja stranih tela iz povredenog oka. U
Iranu, Indiji i Kini ricinusovo ulje se od davnina koristilo u medicinske svrhe kao laksativ,
ali i kao gorivo za lampe.

Za vreme | svetskog rata ricinusovo ulje je zbog dobrih lubrikanstkih karakteristika
imalo primenu u avionskoj industriji. Tokom Il svetskog rata vlada Sjedinjenih ameri¢kih
drzava je zbog nedostatka ricinusovog ulja subvencionisala poljoprivrednu proizvodnju
ricinusa u Kaliforniji. To subvencionisanje proizvodnje bilo je na snazi do Sezdesetih
godina proslog veka, kada je ricinusovo ulje zamenjeno sintetickim.™*

Ricinus se, takode, od davnina Kkoristio kao otrovno sredstvo za ubilacke i
samoubilatke namene.'® Jedan od najbrutalnijih primera zloupotrebe ricinusa je upotreba
ricinusovog ulja kao sredstva prinude i zlostavljanja od strane Musolinijevog rezima u
Italiji. Disidenti i protivnici rezima bili SU primoravani da unose ulje u velikim koli¢inama,

sa posledi¢nim teskim oStecenjima zdravlja koji su se ¢esto zavrSavali smrtno.

1.1.2. Upotreba

Danas se ricinus industrijski gaji u tropskim i suptropskim predelima, pre svega u
Brazilu, Indiji, Ekvadoru, Tajlandu i Etiopiji, ali se kao ukrasna biljka moze naci Sirom
sveta, nezavisno od klimatskih uslova.>'®*" Godisnje se proizvede oko 1.000.000
metri¢kih tona zrna ricinusa (1 metri¢ka tona=1000 kg).***°

Ricinus je najpoznatiji kao izvor ricinusovog ulja koje se dobija hladnim cedenjem
zrelog 1 oljustenog semena. Seme ricinusa sadrzi oko 40% ricinusovog ulja.?® To je bistra,
bezbojna ili svetlozuta tecnost, slabog mirisa, blagog i neprijatnog ukusa, koja na
temperaturi ispod nule prelazi u ¢vrsto stanje. Da bi se neutralisao neprijatan miris dodaju

mu se razni korigenti koji daju miris limuna ili mentola. Pored ulja, seme sadrzi i oko 20 %



belancevina, Secere, jabucnu kiselinu, 0,2 % otrovnog alkaloida ricinina i toksi¢ni albumin
ricin, zbog koga je seme izrazito otrovno. Medutim, Kako je ricin hidrosolubilan i inaktivise
se na visokoj temperaturi, ricinusovo ulje je, nakon odgovaraju¢e termicke obrade,
bezbedno za primenu.

Ricinusovo ulje je jedinstveno medu biljnim uljima jer je jedini komercijalni izvor
ricinolne kiseline. Sastoji se od estara koji sadrze glicerol i vise masne kiseline.”* Ulje
poreklom iz viSegodiSnjih biljaka ricinusa koristi se u industrijske svrhe, dok se ulje iz
jednogodisnjih biljaka koristi u medicinske svrhe.?? Zbog visokog udela masne ricinolne
kiseline (oko 80 %) ricinusovo ulje se koristi kao sirovina u proizvodnji lubrikanata, boja i
lakova, mastila i tinti, ulja za lampe, kozmetic¢kih i farmaceutskih proizvoda, te¢nosti za

hidrauli¢ne ko&nice, u proizvodnji insekticida itd."**%

U poslednje vreme sve viSe se
istrazuje mogucénost proizvodnje biodizel goriva iz ricinusa. Zrno je nakon ekstrakcije ulja
bogat izvor proteina i azota i koristi se kao dodatak ishrani stoke, ovaca, pili¢a i ribe, kao i
za proizvodnju sto¢nih dubriva. Lis¢e ricinusa koristi se u ishrani stoke jer poveéava prinos
mleka. Takode, dokazano je da lis¢e podsti¢e produkciju mleka kod dojilja ukoliko se
nanese u vidu prethodno pripremljene smese preko grudi ili se popije kao sok.?#?4%*
Najpoznatija je primena ricinusovog ulja kao laksativnog sredstva u medicini. Ima
blago i izuzetno efikasno laksativno dejstvo i pogodno je za primenu kod odoj¢adi i male
dece, kao i u vreme trudnoce, jer ne nadrazuje i ne izaziva gréeve. Zapravo, ricinusovo ulje
je verovatno najbezbedniji i najpouzdaniji poznati laksativ u tretmanu opstipacije.?
SkorasSnja istrazivanja pokazuju da ricinus ima Sirok spektar farmakoloskih dejstava:
snizava nivo glukoze u krvi kod laboratorijskih pacova, ima antimikrobno i antifungalno
dejstvo kod pacijenata koji boluju od oralnog karcinoma, moze da se koristi kao insekticid
protiv termita, kao antioksidant, deluje antiinflamatorno i inhibise peroksidaciju lipida te
tako dovodi do eliminacije slobodnih radikala iz organizma, ima centralno analgetsko,
antitumorsko i citotoksi¢no dejstvo, a deluje i stimulativno na ko$tanu regeneraciju.**
Medutim, Siroka upotreba ricinusa je ograni¢ena zbog straha od intoksikacije toksinima
koji se nalaze u zrnu, ricinom i ricininom, ¢ak i pored njihove deaktivacije odgovaraju¢om

obradom na visokoj temperaturi.



1.2. RICIN

Ricin spada medu najsmrtonosnije poznate prirodne toksine i moze da dovede do
smrti za manje od jednog minuta nakon intoksikacije.*”*° To je proteinski otrov i ima
molekulsku masu od 60-65 kDa.*>*! Nalazi se u semenu ricinusa i ¢ini 1-5% ukupne teZine

semena.>>>

Precisceni ricin je beli prah bez boje, mirisa i ukusa, rastvorljiv u vodi.
Stabilan je u Sirokom rasponu PH. VVodeni rastvor ricina inaktivise se zagrevanjem na 80°C
u trajanju od 1h, a ako je u formi praha ili sirovoj formi za inaktivaciju je potrebna visa

temperatura i duzi period zagrevanj21.54'56

1.2.1. Istorijat

Prvi toksikoloski rad na ricinu izveo je
Herman Stilmark (slika 6) na Dorpat Univerzitetu u
Estoniji 1888 godine. Stilmark je u okviru svoje
doktorske disertacije, pod mentorstvom profesora
Rudolfa Koberta, pokusavao da objasni na ¢emu se
zasnivaju dobro poznata toksi¢na svojstva ricinusa.
U tom cilju pomesao je ekstrakt semena ricinusa sa

krvlju i ustanovio da su eritrociti poceli da aglutinisu.

Otkrio je da toksi¢ni efekti ricinusa poti¢u od
proteina kojeg je nazvao ricin. Uspeo je da predisti
ricin u visokom stepenu i otkrio je da izaziva

aglutinaciju eritrocita i precipitaciju serumskih

proteina.”’ Smatra se da Stilmarkova doktorska
Slika 6. Herman Stilmark disertacija predstavlja zacetak nove nauc¢ne grane —
lektinologije.

Pol Erlih je 1891. istrazivao ricin i abrin u
pionirskom istrazivanju koje se smatra osnovom imunologije.”® Erlih je voden saznanjem
da indijski farmeri vekovima dodaju u ishranu stoke male koli¢ine zrna abrusa kako bi je
zastitili od trovanja abrinom. Zbog toga je govedima oralno davao malu dozu ricinusa, a

potom nastavio vakcinisanje potkoznim injekcijama toksina. Eksperimentima na serumima



imunizovanih zivotinja Erlih je dokazao da je imunitet specifi¢an, povezan sa serumskim
proteinima i moZe da se prenese preko mleka na potomke.

Do sredine 20. veka vladalo je slabo interesovanje za toksine poreklom iz biljaka jer
je sva paznja bila usmerena na bakterijske toksine. Otkri¢e da inhibiSe sintezu proteina i
eventualno moze imati znacajnu ulogu u tretmanu malignih oboljenja ponovo je usmerilo
paznju na ricin. Eksperimentima na kuni¢ima dokazano je da ricin sprecava elongaciju
novonastajuéeg polipeptidnog lanca i na taj na¢in dovodi do inhibicije sinteze proteina.*®

Krajem | svetskog rata Centar za hemijsko naoruzanje u Sjedinjenim americkim
drzavama razmatrao je ricin kao potencijalno biolosko oruzje, sa ciljem da se ricin upotrebi
kao oruzje za masovno uniStenje. Imajuc¢i na umu izuzetno visoku inhalatornu toksicnost
ricina vrseni su eksperimenti sa adherisanjem ricina na Srapnele i stvaranje oblaka aerosola
prilikom eksplozije bombi.®

Tokom Il svetskog rata vojske Sjedinjenih americ¢kih drzava i Velike Britanije
ponovo su radile na stvaranju bombe koja sadrzi ricin (Sifrovano ime je bilo ,,supstanca W*
ili ,,W bomba“). Pored obavljenih testiranja bomba nikad nije upetrebljena tokom ratnih
dejstava, a sa proizvodnjom materijala je nastavljeno sve do sedamdesetih godina proslog
veka, tacnije 1975. kada je doneta Konvencija o zabrani razvoja, produkcije i skladiStenja
bioloskog naoruzanja.”® Postoje podaci da je Irak proizvodio i koristio ricin u ratu protiv
Irana.®*®® Danas je ricin zabranjena supstanca na osnovu Povelje o hemijskom oruzju i
Povelje o bioloskom oruzju, a njegovo posedovanje i preciS€avanje je pod striktnom
kontrolom Organizacije za zabranu hemijskog oruzja (OPCW).

Zbog visoke toksic¢nosti, Siroke rasprostranjenosti i lake dostupnosti biljke, kao i
relativno lake pripreme sirovog ekstrakta iz semena, ricin se danas ubraja u potencijalne
bioteroristicke agense. Zbog toga je od strane Centra za kontrolu i prevenciju bolesti
svrstan u B kategoriju potencijalnih bioteroristi¢kih supstanci.®®®’

Posledn;jih godina ricin se, s obzirom na inhibiSu¢i efekat sinteze proteina, istrazuje
kao moguéi agens u hemoterapiji odredenih formi karcinoma.®®™ Problem u ovim
istrazivanjima predstavljaju ozbiljne nuspojave terapije, kao Sto su nespecifi¢na
hepatotoksi¢nost i sindrom poveéane Vvaskularne propustljivosti, nastale usled

neselektivnog vezivanja ricina za ¢elije.””"



1.2.2. Toksi¢nost, toksokinetika, toksodinamika
Delovanije ricina je vremenski i koncentracijski zavisno.”®”” Prvi simptomi javljaju
se 4-6 ¢asova nakon intoksikacije, ali vreme pojave simptoma moze biti odloZeno i do 10

gasova, 127880

Intravenska aplikacija:

Kod miSeva, srednja letalna doza (LD50) iznosi 2-8 pg/kg,”®® kod pacova 0,35-
0,5 pug/kg, kod zeteva 0,03-0,06 pg/kg i kod pasa 1,65-1,75 pg/kg.® Kod ljudi LD50 je 1-
10 pg/kg, a minimalna letalna doza je izmedu 0,7-2 pg/kg.’

Intraperitonealni aplikacija:
Kod miSeva LD50 varira od 2,4 pg/kg do 36 ug/kg.“'z’76’82’86’87

Inahalacija:
Kod miSeva 2,8 pg/kg i 9,8 pg/kg kod dve razlicite vrste miseva.**® Kod pacova
3,7 ng/kg i 9,8 pg/kg.*#*% Kod ljudi 5-10 pg/kg.’

Oralna aplikacija:
Ricin je oko 1000 puta manje toksican kada se unese oralno u odnosu na
untravenski put unoSenja, odnosno inhalaciju. Srednja letalna doza kod miSeva je 30

86,91,92

mg/Kkg, a kod pacova 20-30 mg/kg. Kod ljudi nakon oralnog unoSenja ricina srednja

letalna doza je 1-20 mg/kg.” %%

Razlike u toksi¢nosti ricina poti¢u od vise faktora: regiona u kom se biljka uzgaja,
godisnjeg doba i stadijuma rasta u kom se biljka nalazi (stadijuma germinacije), veli¢ine,
tezine 1 vlaznosti semena, kao i stepena mastikacije semena. Pored toga, toksi¢nost ricina

. . w e .o P o v v v + 12515278 94.96-
zavisi 1 od starosti 1 tezine pacijenta, komorbiditeta 1 zZeluda¢nog sadrzaja. 152,78, 94,96-99

7abe.”! Broj zrna ricinusa koje je potrebno uneti u organizam da bi se izazvali ozbiljni
simptomi trovanja kod Goveka varira od jedne polovine zrna pa sve do 30 zrna.**’® Prema

literaturnim podacima, najmanji broj oralno unetih zrna koji je izazvao smrt kod ¢oveka bio



je 2 zra.”® Maksimalna koli¢ina ricina koja se moZe dobiti iz jednog zrna je oko 10 mg, §to
odgovara maksimalnoj dozi od oko 140 pg/kg telesne tezine.*

Toksi¢ni efekti ricina najviSe zavise 0d nacina - puta unoSenja U organizam. Smatra
se da je ricin 1000 puta toksicniji kada se unese intravenski ili inhalacijom nego oralno.”2
Niza toksi¢nost ricina prilikom oralne ingestije ukazuje na slabu apsorpciju ili moguéu
delimi¢nu enzimsku razgradnju u Zelucu. Na zivotinjskom modelu pokazano je da je 24
¢asova nakon oralnog uzimanja velika koli¢ina unetog ricina nadena u debelom crevu, §to
ukazuje na to da se on neapsorbovan eliminiSe putem fecesa. Veca toksi¢nost kod drugih
puteva unoSenja mogla bi se objasniti Sirokom rasprostranjeno$c¢u receptora za toksin na
povrsini odredenih tipova celija. Resorpcija ricina preko koze malo je verovatna, osim
ukoliko koZa nije prethodno povredena.®*1%01

Prilikom oralnog unoSenja zrna ricinusa od presudnog znacaja za oslobadanje ricina
je njihova delipidacija i varenje. Ukoliko se zrna progutaju cela, bez zvakanja, rizik od
intoksikacije je vrlo mali jer zrna imaju ¢rvrst omotaé, poput Skoljke, te prolaze neostecena
kroz digestivni trakt. Sazvakano i nedevoljno zrelo zrno ricinusa je neuporedivo toksi¢nije
nego nesazvakano i zrelo zrno. 102103

Ricin se, 2 ¢asa nakon ingestije, resorbuje u krvne i limfne sudove. Akomulira se u
jetri u slezini. Eksperimentalno je dokazano da se ricin moze detektovati u fecesu 2 Casa
nakon oralne ingestije semena, dok se oko 45% unete koliine ricina eliminiSe
nepromenjeno. Ricin unet u vidu supkutane ili intramuskularne injekcije eliminiSe se

urinom tokom naredna 24 Casa, pri ¢emu je eliminacija fecesom u tom sluc¢aju manja od

2%.7,86,104

1.2.3. Struktura ricina

Ricin spada u grupu najefikasnijih prirodnih toksina koji dovode do inaktivacije
ribozoma, $to kao posledicu ima éelijsku smrt.> Zapravo, ricin je verovatno prvi
identifikovani ribozom-inaktivisuci protein (RIP) i prema klasifikaciji spada u Il klasu ove
grupe proteina (RIP 11).1052%7

Ricin je tipic¢an predstavnik takozvanih AB toksina, koji se sastoje od dva lanca (A i
B podjedinica) kao $to su i toksin difterije, botulinum toksin i toksin antraksa (slika 7).

Sastoji se od A lanca koji je enzimski aktivan i ima molekulsku tezinu od (32 kDa) i Secer-



vezujuéeg B lanca sa molekulskom tezinom od 34 kDa, povezanih disulfidnom

Vezom.58'104'108-110

Slika 7. Kristalografska struktura ricina. Enzimski aktivan A lanac je crven, dok je vezujuci
B lanac zelen. Hidrofobni region A lanca je oznacen plavim, a prolin P250 zutim. A lanac
ricina je zapravo N-glikozidna hidrolaza. Sastoji se od 267 amino kiselina sa tri strukturna
domena i gotovo 50% polipeptida organizovanih u 8 alfa-heliksa i 8 beta-listova.***** Tri
strukturna domena formiraju isturenu pukotinu - aktivno mesto koje okupira adeninski

prsten supstrata (Slika 8).
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Slika 8. Struktura A lanca ricina.

B lanac je lektin sastavljen od 262 aminokiseline. Formiran je u obliku osovine i
ima sposobnost da se vezuje za terminalne galaktozne ostatke (rezidue) na celijskoj
povrsini. Veci broj oligosaharidnih ostataka, kao $to su N-acetilglukozaminski i galaktozni
ostaci na glikolipidima i glikoproteinima, receptori su za B lanac ricina. Ovi oligosaharidi
su §iroko rasprostranjeni na éelijskoj povrsini sisara. Dokazano je da se 10°do 10° molekula
ricina moze vezati za jednu celiju. Takode, smatra se da jedan molekul ricina mozZe
inaktivisati oko 2000 ribozoma u minuti, te je jasno da ulazak samo nekoliko molekula
ricina u citosol ima dramati¢ne efekte na Celiju. U sustini, sposobnost ricina da dospe u
citosol zavisi upravo od interakcije izmedu B lanca i ve¢ spomenutih oligosaharidnih

ostataka. 81,106,109,115-124
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1.2.4. Biosinteza ricina

Biosinteza ricina odvija se u endospermalnim c¢elijama zrelog ricinusovog semena,
gde se ricin skladisti u subcelularnim vakuolama nazvanim proteinska tela. Ricin se najpre
sintetiSe kao preproricin sastavljen od zrelih A 1 B lanaca, zajedno sa aminoterminalnom
signalnom sekvencom. Ova sekvenca se cepa nakon ulaska preproricina u endoplazmatski
retikulum. U endoplazmatskom retikulumu dolazi do enzimske modifikacije preproricina
koja se odvija na cetiri lokacije, po dve na svakom A i B lancu. Aktivnos¢u disulfid-
izomeraze formira se pet disulfidnih veza, Cetiri u okviru B lanca i jedna koja povezuje A i
B lanac. Preproricin nema enzimsku aktivnost zato §to B lanac blokira enzimski aktivno
mesto A lanca. Oligosaharidna modifikacija preproricina odvija se u Goldzijevom
kompleksu pre njegovog transporta u proteinska tela. Toksin se nalazi uskladisten u
proteinskim telima dok zrelo seme ne po¢ne da klija. Nakon nekoliko dana klijanja
preproricin podleZze procesu hidrolize, a od nastalih aminokiselina stvara se enzimski

aktivan protein — ricin, 1%

1.2.5. Unutar¢elijski transport i mehanizam delovanja

Nakon vezivanja B lanca za oligosaharidne ostatke na povrsini Celije, ricin se U
¢eliju preuzima endocitozom. Posto se vezuje za razliCite komponente na ¢elijskoj povrsini
moze da se unese razli¢itim nac¢inima endocitoze. Klatrin-zavisna endocitoza je prvi opisan
nacin ulaska ricina u celiju, dokumentovan na Vero ¢elijama (bubrezne celije africkog
zelenog majmuna). Endocitoza ricina moze biti posredovana klatrin-nezavisnim i kaveole-
nezavisnim mehanizmom, a eksperimentalno je dokazano da ricin moze podleéi
mehanizmu endocitoze ¢ak i kada je holesterol ekstrahovan iz éelijske membrane. 342

Nakon ulaska u ¢eliju ricin najpre dospeva do ranih endozoma. Veci deo unetog
ricina se potom vra¢a nazad na celijsku povrSinu, gde zapocinje proces njegove
degradacije. Ricin se potom prenosi do kasnih endozoma - lizozoma gde se zavrSava
njegova degradacija. Samo mali deo ricina (oko 5%) transportuje se od ranih endozoma do
Goldzijevog aparata i taj transport je regulisan nivoom intracelularnog kalcijuma. Siga
toksin je prvi toksin za koji je dokazan transport od celijske povrsine preko endozoma do
Goldzijevog aparata i endoplazmatskog retikuluma. Kasnije je isti tip retrogradnog

transporta dokazan i za kolera toksin i ricin.****>3
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Transport ricina do Goldzijevog aparata predstavlja klju¢nu tacku u slucajevima
intoksikacije i to je dokazano eksperimentima u kojima je koris¢en Brefeldin A, supstanca
koja izaziva raspadanje GoldZijevog aparata. U spomenutim eksperimentima dokazano je
da Brefeldin A potpuno blokira transport ricina do Goldzijevog aparata i na taj nacin
prevenira oSte¢enje Celija. Druga supstanca koja deluje na transport ricina do Goldzijevog
aparata je monensin. | u eksperimentima u kojima je kori§¢ena ova supstanca dokazano je
da toksi¢ni efekat ricina korelira sa njegovim transportom do Goldzijevog aparata. Pored
ovoga, dokazano je da je na temperaturi ispod 18°C transport toksina do organela inhibiran
i da su Celije tako zasti¢ene od delovanja ricina.>***

Ricin se transportuje od Goldzijevog aparata do endoplazmatskog retikuluma
posredstvom jednog ili viSe prate¢ih proteina, najverovatnije Kalretikulina. U
endoplazmatskom retikulumu ricin jo§ uvek grade A i B lanac povezani disulfidnom
vezom. Delovanjem disulfidne izomeraze dolazi do cepanje disulfidne veze i razdvajanja
lanaca. A lanac podleze procesu koji se naziva ,proces degradacije povezan sa
endoplazmatskim retikulumom* tokom kojeg pod dejstvom protein-disulfid-izomeraze
dolazi do redukcije A lanca odstranjenjem nepotrebnih proteina. Tek nakon ovog procesa
A lanac se transportuje u citosol. Nakon retranslokacije u citosol A lanac se vezuje za

ribozomalnu stabljiku (Ribosomal Stalk Protein) na ribozomima (slika 9).%¢
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Slika 9. Proces ulaska u celiju i intracelularni transport ricina. a)Ricin se vezuje za
receptore na celijskoj povrSini pomocu B lanca (b) i ulazi u ¢eliju procesom endocitoze
(c,d,e). Nakon endocitoze veci deo molekula ricina vraéa se na ¢elijsku povrSinu (f) dok se
odredena koli¢ina ricina razgradi nakon spajanja endozoma i lizozoma (g). Oko 5% unete
koli¢ine ricina transportuje se retrogradno do Goldzijevog kompleksa (h) i potom do

Endoplazmatskog retikuluma (i). U endoplazmatskom retikulumu dolazi do razdvanja A i
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B lanca, a lanac A se oslobada u citosol gde zapocinje njegovo citotoksi¢no dejstvo
inhibicijom sinteze proteina u ribozomima.

Ciljno mesto delovanja ricina je 28S ribozomalna RNA u 60S subjedinici ribozoma,
gde dolazi do cepanja specifiénog adeninskog ostatka oznaCenog sa A4324. Naime,
adeninski prsten biva ukljesten izmedu dva tirozinska prstena u katalitickoj pukotini
enzima, te dolazi do njegove hidrolize N-glikozidaznom aktivno$c¢u A lanca (slika 10). Na
taj naCin se blokira vezivanje faktora-2 elongacije i samim tim sinteza proteina. Pored
inhibicije sinteze proteina opisano je jo§ nekoliko mehanizama delovanja ricina kao $to su
indukcija apoptoze, direktno oStecene celijske membrane, izmena strukture i funkcije

éelijske membrane i oslobadanje medijatora zapaljenja iz grupe citokina.'®®*"?

A. A-lanac ricina e e e e e e e e e -
A S A 1
dﬂ_’“g {p\) //,4 E AC GAG AG ; c cKg AG i
- 1 1
”,f 1 U 4324 G U 4324 G 1
& G A G A
o A A A A
40S " CU cv N-glikozidazna CU = 6
\ CmG aktivnost CmG”
MRNA G=C G=C
U=A U=A
60S CZ8 Gz
A=U A=U
i —A=U=3 5—A=U-3"}
e ] |
Ribozom o - sarcin/ricin petlja 28S rRNA
B. NH, 4324 pozicija adenina
OH
O ----RNA

N-glikozidazna aktivnost

OH -=-RNA

Pre depurinacije Posle depurinacije

Slika 10. Mehanizam delovanja ricina: U citosolu A lanac ricina inaktiviSe ribozome

depurinacijom 28S ribozomalne RNA u 60S podjedinici ribozoma. a) Ricin pomera adenin
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sa pozicije 4324 alfa sarcin/ricin petlje 28S ribozomalne RNA svojom N-glikozidaznom
aktivnoséu b) lzgled adeninskog 4324 mesta pre i posle depurinacije N-glikozidaznom

aktivno$éu A lanca

1.3. RICINUS KOMUNIS AGLUTININ

Razumevanje ricina komplikovano je prisustvom homolognog proteina, Ricinus
komunis aglutinina. Istovremeno postojanje dva vrlo sli¢na proteina dokazano je nakon
unapredenja metoda separacije i molekulske identifikacije dva razli¢ita gena. Takode je
dokazano da se familija gena za ricin sastoji od 6-8 gena 8130173174

Ricinus komunis aglutinin je sli¢an ricinu, ali ima znatno nizi stepen toksi¢nosti.
Dok se ricin sastoji iz po jednog A i B lanca i ima molekulsku masu od 60 kDa, ricinus
komunis aglutinin se sastoji od dva A i dva B lanca i ima molekulsku masu od 120 kDa.
Iako se oba proteina vezuju za identi¢ne oligosaharide na ¢elijskoj povrsini, ricin pokazuje
selektivno 1 specificno vezivanje za N-acetilglukozaminske oligosaharide, za razliku od
aglutinina Cije je vezivanje neselektivno. Ovaj protein nije direktno citotoksi¢an, smatra se
da ima 100-2000 puta nizu toksi¢nost nego ricin i ta razlika u citotoksi¢nosti najverovatnije
poti¢e zbog razlike u vezivanju B lanca ricina i aglutinina. Sa druge strane, ricinus
komunis aglutinin pokazuje mnogo snaznije hemaglutininsko dejstvo nego ricin. Ima
snazan afinitet za eritrocite, te dovodi do aglutinacije i posledi¢ne hemolize. Slabo se
resorbuje iz zeluca i prouzrokuje signifakantne hemoliticke efekte samo nakon intravenske

aplikacije.51’76'81’175'183

1.4. RICININ

Pored visokotoksi¢nog proteina ricina i mnogo manje toksi¢nog ricinus komunis
aglutinina u ricinusu se nalazi jo$ jedna toksi¢na supstanca, alkaloid ricinin. Ricinin (1,2-
dihydro-4-methoxy-1-methyl-2-oxo-3-pyridine-carbonitrile) je piperidinski alkaloid male
molekulske mase (MW=164.2 g/mol) (slika 11).
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Slika 11. Hemijska struktura ricinina

Otkrio ga je Tuson u semenu ricinusa dok je istrazivao medicinski aktivne sastojke
biljke, pre nego §to je ricin bio otkriven. Isti istraziva¢ mu je dao ime ricinin. Nakon toga
je otkrivena njegova hemijska struktura kao i biosinteza i metabolizam. %’

Ricinin se moze pronaci u svim delovima biljke, a pre svega u zrnu i lis¢u. Smatra
se da se u zrnu ricinusa nalazi oko 0,3 - 0,8 % ricinina. Ricinus je jedini poznati prirodni
izvor ricinina, koji se zajedno sa ricinom ekstrahuje iz semena biljke. Nivo ricinina u biljci
opada sa starenjem biljke. Takode je dokazano da se nivo ricinina snizava u listovima
biljaka koji su bili zasti¢eni od svetla, dok su listovi koji su bili izloZeni svetlu pokazivali
uobicajen, pa Gak i nesto povecan nivo ricinina. 888

Ricinin moze da izazove mucninu, povracanje, razliCite toksicne reakcije
ukljuéujuéi o§teéenja jetre i bubrega, konvulzije, hipotenziju i eventualno smrtni ishod.***%
Na eksperimentalnom zivotinjskom modelu ricinin prouzrokuje hiperaktivnost, klonicko-
toni¢ne gréeve i poslediéno smrt usled respiratornog zatajivanja. Poseduje izuzetno jaka
insekticidna svojstva i u nekim drzavama se koristi kao sredstvo za istrebljivanje mrava.
Zbog stimulativnog delovanja na kognitivne funkcije danas se razmatra upotreba ricininina
u le¢enju amnezije.'®" Srednja letalna doza ricinina kod miseva je 340 mg/kg prilikom
intraperitonealne aplikacije i 3 g/kg prilikom oralne aplikacije.'® Ricinin se lako ekstrahuje
iz bioloskih uzoraka i moze se koristiti kao marker za dokazivanje intoksikacije

riCinom.188,190,192
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1.5. SIMPTOMI | ZNACI TROVANJA RICINOM

Eksperimenti sprovedeni na zivotinjama pokazuju da simptomi trovanja i patoloske
promene na organima u slucajevima intoksikacije ricinom zavise, pre svega, od puta

unosenja ricina u organizam.

1.5.1. Oralna intoksikacija

Ricin je najmanje toksican prilikom oralnog unosSenja u organizam, pre svega zbog
loSe apsorpcije toksina i moguce delimicne enzimske razgradnje u digestivnhom traktu.
Eksperimentalno (na zivotinjskom modelu) dokazano je da 24 ¢asa nakon oralnog uzimanja
veéi deo unetog ricina moze da se registruje u debelom crevu.'®

Slucajevi oralne intoksikacije ricinom povezani su sa ingestijom semena ricinusa, a
ozbiljnost intoksikacije zavisi pre svega od stepena mastikacije semena. Zrna koja su
progutana cela — nesazvakana mogu pro¢i neo$tecena kroz digestivni trakt jer opna
spre¢ava oslobadanje toksina, dok Zvakanje semena dovodi do pucanja opne i njegovog
oslobadanja. Literaturni podaci pokazuju da se vecina slu¢ajeva ingestije semena ricinusa U
Sjedinjenim ameri¢kim drzavama ne zavr$ava fatalno, sa nekoliko opisanih slucajeva
smrtnog trovanja ricinom u drugim drzavama .**3

U slucajevima oralne intoksikacije semenom ricinusa simptomi trovanja se obi¢no
javljaju nekoliko ¢asova nakon ingestije. Prvi simptom je najc¢e$¢e orofaringealna iritacija,
pracena povra¢anjem, bolovima u trbuhu i dijarejom. Mogu se javiti i hematemeza, dijareja
pracenja krvarenjem ili melena. Ovi simptomi praceni su gubitkom te¢nosti i elektrolitskim
disbalansom, koji se manifestuju u vidu hipotenzije, tahikardije, tahipneje, znojenja,
dehidracije i periferne cijanoze. Cesto se registruju znaci poéetnog osteéenja bubrezne
funkcije koje mozZe progredirati do teSkog oSteenja. U 0zbiljnijim slucajevima
intoksikacije razvija se hipovolemijski Sok prac¢en oligurijom i anurijom, eventualno i
proteinurijom i hematurijom, a u urinu se mogu registrovati hijaline
formacije,12:939495.194.195

U slucajevima oralne intoksikacije delovanju ricina naroCito su podlezne celije
retikuloendotelnog sistema, kao $to su makrofagi i Kupferove celije, a to se objasnjava
196

prisustvom manoznog receptora na povrsini navedenih celijskih tipova.”™ U vecini

slu¢ajeva javlja se odredeni stepen prolaznog ostecenja jetre, koje se laboratorijski
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manifestuje povecanom aktivno$¢u jetrenih transaminaza i laktat-dehidrigenaze, dok se
povisene vrednosti bilirubina registruju u izolovanim slu¢ajevima. Karakteristicno je da test
jetrene funkcije moZe ostati u normalnim granicama c¢ak i viSe dana nakon intoksikacije.
Drugi simptomi i znaci intoksikacije ukljucuju dezorijentaciju, konfuziju, malaksalost,
glavobolju, gréeve u misi¢ima, konvulzije, intravaskularnu hemolizu, bradikardiju,
hipertoniju, miozu, midrijazu i zamagljen vid,'2°7880.93-9

U laboratorijskim nalazima najceSce se registruju metaboli¢ka acidoza, leukocitoza,
hiperglikemija ili hipoglikemija, hipofosfatemija i poviSena aktivnost kreatin kinaze. Mogu
se uociti promene u EKG-u, to su naj¢escée prolazni EKG poremecaji u vidu produzenja QT
intervala ili nepravilnosti u intraventrikularnom sprovodenju i one su najverovatnije
posledica metabolickih poremecaja.’®94*%

U fatalnim slu¢ajevima trovanja ricinom smrt nastupa treceg dana ili nesto kasnije
zbog multiorganskog zatajivanja. Prakti¢no svi do sada dokumentovani ozbiljni ili fatalni
slucajevi trovanja ricinom imali su istu klinicku sliku: naglo nastala (manje od nekoliko
¢asova) muénina, povracanje i bolovi u trbuhu praceni dijarejom, krvarenjem iz debelog
creva, anurijom, gréevima, dilatacijom zenica, groznicom, Zedanjem, suvim grlom,
glavoboljom, vaskularnim kolapsom i posledi¢nim razvojem Soka. Do smrtnog ishoda
obi¢no je dolazilo nakon nekoliko dana. Najées$¢i obdukcioni nalaz prilikom oralne
intoksikacije ricinusom bio je: multifokalne ulceracije i krvarenje na sluznici Zeluca 1
tankog creva, nekroza mezenterijalnih limfnih zlezda, slezine i jetre, te difuzni splenitis i

nefritis.!

1.5.2. Intramuskularna i supkutana intoksikacija

Intramuskularna ili supkutana injekcija visokih doza ricina kod ljudi kao posledicu
ima ozbiljnu nekrozu limfnog tkiva, krvarenje u digestivnhom traktu (tanko crevo), nekrozu
jetre, difuzni nefritis i difuzni splenitis. Na mestu administracije ricina moze se razviti teska
nekroza tkiva, sto predstavlja predisponirajuc¢e mesto razvoja sekundarne infekcije praéene
razvojem septicnog stanj a.1%
U literaturi je opisan slucaj dvadesetogodiSnjeg muskarca koji je pokuSao

samoubistvo supkutanim ubrizgavanjem rastvora ricinusa. Primljen je u bolnicu 36 ¢asova

nakon injekcije i konstatovana je generalizovana slabost, mucnina, vrtoglavica, glavobolja,
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bol u grudima i trbuhu, mialgija sa parestezijama u ekstremitetima. Detaljnom pretragom su
utvrdeni hipotenzija, anurija, metabolicka acidoza i hematohezija (prisustvo sveze krvi u
stolici). Vrlo brzo se razvila hemoragijska dijateza sa oSte¢enjima funkcije jetre i bubrega.
Uprkos intenzivnom tretmanu pacijent je doZiveo sréani zastoj, a mere reanimacije su bile
bezuspesne. Obdukcijom su nadeni krvareéi fokusi u mozgu, miokardu i pleuri.*®

U drugom slucaju, tridesetSestogodi$nji hemicar je sebi intramuskularno ubrizgao
dve injekcije napravljene od po jednog zrna ricinusa. Pretpostavlja se da je ubrizgao oko
150 mg ricina. Kao $to je ranije navedeno, maksimalna koli¢ina ricina koja se moze dobiti
iz jednog zrna je oko 10 mg, Sto odgovara maksimalnoj dozi od ne vise od 140 ug/kg
telesne tezine. 10 Casova nakon injekcije pacijent se zalio na glavobolju i miSi¢nu
ukocenost, a nakon toga javili su se anoreksija i muc¢nina, sinusna tahikardija, crvenilo oko
mesta uboda na kozi i lokalna limfadenopatija. Laboratorijskim pretragama utvrdena je
poviSena vrednost jetrene transaminaze. Pacijent je, uz odgovaraju¢u simptomatsku

terapiju, nakon 10 dana otpusten iz bolnice.?®

1.5.3 Intravenska intoksikacija

Prilikom eksperimentalnog proucavanja ricina kao hemoterapeutskog agensa
intravenski je aplikovan ricin u dozi od oko 0,5 pg/kg. U tim sluCajevima pacijenti su imali
simptome sli¢ne prehladi sa izrazenom malaksalo§¢u, umorom i bolovima u misi¢ima, te
muéninom i povratanjem u manjoj meri.’* U eksperimentima u kojima je A lanac ricina
prou¢avan u tretmanu maligniteta najznacajnija nuspojava je bio ,sindrom povecane
vaskularne propustljivosti®, sa pojavama kao $to su hipoalbuminemija, povecane teZine
povezano sa tkivnim edemima, poremecaji pluéne funkcije, efuzija pleure i perikarda, edem
plu¢a, bubrezna insuficijencija, poremacaj rada srca i hipotenzija. Ostali simptomi
ukljucivali su slabost, malaksalost, bolove u misi¢ima usled poviSenih vrednosti Kreatin
kinaze, bolove u zglobovima, trombocitopeniju i povremeno alergijsku reakciju koja se
javljala prilikom intravenske administracije — infuzije. U studiji od 56 pacijenata tretiranih
A lancem ricina, kod 12 pacijenata je istrazivanje prekidano ili zavrSeno zbog ozbiljnih
nezeljenih efekata, a 2 pacijenta su preminula zbog ,sindroma povecane vaskularne

propustljivosti« 22203
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Prilikom intravesnke administracije ricina kod pacova histopatoloskom analizom

dokazana je neutrofilna infiltracija u jetrenim sinusoidima, uz izraZzenu vaskularnu

kongestiju. U pluc¢ima je bila prisutna vaskularna kongestija, neutrofilna infiltracija 1
204

fokalna krvarenja u alveolama (slika 12).

Slika 12. Neutrofilna infiltracija i krvarenje u jetri i plu¢ima pacova nakon intravenske

aplikacije ricina

Novija istrazivanja pokazuju da intravenska administracija ricina dovodi do naglog
porasta nivoa insulina u krvi, pracenog razvojem hipoglikemije. Navedeni mehanizam

moze da dovede do smrtnog ishoda 12-36 ¢asova nakon unosenja ricina u organizam.”®

1.5.4. Inhalacija

Dokumentovana je pojava alergijske reakcije kod radnika izloZenih prasini, koji su
radili na poljima ricinusa. U klini¢koj slici karakteristicna je nagla pojava kongestije
gornjih disajnih puteva pracenih kijanjem, svrabom u oc¢ima, urtikarijama na kozi i

206 g mnogo ozbiljnijim slu¢ajevima u plu¢ima se registruje

osecajem stezanja U grudima.
vizing koji moze da traje nekoliko ¢asova i bude uvod u razvoj bronhijalne astme. Kod
osoba izlozenih aerosolu ricina stanje se popravlja primenom simptomatske terapije i

sklanjanjem iz okoline u kojoj se nalazi alergen. Ovi pacijenti kasnije mogu da imaju
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pozitivan kozni test, poseduju specifi¢na IgE antitela na ricinus i pozitivno odgovaraju na
inhalatorni test polenom koji sadrzi ricinus. Eksperimenti na miSevima su pakazali da se
udahnuti ricin talozi u dusniku i plu¢ima, a ricinski depoziti su zavisni od veli¢ine partikula
aerosola. Imunohistohemijski eksperimenti na pacovima izlozenim aerosolu ricina pokazali
su da se udahnuti ricin vezuje za cilijarne ¢elije bronhijalnog epitela, alveolarne makrofage

i alveolarne grani¢ne éelije (slika 13). *°

Slika 13. Ricin u plu¢ima pacova nakon udisanja aerosola

Inhalacija aerosola kod pacova dovodi do difuzne nekrotizirajue pneumonije, sa
intersticijalnom i alvolarnom inflamacijom i edemom.?’ U prvih 8 &asova nakon inhalacije
aerosola nema znacéajnih promena na plu¢ima. Oko 12 ¢asova nakon inhalacije dolazi do
porasta broja inflamatornih ¢elija i nivoa ukupnih proteina, Sto ukazuje na povecanu
propustljivost respiratorne membrane i citotoksi¢ni efekat na éelije. Ovaj nalaz na plu¢ima
u korelaciji je sa porastom nivoa inflamatornih parametara u krvi. Nakon 18 ¢asova dolazi
do pojave te¢nosti u alveolama, kao i povecanja volumena ekstravaskularne pluéne
te¢nosti, sve do 30 ¢asova od izlaganja. Posle 30 ¢asova prisutni su arterijska hipoksemija i
acidoza, sa znatnim porastom koli¢ine alveolarne te¢nosti. Simptomi inhalacije aerosola
ricina kod sisara zavisni su od doze, a vreme do pojave prvih simptoma moze biti 8-24
Casova. Nakon toga se javlja anoreksija i progresivno smanjivanje fizicke aktivnosti. Smrt
nastupa 36-48 casova od izlaganja aerosolu.

U eksperimentu na majmunima pokazano je da su sve zivotinje imale akutnu

srednju do tesku fibrinopurulentnu pneumoniju, sa razli¢itim stepenima nekroze i akutne
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inflamacije disajnih puteva, difuznom te¢nos$éu u alveolama i peribronhijalnim edemom,

akutnim traheitisom i purulentnim medijastinalnim lamfadenitisom (slike 14 i 15).%%®

Slika 14. Plu¢a majmuna izlozenog aerosolu ricina. Plu¢a su edematozna, sa udruzenom

nekrozom i krvarenjima

oo e 2

Slika 15. Plu¢a majmuna izlozenog acrosolu ricina. Histoloski, mikroskopske promene se

karakterisu fibropurulentnom pneumonijom, kao i perivaskularnim i peribronhijalnim

edemom.
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1.6. SLUCAJ TROVANJA GEORGIJA MARKOVA

Markov, bugarski disident, roden je 1929. u
Sofiji (slika 16). Studirao je industrijsku hemiju, ali je
bio poznat kao dramski pisac i novelista. Borio se
protiv komunistickog rezima u Bugarskoj i mnoga
njegova dela bila su zabranjena za objavljivanje zbog
kritika uperenih protiv komunista i njihovog lidera
Todora Zivkova. Markov je napustio Bugarsku 1969.
Najpre je otiSao u Italiju, a potom se nastanio u
Londonu gde je radio kao radio voditelj i novinar u
bugarskoj sekciji BBC-a. U Londonu je nastavio da
piSe protiv bugarskog rezima, a sam njegov odlazak je

znacio da je postao nepozeljan U svojoj domovini.

Sve do 1989. bilo je zabranjeno da se njegovo ime
Slika 16. Georgi Markov spomene u bugarskim medijima. Zbog stalnih i sve

zes¢ih  kritika Markov je postao  neprijatelj
komunisticke partije. U prilog tome govori dokument sa kojeg je nedavno skinuta oznaka
poverljivosti i u kome se bugarska tajna sluzba zali ruskom KGB-u zbog negativnog uticaja
koji Markov ima po partiju time §to ohrabruje pobunu. Markov je bio pod prismotrom
tajnih sluzbi, o ¢emu svedo¢i dokument pod kodiranim imenim ,,Wanderer* i u to vreme je
dobijao telefonskim putem vreme smrcu.

7. septembra 1978. oko 13,30 ¢asova, dok je ¢ekao na autobuskoj stanici na putu za
posao, Markov je iznenada osetio ostar bol u zadnjem delu desnog lista, koji je kasnije
opisao kao da je ubod insekta. Uocio je coveka pored sebe koji je sklapao kiSobran i
izvinuo mu se sa upadljivim stranim akcentom pre nego $to je uzurbano presao ulicu i usao
u taksi (Slika 17). Nakon §to je doSao na posao Markov je osecao jak bol u listu i uocio je
crvenu tacku nalik na bubuljicu na zadnjoj strani lista. Takode je uocio krv na pantalonama.
U slede¢im satima osecao Se sve loSije, a tegobe su se pogorsale iste veceri, sa pojavom
temperature i povrac¢anja. Slede¢eg dana u 11,13 ¢asova Markov je primljen u bolnicu gde

je zabeleZeno da je odavao utisak teSkog bolesnika. Imao je visoku temperaturu, puls mu je
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bio ubrzan i pravilan, a krvni pritisak u granicama normale. Uocene su uvecane limfne
zlezde u desnoj preponi kao i polje inflamacije pre¢nika 6 cm, sa ubodnom tackom
pre¢nika 2 mm u centru na zadnjoj strani desnog lista. Pacijentovo stanje se naglo
pogorsavalo, praceno padom krvnog pritiska, te je bila postavljena dijagnoza septicnog
Soka. Sledeceg dana puls je bio ubrzan oko 160/min, a pacijent je bio pothladen, sa
znojenjem i poremecajem svesti, te znatnim povecanjem broja leukocita u krvi. Uskoro se
pojavilo udestalo povrac¢anje krvavog sadrzaja pra¢eno anurijom. Cetvrtog dana u bolnici
na EKG-u je bio uocljiv kompletan blok provodenja, a sr€ani zastoj je nastupio u 9,45
Casova. Zanimljivo je da se napad na Markova dogodio bas 7. septembra, kada je rod endan
bugarskog diktatora Todora Zivkova.

cilindar sa  kuglica s
osigurac gasom otrovom

okidac¢ opruga probojac cev

Slika 17. Shematski prikaz kiSobrana kakvim je ubijen Markov

Prilikom obdukcije je potkozno, u desnom listu Markova, pronadena metalna
kuglica, pre¢nika 1,53 mm (Slika 18). Analizom je utvrdeno da je kuglica napravljena od
smese koja je sadrzala 90% platine i 10% iridijuma.
Kuglica je imala dve male rupe, svaka pre¢nika 0,34
mm. Utvrdeno je da je Supljina u kuglici u koju se
mogao smestiti otvor bila zapremine 0,28 mm?®,
Medutim, iz kuglice nije bilo moguce izolovati bilo
kakvu otrovnu supstancu. Pretpostavka je da su rupe
na kuglici bile prekrivene nekom vrste Secerne

smese, stvaraju¢i mehuri¢ u Supljinama kuglice u

kom je bio smesten otrov. Ovaj ,,prekrivac™ je bio

dizajniran tako da se istopi na telesnoj temperaturi
Slika 18. Kuglica sa ricinom
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od 37°C. Kada je kuglica dospela u telo Markova Secerni prekriva¢ se otopio i otrov je
dospeo u krvotok. Kako ricin nije bilo moguce dokazati dijagnoza trovanja postavljena je
na osnovu simptoma i izuzetno visoke toksi¢nosti za tako malu zapreminu otrova. Da bi se
potkrepila postavljena dijagnoza izveden je eksperiment na svinji kojoj je aplikovana nesto

299 \/rlo brzo,

veca doza ricina nego $to se pretpostavljalo da je u Markovljevom slucaju.
posle nekoliko ¢asova, zivotinja je razvila identi¢ne sSimptome bolesti kao Markov i uginula
je nakon 26 Casova. Na taj nacin je zakljuceno da je Markov ubijen sitnom metalnom
kuglom u kojoj je bilo 0.2 - 0.5 mg ricina. KiSobran kojim je Markov ubijen nikada nije
pronaden, kao ni neposredni izvrSilac atentata, uprkos zajednickim istragama Britanskih i
Bugarskih zvani¢nika, ukljuc¢ujuéi Interpol. Veruje se da je za tehnicku podrsku atentata

odgovoran KGB, uz nekoliko oficira Bugarske tajne policije.
1.7. SLUCAJEVI ZLOUPOTREBE RICINA

Pored slucaja ubistva Georgija Markova dokumentovan je niz drugih slucajeva

zloupotrebe ricina.

e Avgust 1981, Virdzinija, SAD

14. Avgusta 1981. dvostruki agent CIA Boris Kor¢ak ustreljen je sitnom kuglicom
iz vazdusne puske u bubreg. U kuglici se nalazio ricin. Koré¢ak i CIA bili su uvereni da je
ovo delo KGB-a jer je on uspeo da se infiltriSe duboko u njihovu tajnu organizaciju i o$teti
ih za milione dolara. Koréak je preziveo ovaj napad, §to se pripisuje ¢injenici da je pogoden

u bubreg, te je njegovo telo tretiralo projektil kao kamen u bubregu.

e April 1993, Aljaska, SAD

U aprilu 1993. Thomas Levi je uhapSen na grani¢nom prelazu sa Kanadom dok je

pokuSavao da prokrijumcari 130 g ricina. Tvrdio je da je ricin nabavio kako bi trovao

kojote na svojoj farmi pilica.
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e Januar 1997, Viskonsin, SAD

U ku¢i Tomasa Lihija otkriven je veéi broj toksi¢nih supstanci, nakon $to je izvrSen
pretres jer je Lihi ustrelio sina u lice. Medu hemikalijama je pronadeno 0,67 grama ricina i
nikotina pomeSanih sa rastvaraem, §to bi ovim supstancama omogucilo da prodru kroz
kozu i izazovu smrtne posledice. Takode, pronadene su knjige koje se odnose na
proizvodnju hemijskih i bioloskih agenasa. Lihi je navodno rekao svojoj sestri da je
nameravao da otrovom natopi zilete i posalje ih svojim neprijateljima kako bi se oni posekli

i bili izloZeni otrovu.

e April 1997, SAD

Istrazitelji su pretresli ku¢u Dzejmsa Daltona Bela, inzinjera elektrotehnike, i otkrili
veéi broj hemikalija, ukljucujuéi natrijum-cijanid, diizopropil-fluorofosfat i niz korozivnih
kiselina. Naknadnom analizom kompjuterskih fajlova otkriveno je da je Bel odrzavao
komunikaciju posredstvom elektronske postesa prijateljem Robertom Istom, koji je izrazio
zelju da dobije ricinus kako bi izdvojili ricin. Bel je prethodno pribavio adrese od blizu 100
sluzbenika FBI-a i1 drugih drzavnih agencija. Bio je u procesu produkcije hemijskih 1

bioloskih agenasa kada je uhvacen.

e Mart 1998, Micigen, SAD

Tri Clana frakcije severnoameri¢ke militantne grupe uhapSena Su zbog optuzbi o
oruzanoj zaveri. U njihovim domovima otkriven je arsenal oruzja i kaseta posebnog
formata, koja je sadrzala instrukcije kako napraviti bombu 1 sli¢no teroristicko oruzje,

ukljucujuéi i deo o tome kako ekstrahovati ricin iz ricinusa.

e Novembar 1999, Tampa, SAD
Agenti FBI uhapsili su 53-godisnjeg stanovnika Kolorada Dzejmsa Keneta Glaka,

zbog pretnji ubistvom sudskih zvani¢nika. On je poslao pismo od 10 stranica na adresu vise
sudija u kojem je pretio da ¢e ih ubiti bioloSkim agensom. Pretresom njegove kuce
otkriveno je da je posedovao supstance neophodne da napravi ricin, iako sam ricin nije

pronaden.
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e Avgust 2001, Rusija i Cetenija

Ruska federalna sluzba bezbednosti saopstila je da je presrela razgovor izmedu dva
¢ecenska komandanta na terenu, u kome su razmatrali kori$¢enje otrova protiv ruskih trupa.
Ruske vlasti su upale u dom jednog od njih i zaplenile dokumente o tome kako Kkoristiti
otrovne agense za kontaminaciju robe Siroke potros$nje, malu hemijsku laboratoriju, oruzje i

uputstva u kojima se objasnjava kako izolovati ricin iz ricinusa.

e Avqust 2002, Ansar al-Islam

Prema izveStajima Ansar al-Islama, sunitska militantna grupa bila je uklju¢ena u
testiranje otrova i hemikalija, ukljucujuci ricin. Grupa je navodno na magarcima i pili¢ima

testirala aerosol ricina, mada neki podaci govore i o testiranju na ljudima.

e Januar 2003, Velika Britanija

5. januara 2003. policija je pretresla stan u severnom Londonu i uhapsila Sest
Alziraca zbog proizvodnje ricina, kao deo plana napada na londonski metro. Prilikom racije

ricin nije pronaden.

e 2003, pisma u SAD.

Paket i pismo u koverti kontaminiranoj ricinom presretnuti su u Grinvilu, JuZzna

Karolina. (15). Takode, ricin je pronaden u posti u Beloj ku¢i u Vasingtonu u novembru
2003. Pismo je presretnuto u objektu za postu u podzemlju Bele kuce 1 nikad nije stiglo na
nameravanu adresu. U pismu je bila praskasta supstanca za koju je dokazano da je zapravo

ricin.

e Januar 2006, Ri¢mond, SAD

U januaru 2006. u ku¢i u predgradu Ri¢monda pronaden je ricin u obliku ricinusove

kaSe. Osumnjiceni je izolovao toksin s namerom da ubije biv§u suprugu.

e Februar 2008, Las VVegas, SAD

U februaru 2008. Rodzer Fon Bergendorf pronaden je u motelu u Las Vegasu u

kritiénom stanju. Nakon 2 nedelje u njegovom prtljagu je pronadeno oruzje, anarhisticke
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knjige 1 nekoliko bocica ricina. Nakon budenja iz kome, Bergendorf je optuzen za

posedovanje bioloskog oruzja.

e Januar 2009, Sijetl, SAD

Menadzer 11 barova za homoseksualce u podrucju Sijetla je dobio anonimno

pretece pismo u kome posiljalac tvrdi da poseduje 67 g ricina koji ¢e biti rasporeden u 5

identi¢noh patrona u cilju ubistva 0soba homoseksualne orijentacije.

e Jun 2009, Engleska

U junu 2009. izvrsen je pretres kuce oca i sina Jana i Nikija Dejvisona i tom
prilikom je u zatvorenoj tegli od dzema u kuhinjskom ormari¢u pronaden ricin. HapSenja
oca 1 sina su usledila posle dugotrajnog obavestajnog rada protiv ekstremne desnicarske

aktivnosti.

e Novembar 2011, Dzordzija, SAD.

FBI je uhapsio cetiri ¢oveka u DzordZiji jer su nameravali da bioloskim oruzZjem
ubiju veci broj ljudi, ukljucujuéi politicare, javne li¢nosti i neduzne civile. Oni su bili
pripadnici lokalne militantne grupe i verovali su da moraju da pocine ubistva kako bi
spasili zemlju. Planirali su da raseju 10 kg ricina po nekoliko velikih gradova, a takode su

razmatrali moguénost da raspu ricin iz aviona iznad Vasingtona.

e April 2013, Vasington, SAD

16. aprila 2013. koverat koji je bio pozitivan na ricin je presretnut u objektu poste u

Vasingtonu. Koverat je bio upuéen kancelariji senatora Rodzera Vikera. Sledeceg dana je
koverat poslat predsedniku Baraku Obami i bio je pozitivan na ricin. Jo§ jedno pismo

pozitivno na ricin bilo je poslato na adresu sudije u Misisipiju.

e Maj 2013, SAD

U maju 2013. ameri¢ka glumica Senon Ri¢ardson pozvala je policiju i optuZila svog

supruga da je poslao ricin nekolicini politi¢ara. Istrazitelji su ustanovili da je ricin zapravo
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poslala Senon, s namerom da napakosti suprugu sa kojim je bila u procesu razvoda. Senon

je priznala da je poslala tri pisma, od ¢ega jedno na adresu predsednika Baraka Obame.

e Mart 2014, Pensilvanija, SAD

21. marta 2014. tada 19-godisnji Nikolas Helman uhap$en je jer je poslao
rodendansku cestitku koja je sadrzala ricin momku sa kojim se vidala njegova bivsa

devojka.

e Jul 2015, Liverpul

Muhamed Ali iz Liverpula osuden je zbog pokusaja nabavljanja hemijskog oruzja.
U januaru 2015. Ali je putem interneta pokusao da kupi 500 mg ricina na crnom trzistu, ali

je zapravo bio u kontaktu sa FBI agentom i poslat mu je bezopasni beli prah.

1.8. SLUCAJEVI ZADESNOG TROVANJA RICINOM

Doze ricina unetog prilikom zadesnog i namernog trovanja nisu precizno definisane.
One variaraju u zavisnosti od veceg broja faktora: veli¢ine, tezine i procenta vlage semena;
sorte, regiona, starosti i perioda razvoja biljke u vreme uzimanja semena; Stepena

mastikacije semena, Zeludadnog sadrzaja, starosti osobe, komorbiditeta,'2>!>278.94.96-98

smrtnog ishoda, a prevashodno zavise od broja unetih zrna, odnosno unete koli¢ine ricina.
Prema literaturnim podacima broj unetih zrna koji je doveo do smrtnog ishoda kod ljudi
varira od jednog do preko 30 zrna.’

Stilmark je izvrio reviziju slu¢ajeva trovanja ricinom do 1900. godine,®” dok su
Balint, Rauber i Challoner obradili 700 slu¢ajeva trovanja do 1990. godine. *2°7® Slucajevi
akcidentalnog trovanja ricinom najces¢i su medu decom i uglavnom se dogadaju usled
nepaznje, pri ¢emu su deca obi¢no privucena neobi¢nim i atraktivnim izgledom biljke i
samog zra.”*? Akcidentalno trovanje kod odraslih nastaje iz radoznalosti ili usled slu¢ajne
1 pogresne pretpostavke da se radi o nekoj drugoj biljci. UopSteno, u svim opisanim
slu¢ajevima simptomi trovanja bili su vrlo sli¢ni, nezavisno od na¢ina unoSenja ricina U
organizam (oralno, parenteralno ili intramuskularno unosenje). Nakon latentnog perioda od

nekoliko ¢asova (3-20 ¢asova) javlja se bol u trbuhu, mué¢nina, povracanje, dijareja koja je
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ponekad pracena krvarenjem iz debelog creva, bol u misi¢ima i zglobovima, malaksalost,
gréevi, a nesto kasnije dolazi do sloma cirkulacije, dispneje i dehidracije. Biohemijski
testovi se karakteriSu povecanjem nivoa leukocita, uree i kreatinina, jetrenih enzima (AST,
ALT), §to upucuje na poremecaj funkcije jetre 1 bubrega.

Slucajevi trovanja ricinom su najces¢i u regionima u kojima se ricinus uobicajeno
uzgaja, te je lako dostupan. Prema bolni¢kim podacima iz Sri Lanke, u periodu 1984-2001.
dogodilo se 46 slucajeva zadesnog trovanja ricinusom medu decom. Nijedan od opisanih
slucajeva nije bio fatalan. Kod svih pacijenata kao simptomi trovanja navedeni su bolovi u

211

stomaku, prac¢eni povracanjem i dehidracijom.”~ U Indiji je opisano 57 slucajeva trovanja

ricinom u periodu 1962-1965. sa istim simptomima kao u Sri Lanki.**?

Podaci ukazuju na ociglednu opasnost od trovanja, posebno kod dece, kada se
ricinus gaji kao ukrasna biljka ili se koristi za izradu ukrasnih predmeta. U Sjedinjenim
americkim drzavama opisan je slucaj iz 1980. kada je decak, igraju¢i se ogrlicom
napravljenom od zrna ricinusa, nenamerno progutao 4 zrna. DoveZen je u bolnicu gde je
hitno izvrSena gastrolavaza, uz tretman aktivnim ugljem. Decak je napustio bolnicu nakon
7 &asova.’

U Vojvodini je 2009. registrovan sluc¢aj trovanja ricinom kod deteta koje je tokom
igre unelo nepoznat broj zrna ricinusa. U uzorku urina identifikovan je ricinin, te je tako
indirektno potvrdeno trovanje ricinom. Uz primenjenu simptomatsku terapiju dete je nakon
nekoliko dana u dobrom opstem stanju otpusteno iz bolnice.

Na Malti je opisan slucaj ¢oveka starije Zivotne dobi koji je primljen u bolnicu sa
perzistentnim povracanjem i dijarejom nakon $to je pojeo 10 zrna, kasnije identifikovanih
kao zrna ricinusa. Pacijent je bio dehidriran, tahikardan i hipotenzivan. Nakon
odgovarajuce simptomatske terapije potpuno se oporavio nakon 7 dana.?®® U Australiji
1995. mladi muskarac je iz radoznalosti sazvakao 10-15 zrna ricinusa. Primljen je na
urgentno odeljenje sa bolom u trbuhu i stalnim povra¢anjem. Nakon tretmana aktivnim
ugljem, emeticima i sredstvima za nadoknadu volumena bio je otpusten iz bolnice nakon 3
dana.’® U Velikoj Britaniji 1992. je ¢ovek, po zanimanju hemicar, ubrizgao sebi vodeni
rastvor napravljen od jednog zrna ricinusa. Nije imao suicidalne namere vec je to ucinio iz
radoznalosti. Analizom preostalog ekstrakta utvrdeno je da je ubrizgao oko 150 mg ricina.

Kao simptomi i znaci trovanja registrovani su jaka glavobolja i rigiditet popre¢no-prugaste
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muskulature, oStecenje jetre | poviSena telesna temperatura u trajanju od 8 dana. Potpuno se
oporavio nakon 10 dana.*®

Americka asocijacija centara za kontrolu trovanja objavila je 45 od preko 2.000.000
slu¢ajeva trovanja biljkama u period 1983-2009. medu kojima je opisan samo jedan smrtni
slu¢aj trovanja ricinusom.”* Podaci Centra za toksikoloske informacije u Svajcarskoj
ukljucuju 130 ozbiljnih sluc¢ajeva trovanja biljnim otrovima u periodu 1966-1994. Od svih
sluGajeva 3 sludaja se odnose na trovanje ricinusom i nijedan nije bio fatalan.?

Ricinus se od davnina koristi u medicinske svrhe, te su opisani slucajevi nezeljenih
reakcija prilikom njegove upotrebe. U Juznoj Koreji je opisan slucaj zene koja je pojela 5
zrna ricinusa u cilju lecenja opstipacije. Primljena je u bolnicu u teSkom stanju, sa
mucninom, povra¢anjem, bolovima u stomaku i hipotermijom. Ricin je otkriven u uzorku
urina, a pacijentkinja je nakon simptomatske terapije otpustena iz bolnice nakon 2 dana.?*°

Poznat je slucaj coveka u Japanu koji je kupio seme ricinusa s namerom da leci
reumatske tegobe. Prevideo je da su zrna bila namenjena za spravljanje dermalne
suspenzije u obliku masti te je progutao oko 30 zrna. Narednog dana na prijemu u bolnicu
imao je dijareju, povracanje i bol u trbuhu. Lecen je aktivnim ugljem i nadoknadom
te¢nosti uz inicijalno ispiranje Zeluca, a nakon 8 dana otpusten je iz bolnice.?"’

U Omanu je ¢ovek pojeo jedno zrno ricinusa kao tradicionalan lek protiv kaslja.
Nakon inicijalnog povracanja primljen je u bolnicu konfuzan i dezorijentisan, usporenog
refleksa zenica, midrijati¢an 1 tahikardan. Nakon 2 dana simptomatske terapije njegovo
stanje se normalizovalo.?*®

Posebno zanimljiv slucaj intoksikacije ricinom dogodio se 2009. u Sjedinjenim
americkim drzavama. Medicinski radnik koji nije imao licencu pacijentkinji je slucajno,
umesto silikona, ubrizgao injekciju od 500 ml ricinusovog ulja radi uveéanja grudi. Vrlo
brzo su se pojavili simptomi i znaci trovanja ukljucujuéi groznicu, tahikardiju, hemolizu,
trombocitopeniju, hepatitis, respiratorni distres i anuriju. Nakon primenjenih intenzivnih
mera leCenja pacijentkinja je otpustena iz bolnice 11 dana kasnije, ali je provela na dijalizi

jos skoro 2 meseca. | u ovom slugaju ricin je otkriven u uzorku urina.?°
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1.9. SLUCAJEVI NAMERNOG TROVANJA U CILJU SAMOUBISTVA

Do sada je opisano vise slucajeva kada je ricinus unet u organizam namerno, u
svrhu samoubistva. U najveéem broju slu¢ajeva radi se o unosu ekstrakta zrna ricinusa u
organizam, naj¢esce intravenski ili intramuskularno. Smrtni slu¢ajevi prilikom intoksikacije
ricinom uglavnom se vezuju za vreme Kkoje je prethodilo razvoju moderne medicine, u
kojem nisu bile razvijene intenzivne mere le¢enja urgentnih stanja. Tako je u slucajevima
pokus$aja samoubistva, kada je ricin unet u vidu injekcije, stepen smrtnosti bio izuzetno
visok. Usled visoke toksi¢nosti parenteralno datog ricina 5 od 7 takvih slucajeva zavrSeno
je smrtno. Opisano je nekoliko slu¢ajeva unosenja ricina u organizam, u vidu injekcije, s
ciljem da se pocini samoubistvo. U Poljskoj je ¢ovek supkutano ubrizgao ekstrakt semena
ricinusa 1 nakon 36 casova je hospitalizovan sa simptomima mucnine, povracanja,
vrtoglavice, bolova i teSke slabosti. Stanje se pogorSalo do hemoragijske dijateze i
multiorganske disfunkeije i pacijent je preminuo od sréanog zastoja 18 Gasova kasnije.??°

U drugom poznatom slucaju ¢ovek, koji je bio hemicar po profesiji, sebi je
intravenski ubrizgao rastvor acetona i usitnjenog semena ricinusa. lako je u poéetku bio bez
simptoma trovanja ubrzo se javilo povracanje, krvave dijareje, hipotenzija i gubitak svesti.
Uz sve intenzivne mere le¢enja priminuo je nakon 12 asova.*

U Belgiji je ¢ovek sebi intravenski i intramuskularno ubrizgao acetonski ekstrakt
semena ricinusa koji je licno pripremio. Nakon 24 ¢asa hospitalizovan je sa simptomima
povracanja, dijareje, mucnine, vrtoglavice, teSke dehidratacije i preminuo je nakon 9
Casova. Ricinin i aceton su registrovani u uzorcima urina, krvi i o¢ne vodice.?

Takode u Belgiji zabeleZen je jo§ jedan slucaj trovanja ricinusom, kada je ¢ovek
pripremio ekstrakt ricinusa i intramuskularno ga ubrizgao sebi i supruzi. Oboje su
hospitalizovani 12 ¢asova kasnije sa simptomima groznice. U le¢enju je koriS¢ena vakcina
protiv tetanusa, imunoglobulini, sistemski antibiotici i kortikosteroidi uz lokalnu obradu
rane, ali uprkos svim primenjenim merama lecenja njihovo stanje se pogorsavalo, razvio se
nekrotiziraju¢i fascitis 1 oboje su preminuli. Ricin je detektovan u Spricu kojim je ekstrakt
ubrizgan i u urinu.?®

U literaturi je poznat slucaj coveka iz Francuske koji je u svrhu samoubistva
sazvakao 13 zrna ricinusa, a potom je tu sazvakanu masu ubrizgao sebi u sedalni predeo.

Na mestu aplikacije razvila se nekroza i bile su potrebne 3 operacije da bi se uklonilo
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celokupno nekroti¢no tkivo, ali je pacijent preziveo i otpusSten je iz bolnice nakon 3
meseca.'*®

Iz navedenog se moze zakljuciti da su, u odnosu na ukupan broj slu¢ajeva trovanja
biljnim otrovima, slu¢ajevi trovanja ricinom retki. Imaju¢i u vidu savremene mere i
protokole lecenja urgentnih stanja mortalitet u slu¢aju trovanja ricinom je takode nizak, pod
uslovom da se trovanje na vreme prepozna. Takode se moze zakljuciti da je ricin toksicniji I
prouzrokuje mnogo ozbiljnije simptome ukoliko se unese u vidu parenteralne ili

intramuskularne injekcije nego oralnim putem.

1.10. SLUCAJEVI TROVANJA ZIVOTINJA RICINOM

Dokumentovani su sluc¢ajevi trovanja ricinom razli¢itih zivotinjskih vrsta, ali ve¢ina
tih slucajeva je medu domacim Zivotinjama. Trovanje zivotinja ricinom javlja se usled
konzumiranja celog — neobradenog zrna ili organskog dubriva napravljenog od ostataka
zrna nakon ekstrakcije ulja.
potom guske, glodari i prezivari. Zanimljivo, zivina i zabe su najotporniji na delovanje
ricina. Zivotinje pokazuju identi¢ne simptome trovanja kao i ljudi: slabost, profuzna
dijareja, dehidracija, tahikardija, dispneja i dilatacija zenica. Svi ovi znaci I simptomi
pojavljuju se u prvih 6-24 ¢asova od intoksikacije. U biohemijskim analizama dominiraju
poveéan nivo serumske kreatin kinaze, AST-a i kreatinina. Patolo$kim ispitivanjima
otkriveni su znaci gastroenteritisa, nekroza i krvarenje u srcu i bubrezima.”*#

NajviSe slucajeva intkosikacije Zivotinja opisano je medu psima u Nemacko;j.
Okolnosti trovanja u svim slucajevima bile su gotovo identi¢ne — psi su jeli organsko
dubrivo kojim je zemljiSte bilo nadubreno. Klinicki simptomi trovanja ukljucivali su
povracanje, krvave prolivaste stolice 1 bolove u stomaku. Prilikom obdukcije jednog psa
naden je izrazen edem i hiperemija sluznice Zeluca i fibrinozno-hemoragijski enteritis u
tankom crevu (slike 19 i 20). Hemijsko-toksikoloskom analizom u urinu psa detektovan je

ricinin, ¢ime je indirektno dokazana intoksikacija ricinom. 225,226
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Slika 19. Edematozna i hiperemi¢na sluzokoza zeluca psa uginulog usled intoksikacije

ricinom

Slika 20. Fibrinozno-hemoragijski enteritis na tankom crevu psa uginulog usled

intoksikacije ricinom

Pored slucajeva u Nemackoj, u literaturi su opisani i slucajevi trovanja pasa u
Sjedinjenim ameri¢kim drZavama, Brazilu, Belgiji 1 Juznoj Koreji. U vecini slucajeva
dijagnoza trovanja ricinom postavljena je na osnovu klinickih simptoma ili dokazanog
ociglednog konzumiranja zrna ricinusa. U slu€aju trovanja u Belgiji, dokazan je ricinin u

o o y : .- 227
jetri, bubrezima, zeludacnom i crevnom sadrzaju psa.
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1.11. PRIMENA RICINA U TRETMANU MALIGNITETA

Maligna oboljenja su vodeé¢i uzrok smrti u svetu i drugi vodeci uzrok smrti u
Sjedinjenim americkim drzavama, gde je svaki cCetvrti smrtni sluc¢aj prouzrokovan
malignim oboljenjem. Prema skoras$njim podacima kod oko 14 miliona ljudi Sirom sveta
dijagnostikovana je maligna bolest i 8,2 miliona smrti u svetu u 2012. godini je povezano
sa ovim bolestima, s tim Sto se ofekuje da taj broj dostigne 13 miliona u naredne dve
decenije. Imaju¢i u vidu navedene podatke jasno je da zabrinutost postaje sve veca i
globalno gledano stanje je alarmantno.

U tretmanu malignih oboljenja koristi se vise terapijskih pristupa, ali hemoterapija
je 1 dalje vodec¢a opcija, bez obzira na sva ograni¢enja i nuspojave koje je prate. Uprkos
svim pokus$ajima i naporima vrlo malo napretka u terapiji postignuto je u prethodnih 50
godina, pa su se pojedina istrazivanja bazirala na prirodne biljne produkte ili lekove
dobijene iz prirodnih izvora. Dokazano je da pojedini biljni toksini imaju snazna
citotoksi¢na dejstva §to se mozZe iskoristiti u modernoj terapiji.??*

Ricin se istrazuje kao sredstvo u terapiji malignih oboljenja zbog sposobnosti da
inaktiviS$e ribozome i na taj nacin izazove smrt eukariotske celije. Prvi podaci o
antikarcinomskim efektima ricina opisani su na sarkomu kod pacova.?*? Ricin je pokazao
obecavajuce rezultate kod humanog ksenografta razvijanog na golim misSevima i ukljucen
je u fazu I klini¢kih is'[lraiivanja.201 Studije su pokazale obecavajuce rezultate, ali su
klini¢ka istraZivanja stopirana zbog odredenog broja nezeljenih efekata.

Kasnije, nakon §to su otkriveni struktura i mehanizam delovanja ricina uoceno je da
se B lanac nespecifi¢no vezuje za glikolipide i glikoproteine na ¢elijskoj povrsini. Zbog te
nespecificnosti u vezivanju B lanca ricin nekontrolisano dovodi do smrti svih ¢elija, ¢ime
se limitira njegova potencijalna upotreba u terapiji maligniteta. Kako bi se ovo prevazislo
ucinjeno je vise pokusSaja da se napravi imunotoksin tako $to ¢e se enzimski aktivan A
lanac vezati direktno za antitumorska antitela. Hormoni i faktori rasta Ciji se receptori
nalaze na povrsini tumorskih ¢elija su takode korisc¢eni kao ciljno mesto vezivanja toksina.
Takav imunotoksin, baziran na aktivnosti A lanca ricina, pokazao je visoki stepen
selektivnosti, ali loSu efikasnost protiv malignih celija. Pokazano je da efikasnost
imunotoksina u terapiji maligniteta zavisi od veceg broja faktora, ukljucuju¢i nacin

unoSenja toksina i njegov intracelularni transport, kao i da se veci deo ricina rapidno
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razgraduje u lizozomima ¢ime se znatno smanjuje koli¢ina ricina koji dospeva u citosol,
gde ispoljava citotoksi¢na svojstva. Otkriveno je i da citotoksi¢ni efekat ricina moze biti
pospesen u prisustvu slobodnog B lanca ili u prisustvu antitela na B lanac konjugovanih na
A lanac. Ta bolja efikasnost imunotoksina je postignuta redukovanjem transporta u
lizozome i posledicnim povecanjem transporta u Goldzijev aparat, odnosno citosol.
Medutim, pored svih dostignuca, uvodenje ricina u terapiju malignih oboljenja je jo§ uvek
daleko 233238

Primenu ricina u terapiji malignih oboljenja ograni¢avaju ozbiljni nezeljeni efekti,
uzrokovani pre svega nespecificnim vezivanjem B lanca za razlicite tipove ¢elija. Jedan od
najozbiljinih nezeljenih efekata je sindrom poveéane propustljivosti krvnih sudova Koji
nastaje zbog vezivanja toksina za endotelne Celije kapilara, sa posledi¢énim tkivnim
edemima i multiorganskim zatajivanjem.?®® Pored toga, ricin ima jaka alergijska svojstva i
izaziva snazan imunoloSki odgovor organizma, $to takode znacajno ograni¢ava njegovu
upotrebu u terapiji maligniteta. Moguce reSenje U prevazilazenju ovog problema je
povecanje terapijske efikasnosti toksina, odnosno visoka specifi¢nost u vezivanju ricina
iskljuéivo za tumorske Celije. Na taj nacin bi i male doze toksina bile dovoljno efikasne, a
izbegnuti neZeljeni efekti. To se mozZe posti¢i ukoliko se hemoterapeutski agens dopremi
direktno na tumorske ¢elije ¢ime bi zdrave Celije bile ,,sacuvane* od dejstva toksina.

Danas se za ciljani prenos toksina direktno na mesto delovanja u organizmu Kkoriste
tzv. nanoprenosioci. Dokazano je da oni mogu biti vrlo efikasni, pre svega zbog svoje
sposobnosti da lako prolaze kroz bioloske i fizioloske barijere u telu, produzeno vreme
cirkulacije, kontrolisano otpustaju zeljenu supstancu, unapreduju bioiskoristljivost lekova i
Stite od degradacije u lizozomima. U cilju dopremanja ricina direktno na maligne celije
ispitivani su razliciti tipovi nanoprenosioca: lipozomi, nanocestice, ugljenicne nanocevi.
Ricin je najpre bio inkapsulisan u negativno naelektrisane fosfatidil-serin lipozome i
dobijeni su zadovoljavajuéi rezultati, iako citotoksi¢nost ricina nije bila na odgovarajuéem
nivou. Citotoksi¢nost je povecana upotrebom lizozomotropi¢nih supstanci kao §to su
monensin i amonijum-hlorid. U buduénosti se ocekuje usavrSavanje ovakvog nacina

transporta ricina i ispoljavanje maksimalnog efekta na konkretne tumorske c'elije.z‘m’241
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1.12. DIJAGNOSTIKOVANJE TROVANJA RICINOM

Primarna dijagnoza trovanja ricinusom postavlja se uglavnom na osnovu podataka o
okolnostima sluc¢aja i klini¢kim simptomima trovanja, pri ¢emu epidemioloska ispitivanja
mogu imati centralno mesto u zakljucivanju. Medutim, postavljanje dijagnoze trovanja
moze biti izuzetno komlikovano jer ricin izaziva nespecificne simptome koji se mogu
registrovati 1 kod mnogih drugih oboljenja, te se dijagnza trovanja ricinom ne moze
postaviti sve dok se ricin ne identifikuje u bioloSkom materijalu (zrna u povra¢enom
sadrzaju, crevima ili fecesu) ili dokaze toksikoloSko-laboratorijskim pretragama u
bioloSkim uzorcima.

Medu razli¢itim metodama, imunoeseji bazirani na antitelima su najstandardnije
metode za detekciju i kvantifikaciju ricina u klinickim uzorcima i uzorcima poreklom iz
spoljasnje sredine (hrana i zemlja), a najpoznatiji od njih je ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay). Ove metode mogu da kvantifikuju ricin sa limitom detekcije od
svega nekoliko pg/ml. Naprednija metoda detekcije je imuno-PCR i ona se koristi za
detekciju ricina u uzorcima hrane kao 1 njegovo pracenje nakon eksperimentalnih
intoksikacija.?*?**?%* Nedostatak ELISA metode je §to zahteva nekoliko asova da bi se
izvela te se na taj nain gubi dragoceno vreme do primene mera intenzivne terapije, Sto je
naroCito znacajno u sluc¢ajevima kada se ricin koristi kao potencijalno bioteroristi€¢ko
oruzje. Zbog toga je razvijena metoda LFA (lateral-flow assay) koja je brza i tehnicki laksa
za izvodenje, ali je oko 1000 puta manje osetljiva nego standardna ELISA, sa limitom
detekcije od 1-50 ng/ml.?***" Savremene tehnologije masene spektrometrije, u kombinaciji
sa tecnom hromatografijom, omogucéavaju pouzdanu detekciju ricina i njegovu selektivnu
diskriminaciju od ricinus komunis aglutinina.?*%*°

Pored svih savremenih metoda, u realnim slucajevima intoksikacije detekcija ricina
u klini¢kim uzorcima, kao 1 uzorcima poreklom iz okoline (hrana, zemljiste) moze biti vrlo
komplikovana. U forenzickim analizama detekciju ricina otezava rapidna apsorbcija u tkiva
I transport u cCelije ¢ime se vreme u kojem je moguce detektovati ricin nakon intoksikacije
zna¢ajno smanjuje. Na osnovu eksperimenata na Zivotinjama zna se da nakon oralne
aplikacije ricin prolazi kroz Zeludac i tanko crevo za 72 Casa. Vecina unete koli¢ina ricina
stize do debelog creva za oko 12 ¢asova i moze biti detektovana imunoesejima do 72 Casa.

Oko polovine aplikovanog ricina se resorbuje i vise ne moze biti detektovana.'®® Takode je
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pokazano da se ricin moze detektovati u fecesu 2-24 ¢asa nakon oralnog unosenja, ali se
znatna koli¢ina unetog ricina resorbuje u krv zivotinja odakle vrlo brzo dospeva u tkiva, pri
Gemu su jetra i slezina organi sa najvecom akumulacijom ricina.!”®® Ukupna koli¢ina
detektovanog ricina je vrlo mala u poredenju sa unetom koli¢inom, sugeriSuc¢i da se deo
unetog ricina destruiSe u zelucu, deo se izluc¢i neizmenjen fecesom, dok samo mala koli¢ina
stize u krvotok i potom u unutrasnje organe.”**

S obzirom na komplikovanu identifikaciju ricina u biolo§kim uzorcima, ricinin se
moze koristiti kao biomarker za intoksikaciju ricinom. Ricinin se lako ekstrahuje iz

bioloskih uzoraka metodom te¢ne hromatografije i masene spektrometrije, 88190192252

a
ekperimentalne studije na pacovima pokazale su da se moze detektovati u mokrac¢i do 48
¢asova nakon aplikacije.8 Oralna intoksikacija semenom ricinusa kod ljudi i Zivotinja moZe
se uspeSno dokazati nakon registrovanja ricinina u uzorcima krvi, mokrace, jetre, bubrega,

J4 [ % v . 219222 253-2
pluéa, mozga i zeludaénog sadrzaja. 2192222532

1.13. TERAPIJA U SLUCAJU TROVANJA RICINUSOM

Ne postoji specifi¢na terapija niti antidoti u slucaju trovanja ricinusom, te su mere
simptomatske terapije jedina mogucénost leCenja trovanja u bolni¢kim uslovima. Primena
konkretnih mera terapije zavisi pre svega od nacina intoksikacije.

Prilikom oralne intoksikacije suportivna terapija treba da ukljucuje intravensku
nadoknadu tecnosti i elektrolita, uz konstantnu kontrolu funkcije jetre i bubrega. Lavaza
zeluca, ukoliko ne postoje kontraidikacije za njenu primenu, moze biti korisna da se
eliminiSe toksin iz Zeluca. Takode treba razmotriti terapiju aktivnim ugljem.

U slucaju perkutane 1 parenteralne intoksikacije neophodna je intravenska
nadoknada te¢nosti 1 pra¢enje simptoma koji ukazuju na eventualnu pojavu sindroma
povecane propustljivosti krvnih sudova (hipotenzija, otoci 1 plu¢ni edem). Mere suportivne
terapije treba da ukljuuju 1 konstantno pracenje funkcije jetre i bubrega, regulaciju
koagulopatije i respiratornu podrsku ukoliko je potrebno.

U slucaju inhalacije aerosola koji sadrzi ricinus, mere suportivne terapije su

primarno usmerene na sprecavanje akutnog plu¢nog edema 1 respiratornog distres
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sindroma. Ove mere uklju¢uju oksigenoterapiju, nadoknadu cirkuliSu¢e tec¢nosti i
elektrolita, antiinflamatornu terapiju i primenu analgetika po potrebi.

Osim simptomatske terapije, ne postoji druga terapija koja moze da spreci letalitet u
slu¢aju trovanja ricinom in vivo. Dokazano je da samo dve supstance, deksametazon i
difluoro-metilornitin, produzavaju vreme preZivljavanja kod miseva.’®%%%

Najnovija istrazivanja pokazuju dobre rezultate rane primene plazmafereze u terapiji

trovanja ricinom, u smislu ubrzane eliminacije toksina i prevencije mogucih oStecenja

tkiva.?®

1.14. PROFILAKSA TROVANJA
Do sada je izveden veci broj eksperimenata i identifikovano je nekoliko terapijskih
molekula u prevenciji trovanja ricinom: antitela, inhibitori malih molekula, aptameri, Seceri
itd. ali je samo primena ricinskih antitela dala obecavajuée rezultate.”® Odredenu zastitu od
trovanja ricinom moguce je posti¢i ukoliko se antitela primene odmah ili najkasnije do 10
Gasova nakon intoksikacije, u zavisnosti od puta uno3enja ricina u organizam.®*®
Dokazano je da intratrahealna primena antitela u inkapsulisanoj formi znacajno smanjuje
inflamatornu reakciju u plu¢ima nakon udisanja ricinskog aerosola. Savremena istrazivanja
usmerena su na primenu humanizovanih monoklonalnih i rekombinovanih antitela u cilju
neutralizacije toksina.?°0262
Danas jo$ uvek ne postoji adekvatna profilaksa trovanja ricinom. Tokom poslednje
decenije razvijeno je i testirano nekoliko vakcina, a najpoznatije od njih su RiVax™ i
RVEc™. Obe vakcina predstavljaju modifikovane, enzimski neaktivne derivate A lanca
ricina, ali sa razli¢itom strukturom. Klinicka istrazivanja na zivotinjama i ljudima pokazala
su da vakcine indukuju stvaranje funkcionalno aktivnih antitela protiv ricina. Medutim,
pored svih sprovedenih ispitivanja u zvani¢noj upotrebi se jo$ uvek ne nalazi vakcina kao

sredstvo profilakse protiv intoksikacije ricinom.?°32%°
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1)

2)

3)

Osnovni ciljevi ovog rada su:

Utvrditi prisustvo ricinina u krvi laboratorijskih pacova, a u odnosu na vremenski

interval koji je protekao od oralne aplikacije suspenzije do vremena zZrtvovanja.

Utvrditi distribuciju i koncentraciju ricinina u organima laboratorijskih pacova u

razli¢itim vremenima zrtvovanja.

Utvrditi da 1i postoji znacajna razlika u razvoju patomorfoloskih promena na

organima laboratorijskih pacova u razli¢itim vremenima zrtvovanja.
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3. RADNE HIPOTEZE

Na osnovu prethodno definisanih ciljeva istrazivanja postavljene su sledece radne
hipoteze:

1) Ocekuje se da ¢e se ricinin detektovati u krvi laboratorijskih pacova nakon

aplikacije suspenzije.

2) Ocekuje se razliCita koncentracija ricinina u organima laboratorijskih pacova u

funkciji vremena.

3) Stepen razvoja patomorfoloskih promena u unutrasnjim organima bic¢e u pozitivnoj
korelaciji sa vremenom delovanja ricina i ricinina, odnosno sa vremenom proteklim

od oralne aplikacije suspenzije.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Eksperimentalne Zivotinje

U ogledu su koriS¢eni polno zreli beli laboratorijski pacovi muskog pola, soja
Wistar, telesne mase 250-350 grama, odabrani metodom slu¢ajnog izbora iz okota sa
Vojnomedicinske akademije u Beogradu. Laboratorijske zivotinje su boravile u kavezima
za ¢uvanje laboratorijskih Zivotinja sa filterskim sistemom za protok vazduha, u Zavodu za
antirabi¢nu zastitu u Novom Sadu. Temperatura vazduha u prostoriji je odrzavana izmedu
20 i 25°C, uz kontrolu vlaznosti vazduha i odrzavanje cirkadijalnog ritma (smena dana i
noéi u trajanju od 12h). Zivotinje su imale slobodan pristup vodi i standardnoj hrani za
sitne laboratorijske zivotinje (Veterinarski institut Zemun, Srbija). Higijena kaveza je
svakodnevno odrzavana. Briga o Zzivotinjama 1 sve eksperimentalne procedure su
sprovodene u skladu sa etickim nacelima rada sa laboratorijskim zivotinjama. Izvodenje
ogleda je odobrila Eticka komisija Univerziteta u Novom Sadu dajuci svoju saglasnost sa
planom ovog ispitivanja, broj odobrenja I111-2011-07.

Cuvanje uzoraka, priprema bioloskog materijala i GC-MS analiza izvedena je u
toksikoloSkoj laboratoriji, a patohistoloske analize izvedene su u laboratoriji za
patohistologiju Centra za sudsku medicinu, toksikologiju i molekularnu genetiku u Novom
Sadu.

4.2. Analiza semena biljke Ricinus communis L.

Kvantitativnom GC-MS analizom je utvrdeno da koli¢ina ricinina u jezgru semena
biljke Ricinus communis L. iznosi oko 0,15 %, $to je u skladu sa literaturnim podacima
(50). Na osnovu toga preracunata doza ricina u semenu iznosi oko 0,9 %, odnosno oko 1,60
mg. S obzirom da LD50 ricina kod laboratorijskih pacova iznosi 30 mg/kg, odluceno je da
se zivotinje tretiraju suspenzijom tri semena biljke Ricinus communis L. u 1ml fizioloskog
rastvora, Sto predstavlja dozu od 19 mg/kg telesne mase ricina, odnosno 3,2 mg/kg telesne

mase ricinina.

43



Gasni TIC hromatogram (total ion chromatogram) semena biljke Ricinus communis

L. i maseni spektar ricinina su prikazani na slikama 4.1. i 4.2.
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Slika 21. TIC hromatogram semena biljke Ricinus communis L.
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Slika 22. Maseni spektar ricinina iz semena biljke Ricinus communis
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4.3. Postupak pripreme semena biljke Ricinus communis L.

Za tretiranje eksperimentalnih zivotinja koris¢eno je seme biljke Ricinus communis
L., ubrano u basti privatnog poseda na podru¢ju Backe, AP Vojvodine.

U cilju utvrdivanja koli€ine ricinina, izvr§ena je te¢no-te¢na ekstrakcija semena, na
taj nacin $to su 3 semena, nakon skidanja opne, homogenizovana u avanu. Nakon toga
dodato je 5 ml metanola (HPLC grade, Merck - Nemacka) i vr$ena ekstrakcija u trajanju 60
minuta na magnetnoj meSalici (Heidolph, Nemacka) na 40°C. Nakon centrifugiranja 5
minuta na 3000 o/min (Hettich, Nemacka), odvojen je metanolni ekstrakt, uparen do suva
na grejnoj plo¢i na 80°C (Stuart, Nemacka), potom rastvoren u 3 ml metilenhloridnog
(HPLC grade, Merck - Nemacka) rastvora internog standarda meperidina (Sigma-Aldrich -
Nemacka), koncentracije 3,486 pg/mli 1 pl je injektiran za GC-MS analizu.

Za tretiranje eksperimentalne grupe Zivotinja, za svaku pojedinac¢nu zivotinju je
pripremljena suspenzija tri semena, na taj nacin $to su semenke nakon skidanja opne,

homogenizovane u avanu sa 1,5 ml fizioloskog rastvora (0,9 % NaCl, Hemofarm, Srbija).

4.4. Eksperimentalni protokol

Zivotinje su bile podeljene u dve osnovne grupe:

a) kontrolnu grupu, 5 Zivotinja koje su tretirane fizioloSkim rastvorom u dozi od 1

ml per os 1 Zrtvovane nakon 48 ¢asova

b) eksperimentalnu  grupu, 25 zivotinja koje su istovremeno tretirane
pripremljenom suspenzijom semena Ricinus communis L. u dozi od 19 mg/kg
telesne mase ricina, odnosno 3,2 mg/kg telesne mase ricinina (1 ml) per os,
nakon ¢ega su Zrtvovane u razli¢itim vremenskim periodima: 6, 12, 18, 24 i 48

Casova. Za svaki vremenski period koriS¢eno je po 5 Zivotinja.
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Sve zivotinje su bile podvrgnute merenju telesne mase neposredno pre pocetka
ogleda. Oralna aplikacija napravljene suspenzije vrsila se pomoc¢u sonde od nerdajuceg
Celika, otvora veli¢ine 18 G, za peroralni tretman eksperimentalnih Zivotinja.

Po isteku odredenog vremenskog perioda Zivotinje su anestezirane 25% rastvorom
uretana (Sigma-Aldrich - Nemacka), u dozi od 5 ml/kg intraperitonealno. Nakon gubitka
refleksa uspravljanja, zivotinje su zrtvovane eksangvinacijom (kardiopunkcijom), pri cemu
su uzimani slede¢i uzorci:

- krv (u epruvete sa antikoagulansom litijum heparinom, BD Vacutainer, Velika Britanija),
- mozdano tkivo,

- bubrezi,

- jetra,

- slezina

- pluca,

- sree i

- tanko crevo.

Svi uzorci tkiva izmereni su na digitalnoj vagi.

Uzorci krvi, mozdanog tkiva, bubrega, jetre i pluca za hemijsko-toksikolosku
analizu ¢uvani su na temperaturi od -18 °C (u zamrzivacu) do analize.

Uzorci mozdanog tkiva, bubrega, jetre, slezine, pluca, srca 1 tankog creva za
patohistoloSku analizu su fiksirani i dehidrirani u alkoholima rastu¢e koncentracije,
prosvetljeni u hloroformu, proZeti i ukalupljeni u parafin i se€eni na rotacionom mikrotomu
(Leica, Germany) na serijske rezove debljine od 5 pm. Uzorci su zatim deparafinisani,

bojeni rutinskom hematoksilin-eozin (H&E) metodom i montirani kanada balzamom.
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4.4.1. Hemijsko-toksikoloska analiza

4.4.1.1. Postupak ¢vrsto-tecne ekstrakcije (SPE - Solid Phase Extraction) bioloskih

uzoraka

Krv

Uzorak krvi (2 ml) kojem je dodat ¢vrst pufer K,CO3:NaHCO3=2:3 (Centrohem,
Srbija) i cc NH4OH (Centrohem, Srbija) do pH 9, razblazen je destilovanom vodom do 3
ml i prenet na SPE kolonu Extrelut-NT3 (Merck — Nemacka). Nakon 20 minuta je vr$eno
eluiranje sa 15 ml smeSe rastvara¢a metilenhlorid:metanol=9:1 (HPLC grade, Merck -
Nemacka). Eluat je uparen do suva na grejnoj plo¢i na 80°C (Stuart, Nemacka), potom
rastvoren u 0,1 ml metilenhloridnog (HPLC grade, Merck - Nemacka) rastvora internog
standarda meperidina (Sigma-Aldrich - Nemacka), koncentracije 0,349 pg/ml i 3 pl je
injektirano za GC-MS analizu.

Mozdano tkivo

Uzorak mozdanog tkiva (0ko 1,5 g) je homogenizovan u avanu sa kvarcnim peskom
(Centrohem, Srbija; 1 g) i natrijum-hloridom (Centrohem, Srbija; 1,5 g). Homogenatu je
potom dodato 15 ml destilovane vode, kojoj je prethodno podeSen pH 2 sa 2M H3SO4
(Centrohem, Srbija) i vrSena je ekstrakcija sa 5 ml n-heksana (HPLC grade, Merck -
Nemacka) radi uklanjanja visih masnih kiselina i holesterola, u trajanju 2 minuta na
aparatu Vortex T-Genie 2. Zatim je vrSeno centrifugiranje 10 minuta na 3000 o/min
(Hettich, Nemacka), organski sloj je odbacen, a vodeni sloj je, nakon dodatka Cvrstog
pufera K,CO3:NaHCO3=2:3 i ccNH,OH (Centrohem, Srbija) do pH 9 i destilovane vode do
20 ml, prenet na SPE kolonu Extrelut-NT20 (Merck — Nemacka). Po isteku 20 minuta,
vrSeno je eluiranje sa dva puta po 20 ml smeSe rastvaraca metilenhlorid:metanol=9:1
(HPLC grade, Merck - Nemacka). Eluat je uparen do suva na grejnoj plo¢i (Stuart,
Nemacka) na 80°C, potom rastvoren u 0,1 ml metilenhloridnog (HPLC grade, Merck -
Nemacka) rastvora internog standarda meperidina (Sigma-Aldrich - Nemacka),

koncentracije 0,349 ug/ml i 3 pl je injektirano za GC-MS analizu.
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Bubrezi, jetra i pluca

Uzorci bubrega (oko 2 g), jetre (oko 12 g) i pluéa (oko 2 g) su nakon
homogenizacije u avanu, podvrgnuti kiseloj hidrolizi dodatkom 2M H,SO, (Centrohem,
Srbija) do pH 2 i zagrevanjem na grejnoj plo¢i na 80°C (Stuart, Nemacka) u toku 1 sata.
Hidrolizovani uzorci su nakon dodatka ¢vrstog pufera K,CO3:NaHCO3=2:3 i cc NH40OH
(Centrohem, Srbija) do pH 9 i destilovane vode do 20 ml, preneti na SPE kolone Extrelut-
NT20 (Merck — Nemacka). Po isteku 20 minuta, vrSeno je cluiranje sa dva puta po 20 ml
smese rastvaraa metilenhlorid:metanol=9:1 (HPLC grade, Merck - Nemacka). Eluati su
upareni do suva na grejnoj plo¢i (Stuart, Nemacka) na 80°C, potom rastvoreni u 0,1 ml
metilenhloridnog (HPLC grade, Merck - Nemacka) rastvora internog standarda meperidina
(Sigma-Aldrich - Nemacka), koncentracije 0,349 pg/ml i 3 pl je injektirano za GC-MS

analizu.

4.4.1.2. Kvantitativha GC-MS analiza

Gasno hromatografska analiza sa spektrometrijskom detekcijom masa (GC-MS) je
uradena na gasnom hromatografu 6890 N (GC) opremljenim masenim detektorom 5973
(MS) i automatskim injektorom 7683 Agilent Technologies, u EI (Electron Impact) modu
na 70 eV i kapilarnoj koloni DB-5MS (30 m x 0,25 mm, debljine filma 0,25 pm; Agilent
Technologies). Temperatura injektora je iznosila 250°C, a temperatura detektora (interface)
280°C. Hromatografsko razdvajanje jedinjenja je vrSeno u splitless modu pri konstantnom
protoku helijuma kao gasa nosa¢a od 1 ml/min i slede¢em temperaturnom programu za
SCAN i SIM (Selected lon Monitoring) GC-MS analizu: inicijalna temperatura 50 °C je
povecana do 130 °C, brzinom 22 °C/min i potom je nakon 1 minuta, brzinom 12 °C/min

temperatura povecana do 280 °C i odrzavana je tokom 12,86 minita.

4.4.1.3. Kvantitativha GC-MS analiza semena Ricinus communis L.

Kvantitativna GC-MS analiza semena vrsena je u SCAN modu, skeniranjem masa u
Sirokom opsegu (50-550 m/z), a dobijeni maseni spektri jedinjenja su uporedivani sa

masenim spektrima komercijalne biblioteke Wiley. Identifikovana jedinjenja se uzimaju u
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obzir ukoliko je, prilikom poredenja njihovih masenih spektara sa masenim spektrima
komercijalne biblioteke, verovatnoca slaganja veca od 80 %.

Kvantifikacija je vrSena na osnovu karakteristicnih m/z jona za ricinin 164,121 1 82
i interni standard meperidin 247,172 i 218. Kalibraciona kriva je dobijena snimanjem serije
kalibracionih rastvora ricinina (u koje je dodat interni standarad meperidin koncentracije
3,486 pg/ml) u opsegu koncentracija 5,0 - 80 pg/ml. Odnos povrSina pikova ricinina i
internog standarda je prikazan kao funkcija koncentracije supstance, primenom metode
linearne regresije, a koeficijent korelacije je iznosio r=0,999.

Kalibracioni rastvori ricinina u metilenhloridu (HPLC grade, Merck - Nemacka) su
pripremljeni razblazivanjem standardnih rastvora ricinina (Sigma-Aldrich - Nemacka, 1

mq) i meperidina (Sigma-Aldrich - Nemacka; 1 mg/ml) u metanolu.

4.4.1.4. Kvantitativha GC-MS analiza bioloskih uzoraka

Kvantitativna GC-MS analiza bioloskih uzoraka vr$ena je u SIM modu, pri ¢emu su
praceni karakteristi€éni m/z joni za ricinin 164,121 1 82 1 interni standard meperidin 247,172
I 218. Kalibraciona kriva je dobijena snimanjem serije kalibracionih rastvora ricinina (u
koje je dodat interni standarad meperidin koncentracije 0,349 pg/ml) u opsegu
koncentracija 0,02 - 0,50 pg/ml. Odnos povrsina pikova ricinina i internog standarda je
prikazan kao funkcija koncentracije supstance, primenom metode linearne regresije, a
koeficijent korelacije je iznosio r’=0,999.

Kalibracioni rastvori ricinina u metilenhloridu (HPLC grade, Merck - Nemacka) su
pripremljeni razblazivanjem standardnih rastvora ricinina (Sigma-Aldrich - Nemacka, 1

mq) i meperidina (Sigma-Aldrich - Nemacka; 1 mg/ml) u metanolu.

Granica detekcije (LOD - Limit of Detection) je definisana kao koli¢ina jedinjenja

koja se moze detektovati pri odnosu signal/Sum=3 1 za ricinin je iznosila 0,007 pg/ml.

Granica kvantitacije (LOQ - Limit of Quantitation) je definisana kao minimalna

kolicina jedinjenja koja se moze sa sigurnoScu i preciznoscu kvantifikovati pri odnosu

signal/Sum=10 1 za ricinin je iznosila 0,02 pg/ml.

49



Stvarni prinos (recovery) je odreden dodavanjem poznate koli¢ine (spike) ricinina

kontrolnim bioloskim uzorcima, koji su zatim obradeni na SPE kolonama i nakon GC-MS
analize je vrSeno poredenje povrSine pika ricinina sa povrsinom pika iste koli€ine ricinina

direktno injektirane u GC-MS instrument. Recovery je iznosio 85 - 90 %.

4.4.2. Patohistoloska analiza

Svi isecci tkiva su nakon prethodno opisane obrade (strana 46) mikroskopirani

pomocu mikroskopa Olympus BX53, povezanog sa racunarom (slika 4.3).

Slika 23. Mikroskop Olympus BX53 povezan sa raCunarom i operativnim
programom CellSens Standard i kamerom olympus DP26
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5. REZULTATI

5.1. KONCENTRACIJA RICININA U ORGANIMA EKSPERIMENTALNIH
ZIVOTINJA

5.1.1. KONCENTRACIJA RICININA U KRVI EKSPERIMENTALNIH

ZIVOTINJA

Tabela 1. Koncentracija ricinina u krvi eksperimentalnih Zivotinja u odnosu na

vreme Zrtvovanja

Vreme Mean Medijana SD Min Max
Zrtvovanja

6h 4.25 4.03 0.78 3.65 5.55
12h 2.30 2.30 0.28 1.94 2.68
24h 1.82 1.81 0.15 1.62 2.05
36h 1.52 1.52 0.08 1.42 1.61
48h 1.37 1.37 0.04 1.32 1.42
Ukupno 2.32 1.83 1.15 1.32 5.55

Deskriptivni podaci o koncentarciji ricinina u krvi ekeperimentalnih zivotinja
(srednje vrednosti: prosecna vrednost 1 medijana, mere varijabiliteta: standardna devijacija,
opseg vrednosti) su prikazani u tabeli 1, a prosetne koncentacije u odnosu na vreme

Zrtvovanja su prikazane na grafikonu 1.
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Grafikon 1. Kretanje prose¢nih vrednosti koncentracije ricinina u krvi [ng/ml] u
odnosu na vreme Zrtvovanja

Kao S§to je prikazano na grafikonu 1, najveca prosecna koncentracija ricinina u krvi
je utvrdena nakon 6h Zrtvovanja (4.25+0.78), a zatim vrednosti znafajno opadaju tokom

analiziranog vremena, do najnize vrednosti za 48h (1.37+0.04).

Primenom jednosmerne analize varijanse (ANOVA), utvrdena je statisti¢ki znac¢ajna
razlika u prosecnim vrednostima koncentracije ricinina u krvi eksperimentalnih Zivotinja u
odnosu na vreme Zzrtvovanja (F =41.097, p<0.001). Daljom medusobnom komparacijom
(Tukey test; tabela 2) utvrdena je znacajno veca prosena koncentracija za 6h vreme
Zrtvovanja u odnosu na ostala analizirana vremena: 12h (p<0.001), 24h (p<0.001), 36h
(p<0.001) 1 48h (p<0.001). Takode je utvrdena =znaCajna razlika u prosecnim
koncentracijama ricinina u krvi za 12h i 48h (p=0.019), sa znacajno ve¢im vrednostima za
vreme zrtvovanja 12h. Nisu utvrdene znaajne razlike u koncentarciji ricinina u krvi u

odnosu na ostala vremena Zrtvovanja: 12h i 24h, 12h i 36h, 24 i 36h, 24 i 48h, 36h i 48h.
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Tabela 2. Multiple komparacije koncentracija ricinina u krvi u odnosu na vreme

Zrtvovanja

Vreme Zrtvovanja Prose¢na p
razlika
koncentracije

12h 1.944 <0.001
6h 24h 2.428 <0.001
36h 2.731 <0.001
48h 2.879 <0.001
6h -1.944 <0.001
12h 24h 0.484 0.341
36h 0.787 0.058
48h 0.935 0.019
6h -2.428 <0.001
2ah 12h -0.484 0.341
36h 0.303 0.786
48h 0.451 0.465
6h -2.731 <0.001
36h 12h -0.787 0.058
24h -0.303 0.786
48h 0.148 0.984
6h -2.879 <0.001
12h -0.935 0.019
48h 24h 0.451 0.465
36h -0.148 0.984
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5.1.1.1. ANALIZA POVEZANOSTI KONCENTRACIJE RICININA U KRVI I
VREMENA ZRTVOVANJA - REGRESIONI MODEL

U cilju odredivanja povezanosti i predikcije koncentracije ricinina u Krvi u odnosu
na vreme zrtvovanja razmatrani su razliiti matematicki modeli, pri ¢emu se kao

najznacajniji izdvaja kubni regresioni model:

y=7967 — 49x + 1.275x% — 0.112x° 1)

y= koncentracija ricinina u krvi
x= vreme Zrtvovanja (1= 6h, 2= 12h, 3=24h, 4= 36h, 5=48h)

Koeficijent determinacije R=0.898, govori u prilog tome da je 89.8% varijabiliteta
zavisne varijable (koncentracija ricinina u krvi) objaSnjen varijabilitetom nezavisne

varijable (vreme Zrtvovanja).

Vrednost testa ukazuje da je model dobro prilagoden podacima (F=55.543,
p<0.001). Primenom jednacine modela (1), mogucée je izvrSiti predikciju koncentracije

ricinina u krvi eksperimentalnih Zivotinja na osnovu podataka o vremenu Zrtvovanja.
Na grafikonu 2 su prikazane opservirane vrednosti koncentarcije ricinina u Kkrvi

eksperimentalnih Zivotinja u odnosu na razli¢ito vreme zrtvovanja i kriva najbolje

prilagodena podacima (kubni model).
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Grafikon 2. Koncentracija ricinina u krvi eksperimentalnih Zivotinja u funkciji
vremena Zrtvovanja
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5.1.2. KONCENTRACIJA RICININA U PLUCIMA EKSPERIMENTALNIH
ZIVOTINJA

Tabela 3. Koncentracija ricinina u plu¢ima eksperimentalnih Zivotinja u odnosu na
vreme Zrtvovanja

Vreme Mean Medijana SD Min Max
Zrtvovanja

6h 3.75 3.90 0.27 3.42 3.98
12h 1.63 1.68 0.14 1.39 1.75
24h 1.61 1.57 0.18 1.45 1.90
36h 1.28 1.28 0.09 1.17 1.39
48h 0.98 0.99 0.13 0.81 1.12
Ukupno 191 1.57 1.03 0.81 3.98

Deskriptivni podaci o koncentarciji ricinina u plu¢ima ekeperimentalnih Zivotinja
(srednje vrednosti: prose¢na vrednost i medijana, mere varijabiliteta: standardna devijacija,
opseg vrednosti) su prikazani u tabeli 3, dok su prose¢ne koncentacije u odnosu na vreme

Zrtvovanja prikazane na grafikonu 3.
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Grafikon 3. Kretanje prosecnih vrednosti koncentracije ricinina u plu¢ima [ng/ml]
u odnosu na vreme Zrtvovanja

Kao §to je prikazano na grafikonu 3, najveca prosecna koncentracija ricinina u
plu¢ima je utvrdena nakon 6h Zrtvovanja (3.75+0.27), sledi nagli pad za 12h (1.63%0.14), a

zatim prosecne vrednosti postepeno opadaju do najnize vrednosti za 48h (0.98+0.13).

Primenom jednosmerne analize varijanse (ANOVA), utvrdena je statisticki znacajna
razlika u proseCnim vrednostima koncentracije ricinina u plu¢ima eksperimentalnih
zivotinja u odnosu na vreme Zzrtvovanja (F =179,545, p<0.001). Daljom medusobnom
komparacijom (Tukey test) utvrdena je znacajno veca prosecna koncentracija za 6h vreme
Zrtvovanja u odnosu na ostala analizirana vremena: 12h (p<0.001), 24h (p<0.001), 36h
(p<0.001) i 48h (p<0.001). Takode je utvrdena znaajno veca koncentracija ricinina u
plu¢ima za 12h u odnosu na 48h (p<0.001), kao i za 24h u odnosu na 48h (p<0.001). Nisu
utvrdene znacajne razlike u koncentarciji ricinina u plu¢ima za 12h i 24h, 12h i 36h, 24h i

36h, 36h i 48h. Podaci su prikazani u tabeli 4.
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Tabela 4. Multiple komparacije koncentracija ricinina u plu¢ima u odnosu na vreme

Zrtvovanja

Vreme Zrtvovanja Prose¢na p
razlika
koncentracije

12h 2.120 <0.001
6h 24h 2.144 <0.001
36h 2472 <0.001
48h 2.777 <0.001
6h -2.120 <0.001
12h 24h 0.024 0.999
36h 0.352 0.059
48h 0.657 <0.001
6h -2.144 <0.001
24h 12h -0.024 0.999
36h 0.328 0.087
48h 0.633 <0.001
6h -2.472 <0.001
36h 12h -0.352 0.059
24h -0.328 0.087
48h 0.305 0.156
6h -2.777 <0.001
48h 12h -0.657 <0.001
24h -0.633 <0.001
36h -0.305 0.156
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5.1.2.1. ANALIZA POVEZANOSTI KONCENTRACIJE RICININA U PLUCIMA |
VREMENA ZRTVOVANJA - REGRESIONI MODEL

U cilju odredivanja povezanosti i predikcije koncentracije ricinina u plué¢ima
eksperimentalnih  Zivotinja u funkciji vremena Zrtvovanja razmatrani su razli¢iti

matematicki modeli, pri ¢emu se kao najznacajniji izdvaja kubni regresioni model:

y = 8.275 — 6.230x + 1.850x* — 0.180x° (2)

y= koncentracija ricinina u plu¢ima

x= vreme zrtvovanja (1= 6h, 2= 12h, 3=24h, 4= 36h, 5=48h)

Vrednost koeficijenta determinacije R?=0.954, ukazuje da je 95.4% varijabiliteta
zavisne varijable (koncentracija ricinina u plu¢ima) obja$njeno varijabilitetom nezavisne

varijable (vreme Zrtvovanja).

Prikazani model (2) je model dobro prilagoden podacima (F=131.975, p<0.001).
Koriste¢i podatke o vremenu Zrtvovanja eskperimentalnih zivotinja i primenom jednacine

ovog modela, moZemo izvrsiti predikciju koncentracije ricinina u plu¢ima.
Na grafikonu 4 su prikazane opservirane vrednosti koncentarcije ricinina u plu¢ima

eksperimentalnih Zivotinja u odnosu na razli¢ito vreme zrtvovanja i kriva najbolje

prilagodena podacima (kubni model).
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Grafikon 4. Koncentracija ricinina u plu¢ima eksperimentalnih Zivotinja u funkciji
vremena Zrtvovanja
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5.1.3. KONCENTRACIJA RICININA U BUBREZIMA EKSPERIMENTALNIH
ZIVOTINJA

Tabela 5. Koncentracija ricinina u bubrezima eksperimentalnih Zivotinja u odnosu
na vreme Zrtvovanja

Vreme Mean Medijana SD Min Max
Zrtvovanja

6h 2.56 2.55 0.16 2.37 2.79
12h 1.86 1.90 0.22 1.63 2.18
24h 1.37 1.33 0.14 1.25 1.58
36h 1.57 154 0.16 1.43 1.78
48h 1.34 1.34 0.06 1.29 1.40
Ukupno 1.77 1.59 0.049 1.25 2.79

Deskriptivni podaci o koncentarciji ricinina u bubrezima ekeperimentalnih Zivotinja
(srednje vrednosti: prose¢na vrednost 1 medijana, mere varijabiliteta: standardna devijacija,

opseg vrednosti) su prikazani u tabeli 5.
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Grafikon 5. Kretanje prose¢nih vrednosti koncentracije ricinina [ng/mlJu bubrezima
u odnosu na vreme Zrtvovanja

Kao §to je prikazano na grafikonu 5, najveca prosecna koncentracija je utvrdena
nakon 6 h Zrtvovanja (2.56+0.16), a zatim vrednosti opadaju do 24h (1.37+0.14). Blagi
porast vrednosti postoji za 36h, a zatim opet blagi pad vrednosti za 48h (1.34+0.06).

Primenom ANOVA testa, utvrdena je statisticki znacajna razlika u prosecnim
vrednostima koncentracije ricinina u bubrezima eksperimentalnih Zivotinja u odnosu na
vreme zrtvovanja (F =49.243, p<0.001). Daljom medusobnom komparacijom (Tukey test)
utvrdene su znacajno vece vrednosti za 6h u odnosu na ostala vremena Zrtvovanja: 12h
(p<0.001), 24h (p<0.001), 36h (p<0.001) 1 48h (p<0.001). Utvrdene su i znacajno vece
proseéne koncentracije za 12h u odnosu na 24h (p<0.001) i 12h u odnosu na 48h (p<0.001),
a nije uoCena znacajna razlika za sledec¢a vremena Zrtvovanja: 12h i 36h (p=0.083), 24h i
36h (p=0.348), 24h i 48h (p=0.999), odnosno 36h i 48h (p =0.278). Podaci su prikazani u
tabeli 6.
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Tabela 6. Multiple komparacije koncentracija ricinina u bubrezima u odnosu na

vreme Zrtvovanja

Vreme Zrtvovanja Prose¢na p
razlika
koncentracije

12h 0.702 <0.001
6h 24h 1.196 <0.001
36h 0.994 <0.001
48h 1.224 <0.001
6h -0.702 <0.001
12h 24h 0.494 0.001
36h 0.292 0.083
48h 0.522 0.001
6h -1.196 <0.001
2ah 12h -0.494 0.001
36h -0.202 0.348
48h 0.028 0.999
6h -0.994 <0.001
36h 12h -0.292 0.083
24h 0.202 0.348
48h 0.230 0.278
6h -1.224 <0.001
12h -0.522 0.001
48h 24h 0.028 0.999
36h -0.230 0.278
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5131. ANALIZA POVEZANOSTI KONCENTRACIJE RICININA U
BUBREZIMA I VREMENA ZRTVOVANJA - REGRESIONI MODEL

U cilju odredivanja povezanosti i predikcije koncentracije ricinina u bubrezima u
odnosu na vreme zrtvovanja razmatrani su razli¢iti matematicki modeli, pri ¢emu se kao

najznacajniji izdvaja kubni regresioni model:

y =4.227 — 2.154x + 0.563x” — 0.049x> 3)

y= koncentracija ricinina u bubrezima
x= vreme zrtvovanja (1= 6h, 2= 12h, 3=24h, 4= 36h, 5=48h)

Koeficijent determinacije R=0.883, govori u prilog tome da je 88.3% varijabiliteta
zavisne varijable (koncentracija ricinina u bubrezima) objasnjen varijabilitetom nezavisne

varijable (vreme Zrtvovanja).

Regresioni kubni model jedobro prilagoden podacima, §to i potvrduju rezultati testa
(F=48.016, p<0.001). Na osnovu jednacine ovog modela (3), mozemo izvrsiti predikciju
koncentaracije ricinina u bubrezima ekperimentalnih Zivotinja na osnovu podataka o

vremenu Zrtvovanja.
Na grafikonu 6 su prikazane opservirane vrednosti koncentarcije ricinina u

bubrezima eksperimentalnih Zivotinja u odnosu na razli¢ito vreme zrtvovanja i kriva

najbolje prilagodena podacima (kubni model).
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Grafikon 6. Koncentracija ricinina u bubrezima eksperimentalnih Zivotinja u
funkciji vremena Zrtvovanja
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5.14. KONCENTRACIJA RICININA U JETRI

ZIVOTINJA

EKSPERIMENTALNIH

Tabela 7. Koncentracija ricinina u jetri eksperimentalnih Zivotinja u odnosu na

vreme Zrtvovanja

Vreme Mean
Zrtvovanja

6h 1.86
12h 2.69
24h 2.52
36h 2.73
48h 1.41
Ukupno 2.26

Medijana

1.99
2.74
2.58
2.69
1.42
2.35

SD

0.28
0.35
0.14
0.12
0.06
0.55

Min

1.37
2.35
2.33
2.64
1.35
1.35

Max

2.05
3.18
2.65
2.90
1.47
3.18

Deskriptivni podaci o koncentarciji ricinina u jetri ekeperimentalnih Zivotinja

(srednje vrednosti: prose¢na vrednost i medijana, mere varijabiliteta: standardna devijacija,

opseg vrednosti) su prikazani u tabeli 7, a prosetne koncentacije u odnosu na vreme

Zrtvovanja su prikazane na grafikonu 7.

66



3.00

2.807

2.60

2.40

2.20

2.00

1.804

1.60

1.40+

Proseéna koncentracija ricinina u jetri [ng/ml]

1.20

T T T I
&h 12h 24h 3ch 48h

Vreme zrtvovanja

Grafikon 7. Kretanje prosecnih vrednosti koncentracije ricinina u jetri [ng/ml] u
odnosu na vreme Zrtvovanja

Kao $to je prikazano na grafikonu 7, prose¢na koncentracija ricinina u jetri nakon

6h Zrtvovanja iznosi 1.86+0.28, dok je najniza vrednosti dostignuta za 48h (1.41+0.06).

Primenom jednosmerne analize varijanse (ANOVA), utvrdena je statisticki znacajna
razlika u prose¢nim vrednostima koncentracije ricinina u jetri eksperimentalnih Zivotinja u
odnosu na vreme Zzrtvovanja (F =27.640, p<0.001). Daljom medusobnom komparacijom
(Tukey test) utvrdena je znacajno manje prosecne koncentracija ricinina u jetri za 6h vreme
Zrtvovanja u odnosu na sledeca vremena: 12h (p<0.001), 24h (p=0.002) i 36h (p<0.001).
Takode su utvrdena znacajno vece koncentracije za 12h u odnosu na vreme 48h (p<0.001),
24 h u odnosu na 48h (p<0.001) i 36h u odnosu na 48h (p<0.001). Podaci su prikazani u
tabeli 8.
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Tabela 8. Multiple komparacije koncentracija ricinina u jetri u odnosu na vreme

Zrtvovanja

Vreme Zrtvovanja Prose¢na p
razlika
koncentracije

12h -0.826 <0.001
6h 24h -0.654 0.002
36h -0.866 <0.001
48h 0.450 0.060
6h 0.826 <0.001
19h 24h 0.172 0.757
36h -0.040 0.999
48h 1.276 <0.001
6h 0.654 0.002
24h 12h -0.172 0.757
36h -0.212 0.648
48h 1.104 <0.001
6h 0.866 <0.001
36h 12h 0.040 0.999
24h 0.212 0.648
48h 1.315 <0.001
6h -0.450 0.060
48h 12h -1.276 <0.001
24h -1.104 <0.001
36h -1.315 <0.001
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5.14.1. ANALIZA POVEZANOSTI KONCENTRACIJE RICININA U JETRI |
VREMENA ZRTVOVANJA - REGRESIONI MODEL

U cilju odredivanja povezanosti i predikcije koncentracije ricinina u jetri u odnosu
na vreme zrtvovanja razmatrani su razli¢iti matematicki modeli, pri ¢emu se kao

najznacajniji izdvaja kubni regresioni model:

y=1.183 + 0.711x + 0.048 x*-0.036x° (4)

y= koncentracija ricinina u jetri
x= vreme zrtvovanja (1= 6h, 2= 12h, 3=24h, 4= 36h, 5=48h)

Vrednost koeficijenta determinacije R?=0.751, ukazuje da je 75.1% varijabiliteta
zavisne varijable (koncentracija ricinina u jetri) objaSnjeno varijabilitetom nezavisne

varijable (vreme zZrtvovanja).

Vrednost testa (F=19.152, p<0.001) ukazuje da je kubni model dobro prilagoden
podacima. Primenom jednacine modela (4), mozemo izvrSiti predikciju koncentracije

ricinina u jetri eksperimentalnih Zivotinja na osnovu podataka o vremenu Zrtvovanja.
Na grafikonu 8 su prikazane opservirane vrednosti koncentarcije ricinina u jetri

eksperimentalnih Zivotinja u odnosu na razliCito vreme Zrtvovanja 1 kriva najbolje

prilagodena podacima (kubni model).
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Grafikon 8. Koncentracija ricinina u jetri eksperimentalnih Zivotinja u funkciji
vremena Zrtvovanja
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5.15. KONCENTRACIJA RICININA U MOZGU EKSPERIMENTALNIH

ZIVOTINJA

Tabela 9. Koncentracija ricinina u mozgu eksperimentalnih Zivotinja u odnosu na

vreme Zrtvovanja

Vreme Mean
Zrtvovanja

6h 3.80
12h 5.39
24h 3.60
36h 2.66
48h 2.05
Ukupno 3.60

Medijana

3.85
5.64
3.52
2.61
2.06
3.52

SD

0.44
0.66
0.23
0.23
0.14
1.21

Min

3.12
4.35
3.32
2.44
1.88
1.88

Max

4.23
6.05
3.93
2.98
2.19
6.05

Deskriptivni podaci o koncentarciji ricinina u mozgu ekeperimentalnih zivotinja

(srednje vrednosti: prosecna vrednost 1 medijana, mere varijabiliteta: standardna devijacija,

opseg vrednosti) su prikazani u tabeli 9, a prosetne koncentacije u odnosu na vreme

Zrtvovanja su prikazane na grafikonu 9.
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Grafikon 9. Kretanje prose¢nih vrednosti koncentracije ricinina u mozgu [ng/ml] u
odnosu na vreme Zrtvovanja

Kao $§to je prikazano na grafikonu 9, prosecna koncentracija ricinina u krvi nakon
6h Zrtvovanja iznosi 3.80(£0.44), a zatim sledi skok vrednosti za 12h (5.3940.66), a zatim

vrednosti opadaju do najnize vrednosti za 48h (2.05+0.14).

Primenom jednosmerne analize varijanse (ANOVA), utvrdena je statisti¢ki znac¢ajna
razlika u prose¢nim vrednostima koncentracije ricinina u mozgu eksperimentalnih Zivotinja
u odnosu na vreme Zzrtvovanja (F =44.980, p<0.001). Daljom medusobnim poredenjem
parova vrednosti (Tukey test) utvrdene su znacajno vece vrednosti za 6h u odnosu na 36h
(p=0.004), kao i 6h u odnosu na 48h (p<0.001). Utvrdene su znafajno veée prosecne
koncentracije za 12h odnosu na ostala analizirana vremena zrtvovanja : 6h (p<0.001), 24h
(p<0.001), 36h (p<0.001) i 48h (p<0.001). Takode su utvrdene znaCajno vece prosecne
koncentracije za 24h u odnosu na 36h (p=0.020), kao i 24h u odnosu na 48h (p<0.001).
Nisu utvrdene znacajne razlike u koncentarciji ricinina u mozgu za 6h i 24h, odnosno za 36

148h, §to je 1 prikazano u tabeli 10.
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Tabela 10. Multiple komparacije koncentracija ricinina u mozgu u odnosu na vreme

Zrtvovanja
Vreme Zrtvovanja Prosecna p
razlika
koncentracije
12h -1.596 <0.000
6h 24h 0.196 0.937
36h 1.136 0.004
48h 1.749 <0.000
6h 1.596 <0.000
19h 24h 1.792 <0.000
36h 2.732 <0.000
48h 3.345 <0.000
6h -0.196 0.937
24h 12h -1.792 <0.000
36h 0.940 0.020
48h 1.553 <0.000
6h -1.136 0.004
36h 12h -2.7132 <0.000
24h -0.940 0.020
48h 0.613 0.246
6h -1.749 <0.000
48h 12h -3.345 <0.000
24h -1.553 <0.000
36h -0.613 0.246
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5.1.5.1. ANALIZA POVEZANOSTI KONCENTRACIJE RICININA U MOZGU |
VREMENA ZRTVOVANJA - REGRESIONI MODEL

U cilju odredivanja povezanosti i predikcije koncentracije ricinina u mozgu u
odnosu na vreme Zzrtvovanja razmatrani su razli¢iti matematicki modeli, pri ¢emu se kao

najznacajniji izdvaja kubni regresioni model:

y=-1.770 + 8.452 x — 3.143 x* + 0.322 x° (5)

y= koncentracija ricinina u mozgu
x= vreme zrtvovanja (1= 6h, 2= 12h, 3=24h, 4= 36h, 5=48h)

Koeficijent determinacije R®=0.862, ukazuje da 86.2% varijabiliteta zavisne
varijable (koncentracija ricinina u mozgu) objaSnjen varijabilitetom nezavisne varijable

(vreme Zrtvovanja).

Prikazani regresioni model (5) je dobro prilagoden podacima (F=39.503, p<0.001).
Na osnovu jednad¢ine modela (5), mozemo izvrsiti predikciju koncentracije ricinina u

mozgu eksperimentalnih Zivotinja na osnovu podataka o vremenu Zrtvovanja.
Na grafikonu 10 su prikazane opservirane vrednosti koncentarcije ricinina u mozgu

eksperimentalnih zivotinja u odnosu na razli¢ito vreme zrtvovanja i1 kriva najbolje

prilagodena podacima (kubni model).
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Grafikon 10. Koncentracija ricinina u mozgu eksperimentalnih Zivotinja u funkciji
vremena Zrtvovanja
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5.16. MEDUSOBNA KORELACIJA KONCENTRACIJA RICININA U
ORGANIMA EKSPERIMENTALNIH ZIVOTINJA

Tabela 11. Stepen povezanosti koncentacije ricinina u razli¢itim organima
eksperimentalnih Zivotinja

KRV PLUCA  BUBREZI JETRA MOZAK

KRV r 1 0.936 0.869 -0.171 0.347

D <0.001 <0.001 0.436 0.104
PLUCA r 1 0.877 -0.215 0.277

p <0.001 0.324 0.200
BUBREZI r 1 -0.137 0.382

p 0.532 0.072
JETRA r 1 0.505

p 0.014
MOZAK 1

p

U tabeli 11 prikazan je Pirsonov koeficijent linearne korelacije (r) i nivo znacajnosti
(p). Analiziranjem koncentracije ricinina u razli¢itim organima eksperimentalnih zivotinja,
utvrdena je visoko znaCajna pozitivna korelacija izmedu koncentracije u plu¢ima i krvi
(p<0.001), bubrezima 1 krvi (p<0.001) 1 bubrezima i plu¢ima (p<0.001). Koncentracije
ricinina u jetri i mozgu koreliraju samo medusobno (p=0.014), a nije utvrdena znacajna
korelacija izmedu koncentracije ricinina u jetri i ostalim organima (krv, bubrezi, pluca)

odnosno koncentracije ricinina u mozgu i ostalim organima.
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Grafikon 11. Uporedni prikaz kretanja prose¢nih vrednosti koncentracije ricinina u
organima u odnosu na vreme Zrtvovanja
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U toku izvodenja eksperimenta uginule su dve laboratorijske Zivotinje. Jedna

Zivotinja uginula je izmedu 12 i 24 casa, a druga izmedu 24 i 28 Casova. U tabeli su

prikazane koncentracije ricinina u organima obe uginule zivotinje.

Tabela 12.
KRV PLUCA BUBREZI JETRA MOZAK
Zivotinja 1 8,70 5,55 1,54 2,71 4,18
Zivotinja 2 8,71 6,66 6,10 13,03 5,91
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5.2. PATOHISTOLOSKA ANALIZA UZORAKA TKIVA

Grupa l

Slika 25. Bubreg (HE, 100x)

Slika 24. Pluc¢a (HE, 40x)

Slika 27. Mozak (HE, 100x)

Slika 26. Jetra (HE, 100x)
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Grupa l

Slika 29. Srce (HE, 200x)

Slika 28. Slezina (HE, 100x)

Slika 30. Tanko crevo (HE, 100x)
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Grupa 1l

Slika 31. Plu¢a (HE, 100xX) Slika 32.Bubreg (HE, 200x)

Slika 33. Jetra (HE, 40x) Slika 34. Mozak (HE, 200x)
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Grupa ll

Slika 35. Slezina (HE, 100x) Slika 36. Srce (HE, 100x)

Slika 37. Tanko crevo (HE, 100x)
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Grupa 111

Slika 38. Pluc¢a (HE, 100x) Slika 39. Bubreg (HE, 200x)

Slika 40. Jetra (HE, 40x) Slika 41. Mozak (HE, 200x)
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Grupa 111

Slika 42. Slezina (HE,100x) Slika 43. Srce (HE, 200x)

Slika 44. Tanko crevo (HE, 200x)
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Grupa IV

Slika 45. Plu¢a (HE; 40x) Slika 46. Bubreg (HE, 200x)

Slika 47. Jetra (HE, 100x) Slika 48. Mozak (HE, 100x)
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Grupa IV
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Slika 50. Srce (HE, 200x)

Slika 49. Slezina (HE, 200x)

100x)

Slika 51. Tanko crevo (HE
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Grupa Vv

Slika 52. Pluc¢a (HE, 40x) Slika 53. Bubreg (HE, 200x)

Slika 54. Jetra (HE, 100x) Slika 55. Mozak (HE, 100x)
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Grupa Vv

Slika 56. Slezina (HE, 100x) Slika 57. Srce (HE, 100x)

Slika 58. Tanko crevo (HE, 200x)
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Zivotinja uginula izmedju 12 i 24 ¢asova od aplikacije suspenzije

Slika 59. Pluc¢a (HE, 40x) Slika 60. Bubreg (HE, 200x)

Slika 61. Jetra (HE, 100x) Slika 62. Mozak (HE, 200x)
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Zivotinja uginula izmedju 12 i 24 ¢asova od aplikacije suspenzije

Slika 63. Slezina (HE, 100x) Slika 64. Srce (HE, 200x)

Slika 65. Tanko crevo (HE, 200x)
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Zivotinja uginula izmedju 24 i 28 ¢asova od aplikacije suspenzije

200x)

Slika 67. Bubreg (HE

100x)

¢a (HE,

Slika 66. Plu

100x)

Slika 69. Mozak (HE

100x)

Slika 68. Jetra (HE
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Zivotinja uginula izmedju 24 i 28 ¢asova od aplikacije suspenzije

Slika 70. Slezina (HE, 100x) Slika 71. Srce (HE, 200x)

Slika 72. Tanko crevo (HE, 100x)
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5.2.1. PATOHISTOLOSKI NALAZ NA ORGANIMA EKSPERIMENTALNIH
ZIVOTINJA U ODNOSU NA VREME ZRTVOVANJA

I grupa Zivotinja

Pluca: blaga hiperemija (slika 24)

Bubrezi: blaga hiperemija (slika 25)

Jetra: blaga hiperemija (slika 26)

Mozak: blaga hiperemija (slika 27)

Slezina: izraZena hiperemija sa prosirenim sinusoidima crvene pulpe (slika 28)
Srce: edem intersticijuma i blaga hiperemija (slika 29)

Tanko crevo: blaga hiperemija i fokalan inflamatorni infiltrat u lamini propriji (slika 30)

Il grupa zivotinja

Pluca: blaga hiperemija (slika 31)

Bubrezi: blaga hiperemija i fokalna parenhimatozna degeneracija epitelnih celija
prevashodno proksimalnih tubula (slika 32)

Jetra: blaga hiperemija (slika 33)

Mozak: blaga hiperemija (slika 34)

Slezina: izrazena hiperemija sa proSirenim sinusoidima crvene pulpe (slika 35)

Srce: edem intersticijuma i blaga hiperemija (slika 36)

Tanko crevo: blaga hiperemija i fokalan inflamatorni infiltrat u lamini propriji (slika 37)

111 grupa zZivotinja

Pluéa: umerena hiperemija, deskvamovane alveolarne c¢elije i makrofagi u alveolama,
fokalan perivaskularni i peribronhijalni infiltrat limfocita i plazma ¢elija (slika 38)

Bubrezi: izrazenija hiperemija i difuzna parenhimatozna degeneracija epitelnih celija
tubula (slika 39)

Jetra: izraZena hiperemija sa prosirenjem sinusoida i kompresijom hepatocita (slika 40)
Mozak: umerena hiperemija, fokalan pericelularni i perivaskularni edem (slika 41)
Slezina: izrazena hiperemija sa proSirenim sinusoidima crvene pulpe, pove¢anim brojem

¢elija bele krvne loze i megakariocitma (slika 42)
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Srce: edem intersticijuma i izrazenija hiperemija (slika 43)
Tanko crevo: blaga hiperemija i fokalno guséi inflamatorni infiltrat u lamini propriji (Slika
44)

IV grupa Zivotinja

Pluéa: izrazena hiperemija, deskvamovane alveolarne celije i makrofagi u alveolama,
fokalno gus¢i perivaskularni i peribronhijalni infiltrat limfocita i plazma celija (slika 45)
Bubrezi: izrazena hiperemija, difuzna parenhimatozna degeneracija epitelnih ¢elija tubula,
zadebljanje 1 fibroza glomerularnih kapilarnih krvnih sudova, u pojedinim tubulima je
prisutan eozinofilni proteinski materijal (slika 46)

Jetra: izrazena hiperemija sa proSirenjem sinusoida i1 kompresijom hepatocita koji
pokazuju degenerativne promene fokalno pracene sa karioreksom, Kkariolizom i
kariopiknozom jedara, fokalno je prisutan mononuklearni inflamatorni infiltrat (slika 47)
Mozak: izrazena hiperemija, difuzan pericelularni i perivaskularni edem (slika 48)

Slezina: izrazena hiperemija sa pro$irenim sinusoidima crvene pulpe povecanim brojem
¢elija bele krvne loze 1 megakariocitma, bela pulpa je proliferisala sa fokalno izraZenijim
germinativnim centrima (slika 49)

Srce: edem intersticijuma i izrazena hiperemija, fokalan mononuklearni infiltrat (slika 50)
Tanko crevo: blaga hiperemija i fokalno gus¢i inflamatorni infiltrat u lamini propriji,

umnozeno limfno tkivo Payerovih ploca (slika 51)

V grupa Zivotinja

Pluéa: izrazena hiperemija, deskvamovane alveolarne celije i makrofagi u alveolama,
fokalno gusc¢i perivaskularni i peribronhijalni infiltrat limfocita i plazma ¢elija (slika 52)
Bubrezi: izrazena hiperemija, difuzna parenhimatozna degeneracija epitelnih celija tubula,
zadebljanje i fibroza glomerularnih kapilarnih krvnih sudova, u pojedinim tubulima je
prisutan eozinofilni proteinski materijal (slika 53)

Jetra: izrazena hiperemija sa proSirenjem sinusoida i kompresijom hepatocita koji
pokazuju degenerativne promene fokalno pracene sa karioreksom, kariolizom 1
kariopiknozom jedara, fokalno je prisutan mononuklearni inflamatorni infiltrat (slika 54)

Mozak: izrazena hiperemija, difuzan pericelularni i perivaskularni edem (slika 55)
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Slezina: izraZena hiperemija sa pro$irenim sinusoidima crvene pulpe povecanim brojem
¢elija bele krvne loze i megakariocitma, bela pulpa je proliferisala sa fokalno izraZenijim
germinativnim centrima (slika 56)

Srce: edem intersticijuma i izraZzena hiperemija, fokalan mononuklearni infiltrat (slika 57)
Tanko crevo: blaga hiperemija i fokalno guséi inflamatorni infiltrat u lamini propriji (Slika
58)

2iv0tinia uginula izmedju 12 i 24 ¢asova od aplikacije suspenzije

Pluca: Izrazena nekroza alveolarnih pregrada i intraalveolarna hemoragija (slika 59)
Bubrezi: akutna tubularna nekroza i mononuklearni infiltrat u intersticijumu (slika 60)
Jetra: nekroza hepatocita sa fragmentacijom gredica, krvarenjem i nakupljanjem svetlo
eozinofilne te¢nosti (slika 61)

Mozak: fokalno su prisutna manja podrucja encefalomalacije (slika 62)

Slezina: izrazena nekroza crvene pulpe (slika 63)

Srce: nekroza kardiomiocita i gust infiltrat prevashodno neutrofilnih granulocita (slika 64)
Tanko crevo: blaga hiperemija i fokalno gus$¢i inflamatorni infiltrat u lamini propriji,

umnozeno limfno tkivo Payerovih ploca (slika 65)

Zivotinja uginula izmedju 24 i 28 &asova od aplikacije suspenzije

Pluca: Izrazena nekroza alveolarnih pregrada i intraalveolarna hemoragija (slika 66)
Bubrezi: akutna tubularna nekroza i mononuklearni infiltrat u intersticijumu (slika 67)
Jetra: nekroza hepatocita sa fragmentacijom gredica, krvarenjem i nakupljanjem svetlo
eozinofilne te¢nosti (slika 68)

Mozak: fokalno su prisutna manja podrucja encefalomalacije (slika 69)

Slezina: izrazena nekroza crvene pulpe (slika 67)

Srce: nekroza kardiomiocita i gust infiltrat prevashodno neutrofilnih granulocita (slika 68)
Tanko crevo: blaga hiperemija i fokalno gusé¢i inflamatorni infiltrat u lamini propriji,

umnozeno limfno tkivo Payerovih ploca (slika 69)
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6. DISKUSIJA

6.1. Analiza promene koncentracije ricinina u organima eksperimentalnih Zivotinja u

zavisnosti od vremena proteklog od aplikacije suspenzije

Koncentracija ricinina u krvi

Nakon resorpcije iz digestivnog trakta ricin i ricinin dospevaju u krv, gde je za
oc¢ekivati da u prvim c¢asovima nakon intoksikacije koncentracije budu najvise.
Dokazivanje hemijsko-toksikoloskom analizom ricinina u krvi laboratorijskih zivotinja
nakon oralne aplikacije suspenzije ricinusa, u smislu posrednog dokaza intoksikacije
ricinom, postavljeno je kao jedan od ciljeva ovog eksperimenta.

Ranija istrazivanja pokazala su da se ricin moze dokazati u krvi za manje od jednog
asa nakon oralnog unosa.®®'%%! Rezultati eksperimenta pokazuju da je koncentracija
ricinina 6 ¢asova nakon aplikacije suspenzije najviSa upravo u krvi, u poredenju sa
analiziranom koncentracijom po organima. Prose¢na koncentracija ricinina u krvi kod prve
grupe zivotinja iznosila je 4,25 ng/ml (Tabela 1). Nakon toga, u narednih 6 Casova, doslo
je do naglog pada koncentracije, tako da je prosena koncentracija ricinina u krvi kod
Zivotinja iz druge grupe iznosila 2,30 ng/ml. Dakle, izmedu 6 1 12 ¢asova nakon aplikacije
suspenzije ricinusa koncentracija ricinina u krvi Zivotinja se gotovo prepolovila. Analizom
Grafikona 1 mozZe se zakljuciti da se taj nagli pad koncentracije ricinina u krvi, izmedu 6 i
12 ¢asova nakon intoksikacije, odigrava po kinetici | reda, a kriva opadanja koncentracije
ima linearan izgled. To je u skladu sa ranije objavljenim istraZivanjima®*?***® kada je
pokazano da ubrzo nakon intoksikacije dolazi do naglog pada koncentracije ricina u Kkrvi i
da je to najverovatnije posledica rapidnog vezivanja za receptore na c¢elijskoj povrsini i
redistribucije po tkivima. Istrazivanje Godala i saradnika®®’ takode je pokazalo da u prvim
casovima nakon intoksikacije smanjivanje koncentracije ricina u krvi prati kinetiku | reda.
Isto pokazuju i rezultati faze I klini¢kog ispitivanja u kojem je pacijentima sa malignom
boles¢u aplikovan ricin u odredenoj dozi i kod kojih se koncentracije ricina u Krvi
smanjivala prema kinetici | reda.”®*

Nakon 12 casova od intoksikacije koncentracija ricinina u krvi viSe ne opada

rapidno, prema kinetici I reda, ve¢ se belezi blagi pad koncentracije, a kriva ima

95



eksponencijalan izgled. U tre¢oj grupi zivotinja, zrtvovanih 24 ¢asa od aplikacije
suspenzije, prosecna vrednost koncentracije ricinina u krvi iznosila je 1,82 ng/ml, u Cetvrtoj
grupi (36 Casova nakon aplikacije suspenzije) 1,52 ng/ml, a u petoj grupi (48 ¢asova nakon
aplikacije suspenzije) 1,37 ng/ml. Utvrdeno je da razlike u koncentraciji ricinina u
navedenim grupama nisu statisticki znacajne.

Od velikog prakticnog znacaja je Cinjenica da se, nakon intoksikacije, mogu
ocekivati priblizno slicne koncentracije ricina u krvi kod ljudi i laboratorijskih miSeva. Na
taj nacin se, zasnovano na eksperimentima izvedenim na Zivotinjama, mogu predvideti
toksicni efekti ricina kod ljudi.

Imajuéi u vidu kretanje koncentracije ricinina u krvi laboratorijskih zivotinja nakon
oralne intoksikacije ricinusom moze se zakljuciti da je uzorak krvi za analizu i dokazivanje
trovanja najbolje uzeti §to je pre moguce, u prvih nekoliko ¢asova nakon intoksikacije, kada
su koncentracije toksina u krvi najviSe i pouzdano se moze izvrsiti njegovo dokazivanje.
Dokazivanje ricinina u krvi je lako izvodljivo metodom GC/MS i predstavlja siguran znak

intoksikacije ricinom.

Koncentracija ricinina u plu¢ima

Promena koncentracije ricinina u plu¢ima ima sliénu dinamiku kao promena
koncentracije u krvi, s tim Sto prosecne koncentracije u plu¢ima, u svim uzorcima, imaju
nesto nize vrednosti (Grafikon 11). Takode, zanimljivo je da su koncentracije ricinina u
plu¢ima 1 mozgu 6 Casova nakon intoksikacije gotovo identicne. To bi se moglo objasniti
¢injenicom da su ricin 1 ricinin hidrosolubilni, lako prolaze kroz krvno-mozdanu 1
respiratornu barijeru i podlezu brzoj redistribuciji iz krvi u mozak i pluca.

Prosec¢na koncentracija ricinina u plu¢ima kod zivotinja iz prve grupe iznosila je
3,75 ng/ml (Tabela 3). Nakon toga belezi se nagli pad koncentracije u slede¢ih 6 ¢asova,
tako da je prosecna koncentracija kod zivotinja iz druge grupe iznosila 1,63 ng/ml, Sto
predstavlja smanjenje za oko 60 %. Pri tome se, kao i kod krvi, koncentracija smanjivala
prema kinetici | reda. Nakon toga koncentracija ricinina se u narednih 12 ¢asova odrzavala
na gotovo istom nivou, kod zivotinja iz tre¢e grupe (24 ¢asa nakon intoksikacije) prosecna

koncentracija je iznosila 1,61 ng/ml. Izmedu 24 i 48 Casova od intoksikacije koncentracija
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ricinina u plu¢ima se konstantno smanjivala, te je prose¢na koncentracija kod Zivotinja iz

Cetvrte grupe iznosila 1,28 ng/ml, a kod zivotinja iz pete grupe 0,98 ng/ml (Grafikon 3).
Navedeni rezultati su u skladu sa drugim istrazivanjima. Neophodno je napomenuti

da u literaturi postoje oskudni podaci o toksokinetici ricina i ricinina nakon oralne ingestije,

vedina istrazivanja je bazirana na intravenskoj ili inhalatornoj aplikaciji toksina. Rezultati

268 ; 269

Doblera i saradnika™" i Bensona i saradnika™” pokazuju da nakon inhalacije aerosola ricina
kod miSeva koncentracije rapidno opadaju u prvih 6 ¢asova, a potom se belezi konstantni
blagi pad koncentracije sve do 30 Casova nakon intoksikacije. Do sli¢nih rezultata dosli su
Ramzden i saradnici, Fodstad i saradnici, Godal i saradnici koji su zivotinjama aplikovali

ricin intravenski ili intraparijetalno.”’ %%

ISiguro 1 saradnici su oralno aplikovali ricin
laboratorijskim pacovima u dozi od 10 mg/kg i utvrdili da ricin ne moze da se detektuje u
plu¢ima izmedu 6 i 72 ¢asa nakon intoksikacije.

Rezultati istrazivanja ukazuju da zbog naglog pada koncentracije ricinina u plu¢ima
(kao indirektnog markera trovanja ricinom), dokazivanje trovanja u smrtnim slucajevima
moze biti znatno otezano. Kao §to je ve¢ navedeno, smrt usled trovanja ricinom nastupa
naj¢eS¢e izmedu 36 1 72 Casa od intoksikacije, kada su koncentracije ricinina u pluénom
tkivu niske 1 eventualno se mogu javiti poteSkoce u njegovom dokazivanju. Ipak, svakako
se preporucuje rutinsko uzimanje uzorka plu¢nog tkiva za hemijsko-toksikoloske analize

jer upotreba aerosola ricina danas predstavlja najverovatniji put trovanja u slu¢aju moguce

upotreba ricina kao hemijskog oruzja.

Koncentracija ricinina u bubrezima

U izvrSenom eksperimentu najvisa koncentracija ricinina u bubrezima registrovana
je kod zivotinja iz prve grupe, koje su zrtvovane 6 ¢asova nakon aplikacije doze. Prosecna
koncentracija ricinina kod ovih zivotinja iznosila je 2,56 ng/m (Tabela 5).

U narednih 18 ¢asova koncentracija ricinina je progresivno opadala. U drugoj grupi
Zivotinja, zrtvovanih 12 ¢asova nakon aplikacije, prose¢na koncentracija je iznosila 1,86
ng/ml, a u tre¢oj grupi zZivotinja 1,37 ng/ml. Izmedu 24 1 36 Casova zabeleZen je blagi
porast koncentracije ricinina u bubrezima, sa prose¢nom vrednos$¢u od 1,57 ng/ml. Nakon
ovog kratkotrajnog porasta koncetracije ricinina kod Zivotinja zrtvovanih 36 ¢asova nakon

aplikacije doze, usledio je blagi pad koncentracije kod Zivotinja u petoj grupi, ztvovanih 48

97



¢asova nakon aplikacije doze. U ovoj grupi prosecna koncentracija je iznosila 1,34 ng/ml,
§to je u nivou prose¢ne koncentracije koje su imale zivotinje iz tre¢e grupe (Grafikon 5).

Dobijeni rezultati u skladu su sa literaturnim podacima. Opisan je slucaj pacijenta
koji je u suicidalne svrhe oralno i parenteralno uneo suspenziju zrna ricinusa i kod kojeg je
koncentracija ricinina u urinu imala sli¢nu progresiju kao u nasem istrazivanju. Tada je
najvisa koncentracija u urinu zabelezena 12 ¢asova nakon intoksikacije, kada je uzet prvi
uzorak za analizu (u nasem eksperimentu to je 6 Casova nakon intoksikacije). I u ovom
slu¢aju koncentracija ricinina je naglo opadala do 29 ¢asova nakon intoksikacije, a zatim je
u vremenu od 29 do 41 Gasa zabelen blagi porast.”® U nasem eksperimentu koncentracija
ricinina nije merena u urinu nego u bubreznom tkivu, ali je imala sli¢nu progresiju i takode
je, nakon inicijalnog naglog pada, zabelezen blagi porast koncentracije od 24 do 36 Casova
nakon intoksikacije.

U drugom publikovanom slucaju pacijent je pokusao samoubistvo ingestijom 6 zrna
ricinusa. Uzorci urina uzeti su 14, 27, 37, 62 1 86 Casova nakon ingestije. Najvisa
koncetracija ricinina zabeleZena je u uzorku uzetom 27 Casova nakon ingestije, a potom je
usledio nagli pad koncentracije koji je registrovan u uzorcima od 37, 621 86 Gasova. '

U eksperimentu izvedenom na laboratorijskim pacovima odredene koncentracije
ricinina su aplikovane intramuskularno, a potom je izmerena ukupna koncentracija ricinina
u uzorcima urina uzetim 24 i1 48 casova nakon intoksikacije.188 Navedeno istraZivanje
pokazuje da koncentracija ricina progresivno opada tokom vremena, od 24 do 48 ¢asova.

Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju pokazuju da se zakljucak o trovanju ricinom
moze pouzdano izvesti dokazivanjem ricinina u bubreznom tkivu 1 urinu ukoliko se radi o
smrtnim slucajevima trovanja, odnosnu u uzorku urina U kod hospitalizovanih pacijenata.
Kod ovih pacijenata uzorak urina bi trebalo uzeti $to je moguce ranije, jer je, bez obzira na
put unoSenja ricina u organizam, najvisa koncetracija ricinina u bubrezima registrovana 6
¢asova nakon intoksikacije. Ricinin se sigurno moze dokazati u bubreZznom tkivu i urinu do
48 Casova nakon intoksikacije, imajuci u vidu da se nakon inicajalnog naglog pada u prva
24 c¢asa koncentracija ricinina odrzava na priblizno istom nivou izmedu 24 i 48 ¢asova.

Dokazivanje ricinina u urinu pacijenata predstavlja siguran znak trovanja ricinom i

u tom sluc¢aju neophodna je hitna primena simptomatske terapije.
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Koncentracija ricinina u jetri

Nakon resorpcije u krv ricin se distribuira u tkiva i unutrasnje organe. Istrazivanja u
kojima je radioaktivno obeleZeni ricin aplikovan laboratorijskim zivotinjama pokazala su
da se najveci procenat unete doze, nakon redistribucije iz krvi, moze registrovati u jetri i

slezini.”"200:267

Navedena istrazivanja pokazuju da potom dolazi do naglog pada
koncentracije ricina u jetri u kratkom vremenskom periodu. Rezultati istrazivanja Godala i
saradnika pokazuju da se 6 Casova nakon intoksikacije oko 10 % unete doze ricina moze
registrovati u jetri, ukazujuéi na vrlo brzu eliminaciju.?®’ Sli¢ne rezultate su objavili
Ramzden i saradnici i Fodstad i saradnici, ukazujuéi na visoku akumulaciju, ali i brzu
eliminaciju iz jetre.”"?*® Kuk i saradnici su tretirali laboratorijske pacove suspenzijom
ricinusa i, kao i prethodno navedeni autori, zakljucili da se najveci procenat unete doze
moze registrovati u jetri.”®! Razlog ovako visoke koncentracije toksina u jetri mogla bi biti
¢injenica da Kupferove ¢elije jetre poseduju nekoliko tipova receptora kojima apsorbuju
ricin iz krvi.

Rezultati izvrSenog eksperimenta su u suprotnosti sa navedenim istraZivanjima. U
prvoj grupi zivotinja (6 ¢asova nakon aplikacije suspenzije) prose¢na koncentracija ricinina
iznosila je 1,86 ng/ml, a u drugoj grupi zivotinja (12 ¢asova nakon aplikacije suspenzije)
2,69 ng/ml (Tabela 7). Rezultati pokazuju da se koncentracija ricinina, a samim tim i ricina,
u jetri konstantno povecava u prvih 12 ¢asova nakon intoksikacije, kada dostize plato. U
naredna 24 casa koncentracija ostaje na priblizno istom nivou. ZabeleZen je blagi pad
koncentracije u trecoj grupi (24 ¢asa nakon aplikacije suspenzije) u odnosu na drugu grupu
(2,52 ng/ml), dok je u Cetvrtoj grupi (36 ¢asova nakon aplikacije suspenzije) koncentracija
gotovo identi¢na kao u drugoj i iznosila je 2,73 ng/ml. Nakon toga sledi nagli pad
koncentracije, ¢ija je proseéna vrednost u jetri kod pete grupe Zivotinja (48 Casova nakon
aplikacije suspenzije) iznosila 1,41 ng/ml.

Navedeni rezultati ukazuju da se uporedo sa snizavanjem u krvi koncentracija ricina
povecéava u jetri, odrazavajuci redistribuciju iz Krvi u jetreno tkivo. Za razliku od ostalih
analiziranih tkiva, kada koncentracija ricina nakon dostizanja platoa belezi nagli pad, u jetri
koncentracija nakon dostizanja platoa ostaje konstantna u odredenom periodu (Grafikon 7).
Ovo se moze objasniti akumulacijom toksina u jetri koja se najverovatnije dogada preko

portalnog krvotoka, 1 njegovim naknadnim metabolizmom. Rezultati izvrSenog
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eksperimenta su u skladu sa istraZivanjem ISigura i saradnika'® koji su takode utvrdili da se
koncentracija ricina u jetri povecava pocevsi od 6. ¢asa nakon oralne intoksikacije, dostize
maksimalnu vrednost nakon 48 Casova, a potom pocinje da se sniZzava.

Na osnovu navedenog moze se zakljuciti da je prilikom obdukcije, u slacajevima
kada se sumnja da je smrtni ishod nastupio usled intoksikacije ricinom, neophodno uzeti
uzorak tkiva jetre za hemijsko-toksikolosku analalizu. Nakon trovanja ricinom smrt
najée$c¢e nastupa izmedu 36 i 72 od unosa toksina, a rezultati eksperimenta pokazuju da je
zbog akumulacije toksina u jetri moguce njegovo dokazivanje barem 48 Casova nakon
intoksikacije, detektovanjem ricinina. Pri tome su koncentracije ricina u jetri u duzem
vremenskom periodu vise nego u drugim tkivima, te je i njegovo dokazivanje znatno lakse i
pouzdanije.

Za razliku od pluénog tkiva, koncentracija ricinina u tkivu mozga, jetre i bubrega u
duzem vremenu nakon intoksikacije zadrzava vise vrednosti, te je njegovo dokazivanje u

ovim organima znatno jednostavnije.

Koncentracija ricinina u mozgu

U poredenju sa drugim tkivima, Kretanje koncentracije ricinina u mozgu pokazuje
odredene osobenosti. Kod prve grupe zivotinja prose¢na koncetracija ricinina u mozgu je
bila visoka (3,80 ng/ml) i gotovo identi¢na kao u plu¢ima (Tabela 9). Za razliku od krvi,
plu¢a i1 bubrega, gde se koncentracija naglo sniZzavala nakon 6 ¢asova od intoksikacije,
koncentracija ricinina u mozgu je rasla izmedu 6 1 12 ¢asova od intoksikacije 1 kod druge
gupe Zivotinja iznosila je 5,39 ng/ml. Po tome je kretanje koncentracije ricinina U mozgu
sli¢no kao kod jetre, gde je takode zabelezen rast koncentracije izmedu 6 i 12 ¢asova od
intoksikacije. Ujedno, vrednost od 5,39 ng/ml predstavlja najviSu prose¢nu koncentraciju
ricinina zabelezenu u ovom eksperimentu. Medutim, za razliku od jetre, gde se
koncentracija zadrzavala na pribliZzno istom nivou tokom vise ¢asova, u mozgu nakon 12
Casova od intoksikacije dolazi do naglog pada koncentracije, tako da je prose¢na
koncentracija u kod zivotinja iz tre¢e grupe iznosila 3,60 ng/ml. Taj pad koncentracije se
nastavio dalje, prosecna koncentracija ricinina u mozgu kod Zivotinja iz Cetvrte grupe

iznosila je 2,66 ng/ml, a kod Zivotinja iz Cetvrte grupe 2,05 ng/ml (Grafikon 9). Zanimljivo
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je da je upravo u mozgu zabeleZzena najvisa prosecna vrednost koncentracije ricinina u
vremenu od 48 ¢asova nakon intoksikacije (navedenih 2,05 ng/ml).
U literaturi ne postoje podaci o distribuciji ricina ili ricinina u mozgu nakon.
Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju ukazuju da je prilikom obdukcije, u
sluajevima sumnje na trovanje ricinom, neophodno uzimanje uzorka tkiva mozga za
hemijsko-toksikolosku analizu. Ricinin se, kao biomarker trovanja ricinom, zadrzava u
visokoj koncentraciji u tkivu mozga viSe ¢asova nakon intoksikacije, te je dokazivanje

trovanja pouzdanije u odnosu na druga analizirana tkiva.

U toku izvodenja eksperimenta uginule su dve zivotinje. Jedna zivotinja uginula je
izmedu 12 1 24 Casa, a druga izmedu 24 i1 28 ¢asova. Kod obe Zivotinje nadene su znacajno
vece koncentracije ricinina u svim analiziranim organima u odnosu na ostale
eksperimentalne zivotinje (Tabela 12). Kod prve Zivotinje najveéa koncentracija ricinina
zabelezena je u krvi i pluéima. Kod druge Zivotinje koncentracije ricinina su izuzetno
visoke u svim analiziranim organima, s tim $§to se posebno istice koncentracija u jetri.
Ovako visoke koncentracije ricinina u krvi i organima laboratorijskih pacova mogle bi se,
nakon isklju¢ivanja drugih mogucih uzroka, objasniti razvojem idiosinkrati¢ne reakcije.
Idiosinkrati¢na reakcija je potpuno nepredvidiva i neocekivana, specifi¢na za organizam i,
za razliku od alergijske reakcije, moze se javiti prilikom prvog kontakta sa odredenom
supstancom. Zivotinje ukljuéene u eksperiment poti¢u iz istog okota, bile su priblizno iste
mase 1 cuvane su pod istim uslovima, sa slobodnim pristupom hrani i vodi. Imajuéi u vidu
navedeno, izuzev razvoja idiosinkrati¢ne reakcije ne postoji drugo prihvatljivo objasnjenje
kojim bi se mogle tumaciti koncentracije ricinina u krvi i unutra$njim organima uginulih

Zivotinja.

Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju ukazuju da je u slu¢aju sumnje na trovanje
ricinom od pacijenata neophodno uzeti bioloSke uzorke za hemijsko-toksikoloSku analizu.
U tim slu¢ajevima najve¢i problem svakako je postavljanje dijagnoze trovanja, jer su
slu¢ajevi intoksikacije retki. Pored toga, simptomi trovanja su nespecifi¢ni, vrlo sli¢ni gripu
ili nekoj drugoj virusnoj infekciji, tako da se prilikom inicijalnog pregleda najcesce ne

posumnja na intoksikaciju, osim ukoliko se ne dobije pouzdan podatak o unosu ricinusa u
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organizam. Problem je posebno izrazen kod male dece sa kojom se teSko uspostavlja
kontakt i kod koje su okolnosti trovanja najcesc¢e nepoznate.

U slucaju sumnje na trovanje ricinom kod bolnickih pacijenata rutinski je potrebno
uzeti uzorke Kkrvi i mokra¢e za analizu. Uzorke bi, ukoliko je to moguce, trebalo uzeti
odmah nakon postavljanja sumnje na intoksikaciju. Koncentracija ricinina u Krvi i urinu je,
1 pored naglod snizavanja, najviSa u prvih 12 ¢asova nakon intoksikacije, te je njegovo
dokazivanje u navedenim bioloSkim uzorcima u ovom vremenu znatno lakSe i pouzdanije.
Dobijeni rezultati pokazuju da je ricinin moguce dokazati u uzorcima krvi i urina i1 48
casova nakon intoksikacije, ali su koncetracije u tom vremenu znatno nize, pa je samim ti i
njegovo dokazivanje komplikovanije.

U slucajevima smrtnog trovanja obdukcijom je potrebno ustanoviti uzrok smrti,
odnosno dokazati ricin kao toksi¢ni agens. Treba imati na umu da su u svakodnevnom
sudskomedicinskom radu okolnosti nastupanja smrtnog ishoda cesto nepoznate, te je
potreban multidisciplinaran pristup kako bi se ustanovio definitivan uzrok smrti. U
dijagnozi nastupanja smrtnog ishoda usled trovanja ricinom ovakav pristup je posebno
vazan, jer su trovanja vrlo retka, a makroskopski i mikroskopski nalaz nespecificni.
Rezultati istrazivanja ukazuju da je prilikom obdukcije neophodno uzeti uzorke krvi, urina,
pluca, bubrega, jetre i mozga jer se ricinin, kao posredni marker intoksikcije ricinom, moze
pouzdano registrovati u ovim organima. Smrtni ishod kod trovanja ricinom najceSce
nastupa vise ¢asova nakon unosa toksina (naj¢es¢e izmedu 36 1 72 ¢asa), tako da se, imajuci
u vidu rezultate dobijene u eksperimentu, moze zakljuciti da se ricinin prilikom obdukcije
sigurno moze dokazati pre svega u tkivu jetre i mozga. U ovim organima registrovane su
visoke koncentracije ricinina vise ¢asova nakon intoksikacije (izmedu 24 i 48 Casova)
(grafikon 11) $to, u poredenju sa drugim tkivima, dijagnozu trovanja ricinom ¢ini lakSom 1

pouzdanijom.
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6.2. Analiza progresije patohistoloskih promena na organima eksperimentalnih

Zivotinja u zavisnosti od vremena proteklog od aplikacije suspenzije

Plu¢a

Patohistoloske promene u pluénom parenhimu su izrazenije u skladu sa vremenom
proteklim od aplikacije suspenzije. U I i Il grupi promene su diskretne, prisutna je blaga
hiperemija, dok je u ostalim grupama hiperemija izrazenija, fokalno je u alveolama prisutna
edemska tecnost, kao 1 deskvamovane alveolarne celije 1 makrofagi. Perivaskularno i
peribronhijalno prisutan je fokalno gus¢i infiltrat limfocita i plazma ¢elija. U sitnim krvnim
sudovima fokalno su prisutni fibrinski trombi. Izrazena nekroza alveolarnih pregrada i

intraalveolarna hemoragija registrovani su kod uginulih zivotinja.

Bubrezi

U i Il grupi promene u bubreznom parenhimu su diskretne i nesignifikantne. Kod
zivotinja iz drugih grupa prisutna je blaga do izrazena hiperemija, parenhimatozna
degeneracija epitelnih celija prevashodno proksimalnih tubula, zadebljanje 1 fibroza
glomerularnih kapilarnih krvnih sudova, a u pojedinim tubulima je prisutan eozinofilni
proteinski materijal. Kod uginulih Zivotinja najizraZeniji nalaz je akutna tubularna nekroza i

mononuklearni infiltrat u intersticijumu.

Jetra

Diskretne patohistoloske promene prisutne su u | i Il grupi u vidu blage hiperemije.
U drugim grupama hiperemija je izrazenija, sa proSirenjem sinusoida i kompresijom
hepatocita. Hepatociti pokazuju fokalne degenerativne promene pracene karioreksom,
kariolizom 1 kariopiknozom jedara. Fokalno je prisutan mononuklearni inflamatorni
infiltrat. Nekroza hepatocita sa fragmentacijom gredica, krvarenjem i nakupljanjem svetlo

eozinofilne tecnosti registrovana je kod uginulih Zivotinja.

Mozak
Patohistoloske promene u mozgu su slabo izrazene i obuhvataju pericelularni i

perivaskularni edem i hiperemiju. U I i Il grupi su slabo uocljive, dok su u ostalim grupama
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izrazenije, pre svega edem. Kod uginulih zivotinja fokalno su prisutna manja podrucja

encefalomalacije.

Slezina

U svim ispitivanim slucajevima parenhim slezine je izrazenije hiperemican, sa
proSirenim sinusoidima crvene pulpe, povecanim brojem <¢elija bele krvne loze i1
megakariocitima. Bela pulpa je proliferisala sa fokalno izrazenijim germinativnim
centrima. U slucajevima sa najvisom koncentracijom ricinina prisutna je izrazena nekroza

crvene pulpe.

Srce

Patohistoloske promene u srcu su slabije izrazene u svim grupama. Uocljiv je edem
intersticijuma i hiperemija, kao i fokalni mononuklearni infiltrat. U slucajevima koji su
egzitirali prisutna je nekroza kardiomiocita i gust infiltrat prevashodno neutrofilnih

granulocita.

Tanko crevo
Patohistoloske promene u tankom crevu nisu izrazene, prisutan je fokalno guséi

inflamatorni infiltrat u lamini propriji i nesto umnozeno limfno tkivo Payerovih ploca.

Registrovane patohistoloSke promene na organima eksperimentalnih Zivotinja
odgovaraju promenama opisanim u prethodno objavljenim istrazivanjima, u kojima je ricin
aplikovan na razlicite nacine.2%%2"1

Analiza pokazuje da su patohistoloske promene kod zivotinja iz prve dve grupe
diskretne, dok su kod Zzivotinja iz ostalih grupa bolje izrazene i uocljivije. Time je
potvrdena hipoteza da patohistoloSke promene progrediraju tokom vremena proteklog od
aplikacije suspenzije, odnosno da su u pozitivnoj korelaciji sa proteklim vremenom.

Na osnovu registrovanih promena ne moze se opredeliti egzaktan uzrok smrti
prilikom intoksikacije ricinom. Kako je objavljeno u istrazivanju Flore i saradnika (rad 25)

mehanizam nastupanja smrtnog ishoda mogao bi se objasniti pove¢anom vaskularnom

propustljivosc¢u, Sto za posledicu ima nastanak hipovelemijskog Soka.
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U ovoj disertaciji eksperimentalne zivotinje (laboratorijski pacovi) tretirane su
suspenzijom semena ricinusa Sto predstavlja inovaciju u odnosu na ranija istraZzivanja, u
kojima su Zivotinje tretirane Cistim supstancama, ricinom ili ricininom. Rezultati dobijeni
primenom odgovarajucih toksikoloskih i histopatoloskih analiza trebalo bi da omoguce
bolju procenu uzroka smrti usled trovanja semenom ricinusa, da pruze dodatne podatke o
distribuciji ricina i ricinina i histopatoloSkim promenama tkiva, a samim tim da omoguce
odabir reprezentativnih uzoraka za analizu u slucajevima sumnje na intoksikaciju

ricinusom.

105



6. ZAKLJUCCI

U odnosu na hipoteze i ciljeve istrazivanja izvedeni su sledeci zakljucci:

1. Ricinin se pouzdano moze detektovati u krvi i organima laboratorijskih pacova
(pluca, bubrezi, jetra, mozak) 6, 12, 24, 36, i 48 Casova nakon oralne aplikacije

suspenzije zrna ricinusa.

2. Koncentracija ricinina u krvi najvisa je kod zivotinja Zrtvovanih 6 ¢asova nakon

oralne aplikacije suspenzije zrna ricinusa.

3. Koncentracija ricinina u krvi i organima laboratorijskih pacova menja se u skladu sa

vremenom proteklim od oralne aplikacije suspenzije zrna ricinusa.

4. Stepen razvoja patomorfoloskih promena na analiziranim organima laboratorijskih
pacova je u pozitivnoj korelaciji sa vremenom proteklim od oralne aplikacije

suspenzije zrna ricinusa.

5. U slu¢aju sumnje na trovanje ricinom kod bolni¢kih pacijenata rutinski je
neophodno uzeti uzorke krvi i mokrace za analizu jer se ricinin, kao indirektni
marker intoksikacije ricinom, pouzdano i lako moze dokazati u ovim bioloskim

uzorcima.
6. Prilikom obdukcije u slu¢ajevima nastupanja smrtnog ishoda usled trovanja ricinom

neophodno je uzeti uzorke krvi, urina, pluca, bubrega, jetre 1 mozga jer se ricinin

pouzdano moze registrovati u ovim organima.
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