
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

PRIRODOSLOVNO-MATEMATIĻKI FAKULTET 

BIOLOĠKI ODSJEK 

 
Nesrete Krasniĺi 

 
 

RASPODJELA ODABRANIH METALA 
MEņU CITOSOLSKIM BIOMOLEKULAMA 
ĠKRGA I JETRE KLENOVA (Squalius 

cephalus (Linnaeus) i Squalius vardarensis 
Karaman; Actinopterygii, Cyprinidae) IZ 
RIJEKA ONEĻIĠĹENIH METALIMA 

 

 
 

DOKTORSKI RAD 
 
 
 
 

Zagreb, 2019. 



 

 

 
 

 

 

 

FACULTY OF SCIENCE 
DIVISION OF BIOLOGY 

 
Nesrete Krasniĺi 

 
 

DISTRIBUTION OF SELECTED METALS 
AMONG CYTOSOLIC BIOMOLECULES 

IN GILLS AND LIVER OF CHUB 
(Squalius cephalus (Linnaeus) and 

Squalius vardarensis Karaman; 
Actinopterygii, Cyprinidae) FROM 

METAL CONTAMINATED NATURAL  
WATERS 

 

 
 

DOCTORAL THESIS 
 
 
 
 

Zagreb, 2019



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Ovaj je doktorski rad izraĽen u Laboratoriju za bioloġke uļinke metala Instituta RuĽer 

Boġkoviĺ u Zagrebu pod vodstvom dr. sc. Zrinke Dragun, u sklopu Sveuļiliġnog 

poslijediplomskog doktorskog studija Biologije pri Bioloġkom odsjeku Prirodoslovno-

matematiļkog fakulteta Sveuļiliġta u Zagrebu. 

 

 



 

 

 

 

 

INFORMACIJE O MENTORU  

 

Dr. sc. Zrinka Dragun roĽena je 6. lipnja 1971. godine u Vinkovcima, gdje je zavrġila 

osnovnoġkolsko te srednjoġkolsko obrazovanje, matematiļko-informatiļkog smjera. Na 

Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu Sveuļiliġta u Zagrebu diplomirala je 1996. godine te 

stekla zvanje dipl. inģ. medicinske biokemije. Magistrirala je 2001. godine na Bioloġkom 

odsjeku Prirodoslovno-matematiļkog fakulteta Sveuļiliġta u Zagrebu (grana toksikologija) te 

doktorirala 2006. godine na istome fakultetu. Zaposlena je na mjestu viġe znanstvene 

suradnice na Institutu ĂRuĽer Boġkoviĺñ u Zagrebu, gdje radi od 2002. godine. Godine 2018. 

stekla je zvanje znanstvene savjetnice u znanstvenom podruļju prirodnih znanosti (polje 

interdisciplinarne prirodne znanosti). Autor je i suautor brojnih znanstvenih i struļnih radova 

te priopĺenja na znanstvenim skupovima, kao i voditelj nekoliko znanstvenih projekata te 

studentskih radova. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ZAHVALE  
 

 

Najljepġa hvala mojoj mentorici dr. sc. Zrinki Dragun na pomoĺi, usmjeravanju, te vrijednim 

savjetima tijekom izrade rada. 

 

Veliko hvala svim ļlanicama Laboratorija za bioloġke uļinke metala Instituta RuĽer Boġkoviĺ 

u Zagrebu na pruģenoj prilici za izradu ovog doktorskog rada te prepoznavanju potrebe za 

daljnjim napredovanjem i usavrġavanjem.  

 

Veliko hvala dr. sc. Saġi Kazaziĺu i dr. sc. Snjeģani Kazaziĺ, kao i Hasanu Muharemoviĺu iz 

Laboratorija za spektrometriju masa i funkcionalnu proteomiku, ġto su me upoznali s ļarima 

masene spektrometrije te omoguĺili provoĽenje eksperimentalnog dijela ovog doktorskog 

rada. 

 

Hvala kolegama iz Sjeverne Makedonije, dr. sc. Vasilu Kostovu, prof. dr.sc. Maji Jordanovoj 

i dr. sc. Katerini Rebok na angaģmanu oko prikupljanja uzoraka.  

 

Zahvaljujem se ļlanovima Laboratorija za anorgansku geokemiju okoliġa i kemodinamiku 

nanoļestica, a posebno dr. sc. Nevenki Mikac, ġto su mi omoguĺili mjerenje metala na HR 

ICP-MS-u. 

 

Zahvaljujem takoĽer svim kolegama i prijateljima koji su izradu ovog doktorskog rada uļinili 

malo lakġim i zabavnijim. Puno hvala Tanji na pomoĺi i savjetima tijekom pisanja rada. 

 

Najveĺe hvala mojoj obitelji i roditeljima koji su uvijek bili uz mene, pruģali mi bezrezervnu 

ljubav i podrġku te me dodatno ohrabrivali i motivirali. 

 

 

  



 

 

Sveuļiliġte u Zagrebu         Doktorski rad 

Prirodoslovno-matematiļki fakultet 

Bioloġki odsjek 

  

RASPODJELA ODABRANIH METALA MEņU CITOSOLSKIM 

BIOMOLEKULAMA ĠKRGA I JETRE KLENOVA (Squalius cephalus (Linnaeus) i 

Squalius vardarensis Karaman; Actinopterygii, Cyprinidae) IZ RIJEKA 

ONEĻIĠĹENIH METALIMA 

NESRETE KRASNIĹI 

Institut RuĽer Boġkoviĺ, Zagreb 

Citosolske raspodjele nekoliko odabranih elemenata (Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Pb, Se i Zn) u 

jetrima i ġkrgama dvaju slatkovodnih bioindikatorskih organizama, klena (Squalius cephalus) 

iz rijeke Sutle u Hrvatskoj i vardarskog klena (Squalius vardarensis) iz triju rijeka 

sjeveroistoļne Sjeverne Makedonije, izuļavane su primjenom tekuĺinske kromatografije 

visoke djelotvornosti s iskljuļenjem po veliļini (SEC-HPLC) i spektrometrije masa visoke 

rezolucije s induktivno spregnutom plazmom (HR ICP-MS). OdreĽene su raspodjele 

metala/nemetala meĽu citosolskim biomolekulama razliļitih molekulskih masa svojstvene 

uvjetima niske izloģenosti metalima u rijeļnoj vodi, kao i promjene u raspodjelama koje su 

javljaju kao posljedica poviġenih razina izloģenosti. Primjena anionsko izmjenjivaļke 

kromatografije (AEC-HPLC) kao drugog stupnja razdvajanja i proļiġĺavanja citosolskih 

biomolekula te dviju tehnika spektrometrije masa (MALDI-TOF-MS i LC-MS/MS) 

omoguĺila je identifikaciju ili precizno odreĽivanje molekulskih masa nekoliko citosolskih 

biomolekula koje veģu metale u jetrima i ġkrgama vardarskog klena, poput izoformi 

metalotioneina koje veģu Cd, Cu i Zn, hemoglobinskih podjedinica koje veģu Fe te toplinski 

stabilnih biomolekula koje veģu Mo. Primijenjeni analitiļki pristup pokazao se korisnim u 

istraģivanju unutarstaniļne sudbine i ponaġanja metala u organima riba te otkrivanju 

potencijalnih novih biomarkera izloģenosti i uļinaka metala. 

(190 stranica, 34 slike, 17 tablica, 340 literaturna navoda, jezik izvornika hrvatski) 

Kljuļne rijeļi:  klen, vardarski klen, metali, citosolske biomolekule, kromatografija, 

  spektrometrija masa 

Mentor:     dr. sc. Zrinka Dragun, viġa znanstvena suradnica 

Ocjenjivaļi:  dr. sc. Duġica Ivankoviĺ, viġa znanstvena suradnica 

dr. sc. Saġa Kazaziĺ, viġi znanstveni suradnik 

izv. prof. dr. sc. Renata Matoniļkin Kepļija 

Rad je prihvaĺen:  11. rujna 2019. godine



 

 

University of Zagreb         Doctoral thesis 

Faculty of Science  

Division of Biology 

 

DISTRIBUTION OF SELECTED METALS AMONG CYTOSOLIC 

BIOMOLECULES IN GILLS AND LIVER OF CHUB ( Squalius cephalus (Linnaeus) 

and Squalius vardarensis Karaman; Actinopterygii, Cyprinidae) FROM METAL 

CONTAMINATED NATURAL WATERS  

NESRETE KRASNIĹI 

RuĽer Boġkoviĺ Institute, Zagreb 

The cytosolic distributions of several selected elements (Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Pb, Se, and 

Zn) in the liver and gills of two freshwater bioindicators, European chub (Squalius cephalus) 

from the Sutla River in Croatia and Vardar chub (Squalius vardarensis) from three rivers of 

north-eastern Macedonia, were studied using size-exclusion high performance liquid 

chromatography (SEC-HPLC) and high resolution inductively coupled plasma mass 

spectrometry (HR ICP-MS). Distributions of metals/non-metal among the biomolecules of 

different molecular masses which are characteristic for low metal exposure in the river water 

were determined, as well as the changes in distribution which occur as a consequence of 

increased exposure to metals. The use of anion-exchange high performance liquid 

chromatography (AEC-HPLC) as the second step of separation and purification of cytosolic 

biomolecules, as well as the use of two mass spectrometry techniques (MALDI-TOF-MS and 

LC-MS/MS) have enabled the identification or exact determination of molecular masses of 

several cytosolic biomolecules that bind metals in the liver and gills of Vardar chub, such as 

the metallothionein isoforms that bind Cd, Cu and Zn, the hemoglobin subunits that bind Fe 

and heat stable biomolecules that bind Mo. Applied analytical approach has proven to be 

useful in the study of intracellular fate and behavior of metals in organs of fish, as well as in 

the process of discovery of potential new biomarkers of metal exposure and effects. 

(190 pages, 34 figures, 17 tables, 340 references, original in Croatian) 

Keywords:  European chub, Vardar chub, metals, cytosolic biomolecules, 

chromatography, mass spectrometry  

Supervisor:  Zrinka Dragun, PhD, Senior Research Associate 

Reviewers:   Duġica Ivankoviĺ, PhD, Senior Research Associate 

Saġa Kazaziĺ, PhD, Senior Research Associate  

Renata Matoniļkin Kepļija, PhD, Associate Professor 

Thesis accepted:  September 11
th
 2019 



 

 

SADRĢAJ 

 

1. UVOD ......................................................................................................................... 1 

1.1. Ciljevi rada ........................................................................................................... 4 

1.2. Hipoteze ................................................................................................................ 5 

2. LITERATURNI  PREGLED .................................................................................... 6 

2.1.  Metali u slatkovodnim sustavima ....................................................................... 7 

2.1.1. Rijeka Sutla ................................................................................................... 9 

2.1.2. Rijeke sjeveroistoļne Sjeverne Makedonije .................................................. 11 

2.1.2.1. Rijeka Bregalnica .................................................................................... 12 

2.1.2.2. Zletovska Reka ....................................................................................... 12 

2.1.2.3. Kriva Reka .............................................................................................. 13 

2.2. Metali u vodenim organizmima ........................................................................... 14 

2.3. Bioindikatori ........................................................................................................ 16 

2.3.1. Klen (Squalius cephalus L., 1758) ................................................................ 17 

2.3.2. Vardarski klen (Squalius vardarensis Karaman, 1928 .................................. 18 

2.3.3. Ciljni organi za analizu metala ...................................................................... 19 

2.4. Metalomika .......................................................................................................... 19 

2.4.1. Analitiļke metode za razdvajanje i proļiġĺavanje biomolekula na koje       

se veģu metali ................................................................................................ 22 

2.4.1.1. Tekuĺinska kromatografija visoke djelotvornosti s iskljuļenjem 
po veliļini (SEC-HPLC) ......................................................................... 22 

2.4.1.2. Ionsko izmjenjivaļka tekuĺinska kromatografija visoke      

djelotvornosti (IEC-HPLC) .................................................................... 24 

2.4.2. Analitiļke metode za odreĽivanje metala ..................................................... 25 

2.4.3. Primjena spektrometrije masa (MS) za analizu biomolekula koje veģu      

metale ............................................................................................................ 26 

2.4.3.1. Matricom potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim  

zraļenjem (MALDI) ............................................................................... 28 

2.4.3.2. Ionizacija elektrorasprġenjem (ESI) ....................................................... 29 

2.4.4. Metalomika u okoliġnim istraģivanjima ........................................................ 31 

3. ZNANSTVENI  RADOVI  ......................................................................................... 35 

 

 



 

 

 

4. RASPRAVA .............................................................................................................. 91 

4.1. Raspodjela odabranih esencijalnih (Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Se, Zn) i 

neesencijalnih (Cd, Pb) elemenata meĽu citosolskim biomolekulama 

razliļitih molekulskih masa u jetrima i ġkrgama klena (S. cephalus) iz 

rijeke Sutle ........................................................................................................... 92 

4.2. Raspodjela esencijalnih (Co, Fe, Mn, Mo, Se, Cu i Zn) i neesencijalnog 

(Cd)elementa meĽu citosolskim biomolekulama razliļitih molekulskih 

masa u jetrima i ġkrgama vardarskog klena (S. vardarensis) iz triju 

makedonskih rijeka ..............................................................................................  102 

4.3. Karakterizacija i identifikacija odabranih citosolskih biomolekula u 

jetrima i ġkrgama vardarskog klena (S. vardarensis) primjenom 

dvodimenzionalne tekuĺinske kromatografije visoke djelotvornosti (SEC-

AEC-HPLC) i dviju tehnika spektrometrije masa (MALDI-TOF-MS i LC-

MS/MS) ................................................................................................................ 108 

4.3.1. Biomolekule koje veģu Fe ............................................................................. 110 

4.3.2. Toplinski stabilne biomolekule koje veģu Cd, Cu i Zn ................................. 112 

4.3.3. Toplinski stabilne biomolekule koje veģu Mo .............................................. 116 

5. ZAKLJUĻCI ............................................................................................................. 119 

6. POPIS LITERATURE  ............................................................................................. 124 

7. PRILOZI  ................................................................................................................... 156 

8. ĢIVOTOPIS .............................................................................................................. 185 

  

 
 

 

 

 



 

 

 

U OVOJ DOKTORSKOJ DISERTACIJI OBJEDINJENI SU SLJEDEĹI 

ZNANSTVENI RADOVI:  

 

1. Krasniĺi N, Dragun Z, Erk M, Raspor B: Distribution of selected essential (Co, 

Cu, Fe, Mn, Mo, Se, Zn) and nonessential (Cd, Pb) trace elements among 

protein fractions from hepatic cytosol of European chub (Squalius cephalus L.). 

Environmental Science and Pollution Research 20 (2013), 4: 2340-2351. 

doi:10.1007/s11356-012-1105-8 

 

2. Krasniĺi N, Dragun Z, Erk M, Raspor B: Distribution of Co, Cu, Fe, Mn, Se, 

Zn and Cd among cytosolic proteins of different molecular masses in gills of 

European chub (Squalius cephalus L.). Environmental Science and Pollution 

Research 21 (2014), 23: 13512-13521. doi:10.1007/s11356-014-3274-0  

 

3. Krasniĺi N, Dragun Z, Erk M, Ramani S, Jordanova M, Rebok K, Kostov V: 

Size-exclusion HPLC analysis of trace element distributions in hepatic and gill 

cytosol of Vardar chub (Squalius vardarensis Karaman) from mining impacted 

rivers in north-eastern Macedonia. Science of the Total Environment 613/614 

(2018): 1055-1068. doi:10.1016/j.scitotenv.2017.09.160 

 

4. Krasniĺi N, Dragun Z, Kazaziĺ S, Muharemoviĺ H, Erk M, Jordanova M, 

Rebok K, Kostov V: Characterization and identification of selected metal-

binding biomolecules from hepatic and gill cytosols of Vardar chub (Squalius 

vardarensis Karaman, 1928) by various techniques of liquid chromatography 

and mass spectrometry. Metallomics 11 (2019), 1060-1078. 

doi:10.1039/C9MT00036D 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UVOD 

 

 



 Uvod  

 

2  

 

1. UVOD 

 Oneļiġĺenje prirodnih voda metalima u porastu je zbog tehnoloġkog napretka ljudske 

zajednice, pri ļemu industrija, rudarstvo, poljoprivreda, otpad iz domaĺinstava i promet 

predstavljaju njegove najznaļajnije izvore. Za razliku od organskih zagaĽivala, metali se ne 

mogu kemijski niti bioloġki razgraditi pa tako jednom uneseni u vodotoke mogu promijeniti 

kemijski oblik te postati manje ili viġe toksiļni, ali se iz biogeokemijskog kruģenja ne mogu 

ukloniti (Sadiq, 1992.). Neki metali u vodenim organizmima imaju vaģnu bioloġku ulogu, 

sastavni su dio enzima i drugih sloģenih biomolekula, tzv. metaloproteina (Smith i sur., 

1997.), te su prozvani esencijalnim metalima (npr., Cu, Fe i Zn). Metaloproteini su ukljuļeni 

u niz procesa, poput transporta elektrona i metala, skladiġtenja kisika, hidrolize kemijskih 

veza, redoks procesa i sinteza bioloġkih spojeva (Gellein i sur., 2007.). Cijeli niz drugih 

metala nema poznatih uloga u ģivim organizmima te su stoga prozvani neesencijalnim 

metalima (npr., Cd i Pb). Uslijed unosa neesencijalnih metala, koji su toksiļni veĺ u vrlo 

niskim koncentracijama, ili prekomjernog unosa esencijalnih metala, koji takoĽer mogu biti 

toksiļni kada su u organizmu prisutni u poviġenim koncentracijama, u vodenim organizmima 

moģe doĺi do poremeĺaja homeostaze i razvoja toksiļnih uļinaka (Livingstone, 1993.). 

Nakon unosa, metali se raspodjeljuju po organima i stanicama vodenih organizama te 

naposljetku i po razliļitim unutarstaniļnim odjeljcima, kao ġto su citosol, granule, organele i 

staniļne membrane, a njihova toksiļnost veĺinom nastaje uslijed reakcija u citosolu, odnosno 

nespecifiļnog vezanja metala na fizioloġki vaģne molekule i njihove posljediļne inaktivacije 

(Mason i Jenkins, 1995.). Stoga se u istraģivanjima izloģenosti metalima i njihovih toksiļnih 

uļinaka u vodenim ekosustavima ļesto koriste bioindikatorski organizmi. MeĽu najļeġĺe 

koriġtene indikatorske organizme za praĺenje posljedica oneļiġĺenja slatkovodnih ekosustava 

metalima ubrajaju se ribe jer se nalaze na vrhu hranidbenog lanca, imaju potencijʘl zʘ 

ʘkumulaciju metʘla, prikladnu veliļinu te dugi ģivotni vijek (Dragun i sur., 2015.). U brojnim 

europskim vodotocima ļesto se kao bioindikatorski organizam koristi klen (Squalius cephalus 

L., 1758), dok se, na primjer, u makedonskim rijekama moģe naĺi srodna vrsta, vardarski klen 

(Squalius vardarensis Karaman, 1928). Obje vrste kao svejedi odraģavaju izloģenost 

metalima iz raznih izvora, kako iz vode tako i iz hrane ģivotinjskog i biljnog podrijetla. 

Najļeġĺe koriġteni organi za analize metala su jetra, kao najvaģnije mjesto metabolizma, 

pohranjivanja i detoksikacije metala, te ġkrge, kao mjesto unosa metala putem vode (Gigu¯re i 

sur., 2006.; Kraemer i sur., 2005.). Dosadaġnja istraģivanja izloģenosti metalima i njihovih 

uļinaka kod klena i vardarskog klena ukljuļuju uglavnom odreĽivanje ukupnih koncentracija  
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akumuliranih metala u organima klena (Dragun i sur., 2007; 2012; 2016; 2019) te ne daju 

informaciju o moguĺem toksiļnom uļinku metala ili njihovoj detoksikaciji (de la Calle 

GuntiŒas i sur., 2002.). Stoga je potrebno podrobnije istraģiti sudbinu metala nakon njihovog 

unosa u organizam, odnosno njihovu unutarstaniļnu raspodjelu. Bioloġka funkcija, kao i 

mehanizmi toksiļnosti i detoksikacije metala u mnogim organizmima joġ uvijek nisu dovoljno 

istraģeni, dok su biomolekule koje veģu pojedine metale u ribama tek djelomiļno prepoznate i 

opisane (Janz, 2012.; McGeer i sur., 2012.). Prepoznavanje staniļnih komponenata s kojima 

metali stupaju u interakcije pri razliļitim razinama izloģenosti znaļajan je korak u 

predviĽanju njihovih potencijalnih toksiļnih uļinaka. U skladu s tim, razvijeno je novo 

podruļje u istraģivanju metala, nazvano metalomika, koje je Szpunar (2005.) definirala kao 

"sveobuhvatnu analizu svih oblika metala i metaloida u stanicama ili tkivima", a koje 

obuhvaĺa specijaciju metala u najġirem smislu, ukljuļujuĺi izuļavanje kompleksiranja 

elemenata, kao i utjecaja tog kompleksiranja na okoliġ te posljediļno i na ljudsko zdravlje. U 

podruļju metalomike danas se koriste razliļite instrumentalne tehnike. Jedan je od 

najprihvaĺenijih pristupa primjena kombinacije tekuĺinske kromatografije visoke 

djelotvornosti (HPLC; za razdvajanje citosolskih biomolekula) i spektrometrije masa s 

induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS; za odreĽivanje koncentracija metala) (Montes-

Bay·n i sur., 2003.). Brojne kromatografske tehnike razdvajanja mogu se koristiti za analizu 

raspodjele metala meĽu citosolskim biomolekulama, poput kromatografije s iskljuļenjem po 

veliļini (SEC-HPLC) i anionsko-izmjenjivaļke kromatografije (AEC-HPLC), koje se 

odlikuju visokom osjetljivoġĺu i selektivnoġĺu (Montes-Bay·n i sur., 2003.; Szpunar, 2005.). 

Kombinirana primjena razliļitih kromatografskih tehnika i ICP-MS-a predstavlja vrijedan alat 

za razluļivanje citosolske raspodjele metala meĽu proteinima i drugim molekulama razliļitih 

molekulskih veliļina i naboja. Konaļno prepoznavanje i karakterizacija biomolekula koje 

veģu metale, zahtjevan je korak u kojemu se primjenjuju razne tehnike spektrometrije masa 

(MS) za identifikaciju struktura molekula na koje su vezani metali, poput tekuĺinske 

kromatografije - tandemne spektrometrije mase (LC-MS/MS) te spektrometrije masa s 

analizatorom masa s vremenom leta (TOF) uz matricom potpomognutu desorpciju i ionizaciju 

laserskim zraļenjem (MALDI) (Salekdeh i sur., 2002.). Ovakav viġestruki analitiļki pristup 

povezuje detektore za elemente i molekularne detektore, sa svrhom olakġane identifikacije 

metaloproteina ļak i u vrlo niskim koncentracijama (G·mez-Ariza i sur., 2004.). Promjene u 

raspodjeli metala meĽu citosolskim biomolekulama, kao i prepoznavanje i karakterizacija 

biomolekula koje veģu metale nakon izloģenosti organizama poviġenim koncentracijama 

metala u vodi, predstavljaju osnovu za razvoj novih biomarkera izloģenosti i toksiļnih 
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uļinaka metala, koji ĺe se s vremenom moĺi ugraditi u sustave praĺenja stanja prirodnih voda. 

1.1.  Ciljevi i svrha rada 

 Bioloġka funkcija i mehanizmi toksiļnosti u razliļitim organizmima, a posebice u 

ribama, za mnoge metale joġ nisu dovoljno istraģeni te je vaģno odrediti toļan identitet 

citosolskih biomolekula na koje se ti metali veģu. U skladu s time, osnovni cilj ovoga 

istraģivanja bio je produbljivanje razumijevanja unutarstaniļne sudbine metala nakon 

njihovog unosa u jetra i ġkrge dvaju odabranih bioindikatorskih organizama, dviju srodnih 

ribljih vrsta, klena (S. cephalus) i vardarskog klena (S. vardarensis), pri razliļitim razinama 

izloģenosti tih organizama metalima u umjereno i izrazito metalima oneļiġĺenim rijekama u 

Hrvatskoj i Sjevernoj Makedoniji. Istraģivanje je bilo usmjereno na devet elemenata, sedam 

esencijalnih (Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Se i Zn) i dva neesencijalna (Cd i Pb). 

 Cilj  istraģivanja ostvaren je kroz sljedeĺe aktivnosti: 

¶ odreĽivanje citosolskih koncentracija odabranih elemenata akumuliranih u jetrima i 

ġkrgama klena (S. cephalus) iz rijeke Sutle te vardarskog klena (S. vardarensis) iz triju 

rijeka sjeveroistoļne Sjeverne Makedonije sa svrhom prepoznavanja jedinki s poveĺanom 

bioakumulacijom uslijed poveĺane izloģenosti metalima u vodi; 

¶ definiranje raspodjela odabranih elemenata meĽu citosolskim biomolekulama razliļitih 

molekulskih masa u jetrima i ġkrgama klena (S. cephalus) i vardarskog klena (S. 

vardarensis) pri niskim izloģenostima te definiranje promjena u raspodjelama koje nastaju 

uslijed poviġene izloģenosti metalima u rijeļnoj vodi primjenom SEC-HPLC-a i ICP-MS 

visoke rezolucije (HR); 

¶ definiranje raspodjela odabranih elemenata meĽu toplinski stabilnim biomolekulama u 

jetrima i u ġkrgama vardarskog klena (S. vardarensis) primjenom SEC-HPLC-a i HR ICP-

MS; 

¶ primjenu AEC-HPLC-a kao drugog stupnja razdvajanja citosolskih biomolekula na koje 

se veģu metali na temelju razlika u naboju, sa svrhom dodatnog proļiġĺavanja 

metaloproteina i razdvajanja njihovih izoformi iz jetara i ġkrga vardarskog klena (S. 

vardarensis); 

¶ karakterizaciju i identifikaciju nekoliko odabranih citosolskih biomolekula koje veģu Fe, 

Cd, Cu, Zn i Mo u jetrima i ġkrgama vardarskog klena (S. vardarensis) primjenom dviju 

tehnika spektrometrije masa (MALDI-TOF-MS i LC-MS/MS). 

 



 Uvod  

 

5  

1.2. Hipoteze istraģivanja 

 ProvoĽenjem istraģivanja testirali smo sljedeĺe hipoteze: 

¶ raspodjela esencijalnih (Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Se i Zn) i neesencijalnih elemenata (Cd i Pb) 

meĽu citosolskim biomolekulama u jetrima i ġkrgama klena (S. cephalus) i vardarskog 

klena (S. vardarensis) mijenja se uslijed promjene razine izloģenosti metalima/nemetalu u 

vodi; 

¶ raspodjela esencijalnih elemenata (Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Se i Zn) i neesencijalnog 

elementa Cd meĽu citosolskim biomolekulama razliļita je u razliļitim organima (jetrima i 

ġkrgama) obiju istraģivanih vrsta, klena i vardarskog klena; 

¶ raspodjela istraģivanih elemenata meĽu citosolskim biomolekulama usporediva je u 

dvjema srodnim vrstama riba, klenu (S. cephalus) i vardarskom klenu (S. vardarensis), 

koje se stoga mogu usporedno koristiti u monitoringu. 
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2. LITERATURNI PREGLED  

2.1. Metali u slatkovodnim sustavima 

 U ġarolikom rasponu oneļiġĺivaļa metali imaju vaģnu ulogu jer mogu uzrokovati 

toksiļne uļinke u vodenim organizmima (Maritim i sur., 2016.; Tessier i Turner, 1995.), iako 

brojni metali imaju i bitnu ulogu u funkcioniranju svih ģivih organizama te se prirodno nalaze 

u svim sastavnicama okoliġa (Cukrov i sur., 2006.). Koncentracija metala u vodenom okoliġu 

regulirana je procesima poput kemijskog i mehaniļkog troġenja stijena i tla pod utjecajem 

vanjskih sila te njihovog ispiranja oborinskim vodama ili raznoġenja vjetrom. Nadalje, 

prirodne koncentracije metala u velikoj mjeri ovise i o podruļju u kojem se nalaze, odnosno o 

sastavu stijena i tla (Cukrov i sur., 2006.). Osim prirodnim putem, metali u vodu dospijevaju i 

iz brojnih antropogenih izvora, koji su u porastu zbog tehnoloġkog napretka ljudske zajednice, 

pri ļemu razvoj industrije (proizvodnja plastiļnih i elektriļnih elemenata), rudarstvo, promet, 

napredna poljoprivreda (putem gnojiva) i gradske otpadne vode imaju najznaļajniju ulogu u 

oneļiġĺenju vodenih ekosustava metalima (Slika 1.) (Gaillardet i sur., 2004.). 

 

 

Slika 1. Izvori oneļiġĺenja vodenog ekosustava metalima (preuzeto i prilagoĽeno prema 

Gaillardet i sur., 2004.). 

 

 Buduĺi da su prirodne koncentracije veĺine metala u rijekama niske, od nekoliko 

nanograma do nekoliko mikrograma po litri, zbog ļega su nazvani metalima u tragovima, 
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svaki dodatni unos utjeļe na njihove koncentracije i time mijenja prirodnu ravnoteģu u 

vodenim ekosustavima (Gaillardet i sur., 2004.). Kada antropogeni unos nadmaġi prirodni, 

dolazi do poremeĺaja prirodnog biogeokemijskog ciklusa metala, ġto za posljedicu moģe imati 

poveĺanu akumulaciju metala u vodenim organizmima te eventualno i prekomjerni unos u 

ljudski organizam (Flora i sur., 2008.; Mikac i sur., 2007.). U vodenim ekosustavima, metali 

se javljaju u raznovrsnim organskim i anorganskim oblicima, od hidratiziranih iona do velikih 

organskih kompleksa (Slika 2.), a njihova specijacija u vodi odreĽuje njihovu 

bioraspoloģivost, ġto predstavlja glavni ļimbenik o kojemu ovisi utjecaj toksiļnih metala na 

organizme. Naime, vrste metala u tragovima u vodi su raspodijeljene izmeĽu razliļitih 

fiziļkih i kemijskih oblika, npr. jednostavnih anorganskih i organskih spojeva, labilnih i 

inertnih kompleksa, kao i onih adsorbiranih na ļvrstim i koloidnim ļesticama (Branica, 

1999.).  

 Najjednostavnija kategorizacija metala u vodi zasniva se na podjeli na otopljenu i 

partikularnu fazu nakon filtriranja uzoraka vode kroz filter promjera pora 0,45 ɛm. Frakcija 

koja proĽe kroz filter definirana je kao otopljena, dok je frakcija prikupljena na filteru 

definirana kao partikularna. Unatoļ tome, kroz filter promjera pora 0,45 Õm mogu proĺi i 

koloidni oblici metala koji obuhvaĺaju ļestice ļija se veliļina nalazi u rasponu 1 nm do 450 

nm te mogu biti organski i anorganski (Gaillardet i sur., 2004.). 

 Nakon ġto metali dospiju u okoliġ, mogu mijenjati kemijski oblik te tako postati viġe 

ili manje bioraspoloģivi, a time i toksiļniji za ģivi svijet u vodi. Na kemijski oblik u kojem se 

nalazi pojedini metal, odnosno na specijaciju metala u prirodnom okoliġu utjeļe niz 

ļimbenika, poput saliniteta, pH, temperature, prisustva organske tvari i otopljenog kisika 

(Mason, 2013.). Primjerice, pri niģim pH vrijednostima (kiseliji okoliġ), viġe metala je 

prisutno u obliku hidratiziranog metalnog iona koji je pristupaļniji i toksiļniji za biotu 

(Campbell i Stokes, 1985.). TakoĽer, na primjeru kalifornijske pastrve (Oncorhynchus 

mykiss) dokazano je kako je toksiļnost pojedinih metala (Cu, Zn, Pb i Hg) slabija u tvrdoj 

vodi, jer Ca ima veĺi afinitet za vezanje na membranu ġkrga riba, u odnosu na ostale katione u 

vodi, ġto smanjuje njihovu apsorpciju kroz ġkrge i posljediļno akumulaciju u tkivima riba 

(Mason, 2002.). Utjecaj okoliġnih ļimbenika na metale u vodi, kao i ļinjenica da je voda 

dinamiļni medij (posebno u rijekama), ukazuje kako za procjenu utjecaja metala na biotu nije 

dovoljno odrediti samo ukupnu koncentraciju nekog metala u vodi. Ta koncentracija zapravo 

odraģava trenutnu vrijednost u trenutku uzorkovanja i ne daje informaciju o bioloġki 

raspoloģivoj koncentraciji toga metala, kao i o njegovim potencijalnim toksiļnim uļincima 

(Florence i Batley, 1977.). 
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Slika 2. Shematski prikaz sastavnica vode, prema njihovoj veliļini, na temelju koriġtenja 

filtera promjera pora 0,45 Õm (preuzeto i prilagoĽeno iz Aiken i sur., 2011.). 

 

 Radi pouzdane procjene oneļiġĺenja vodenih sustava metalima i njegovog utjecaja na 

ģive organizme u vodi te posljediļno i na ljude putem prehrane, potrebno je istraģiti 

posljedice dugoroļne izloģenosti biote metalima, izuļavanjem bioakumulacije i toksiļnih 

uļinaka metala na vodene organizme. Kao primjer slatkovodnih sustava umjereno i izrazito 

oneļiġĺenih metalima bit ĺe prikazane rijeka Sutla u Hrvatskoj te tri rijeke sjeveroistoļne 

Sjeverne Makedonije, Bregalnica, Kriva Reka i Zletovska Reka. 

2.1.1. Rijeka Sutla u Hrvatskoj 

 Rijeka Sutla izvire u Sloveniji na juģnim obroncima Maceljske gore te je graniļna 

rijeka izmeĽu Hrvatske i Slovenije (Slika 3.), ukupne duģine oko 91 km, od toga u Hrvatskoj 

89 km. Prema Okvirnoj direktivi o vodama Europske unije, rijeka Sutla svojom povrġinom 

porjeļja od 581 km
2
 pripada kategoriji srednje velikih rijeka (EPCEU, 2000.; Dragun i sur., 

2011.). U rijeku Savu, jednu od triju najduģih rijeka na teritoriju Republike Hrvatske, utjeļe 

kao lijeva pritoka kod Savskog Marofa. Nadalje, rijeka Sutla nalazi se u podruļju Hrvatskog 

zagorja, koje je bogato termalnim izvorima i kupeljima (Teskeredģiĺ i sur., 2009.). 
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Slika 3. Karta rijeke Sutle s oznaļenim mjestima uzorkovanja (Hum na Sutli, Donje Brezno, 

Kumrovec, Klanjec te Drenje Brdoveļko) (preuzeto iz Dragun i sur., 2011.). 

 

 Rijeka Sutla smatra se umjereno oneļiġĺenom metalima, a poznati izvori oneļiġĺenja 

odnose se na male industrijske objekte, poput tvornice stakla, te na komunalne otpadne vode, 

poljoprivredne aktivnosti i ispuġtanje otpadnih voda iz termalnih kupaliġta (Dragun i sur., 

2011.). Zbog smanjene moguĺnosti razrjeĽenja unesenih toksiļnih tvari uslijed niskog 

protoka vode (tijekom 2009. godine: 0,73-68,8 m
3
s

-1
; Dragun i sur., 2011.), mali vodotoci 

poput rijeke Sutle posebno su osjetljivi na oneļiġĺenje. Istraģivanje provedeno na rijeci Sutli u 

jesen 2009. godine (Dragun i sur., 2011.) pokazalo je kako su unatoļ umjerenom 

antropogenom utjecaju koncentracije nekoliko otopljenih metala (Fe, Mn i Cd) na pojedinim 

postajama u ovoj rijeci bile uoļljivo poviġene, ġto je vidljivo iz ġirokog raspona njihovih 

koncentracija (Fe: 3,1-80,5 ɛg L
-1

; Mn: 0,44-261,1 ɛg L
-1

; Cd: 6-308 ng L
-1

). Nasuprot tome, 

koncentracije otopljenog Zn i Cu bile su niske duģ cijelog rijeļnog toka (Zn: <5 ɛg L
-1

; Cu: 

0,17-3,74 ɛg L
-1
). Najviġe su koncentracije metala zabiljeģene u rijeļnoj vodi gornjeg toka 

rijeke Sutle, uglavnom na postajama Hum na Sutli (utjecaj industrije stakla) i Donje Brezno 
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(moguĺi utjecaj otpadnih voda termalnih kupaliġta) (Dragun i sur., 2011.). Iako koncentracije 

metala izmjerene u rijeci Sutli joġ uvijek nisu premaġile ograniļenja koja se smatraju 

opasnima za ģivot u vodi ili u konaļnici za ljudsko zdravlje, uoļena su znaļajna poveĺanja te 

se zabiljeģene koncentracije metala u vodi ove rijeke treba smatrati upozorenjem i poticajem 

za zaġtitu malih i srednjih rijeka s ciljem sprjeļavanja buduĺeg pogorġanja, prema 

preporukama Okvirne direktive o vodama (ODV; EPCEU, 2008.) 

2.1.2. Rijeke sjeveroistoļnog dijela Sjeverne Makedonije 

 Otpadne vode rudnika ubrajaju se, uz difuzno oneļiġĺenje izazvano poljoprivrednim 

aktivnostima, u najopasnije izvore oneļiġĺenja koji mogu dovesti do degradacije slatkovodnih 

ekosustava ġirom svijeta (Byrne i sur., 2012.; Cerqueira i sur., 2011.; Environmental Agency, 

2006.; Silva i sur. 2011. a, b, c). Uzrok toksiļnosti otpadnih voda rudnika nalazi se u njihovoj 

izrazitoj kiselosti i visokim koncentracijama metala. U kiselim vodama metali su veĺinom 

prisutni u ionskom obliku, koji je bioloġki raspoloģiviji te se lako akumulira u ribama i 

drugim vodenim organizmima, ġto znaļajno ugroģava njihovo zdravlje i vodi ka smanjenju 

bioraznolikosti (Jordanova i sur., 2016.; Stuhlberger, 2010.; Wojtkowska, 2013.).  

 Geoloġka i tektonska obiljeģja makedonskog teritorija bila su preduvjet za stvaranje 

raznovrsnih, brojnih i ļesto veoma velikih leģiġta metala, nemetala i energetskih mineralnih 

resursa (Spasovski i sur., 2011.). Posljednjih godina Sjeverna Makedonija je zauzela znaļajno 

mjesto u regiji u iskoriġtavanju ruda olova i cinka. Od brojnih nalaziġta olovnih i cinkovih 

ruda posebno treba istaknuti najvaģnija podruļja bogata tim mineralnim sirovinama, a to su 

podruļje Sasa - Toranica, te Kratovo i Zletovo. Ondje se nalaze tri velika rudnika olova i 

cinka: Zletovo, Sasa i Toranica. Ti rudnici predstavljaju sirovinsku bazu olova i cinka i 

prateĺih nusproizvoda (srebra, bizmuta, kadmija, sumporne kiseline, superfosfata, itd.) 

(Spasovski i sur., 2011.). Zbog brojnih aktivnih rudnika, otpadne vode rudnika u Makedoniji 

joġ uvijek predstavljaju vrlo ozbiljan ekoloġki problem, uzimajuĺi u obzir da su koncentracije 

Pb i Zn u rudama i leģiġtima i do tisuĺu puta viġe u odnosu na ostala podruļja (Alderton i sur., 

2005.; Midģiĺ i Silajdģiĺ, 2005.). Ramani i sur. (2014.) procijenili su utjecaj dvaju trenutno 

aktivnih rudnika Pb i Zn (Zletovo i Toranica) na kakvoĺu vode dviju rijeka u sjeveroistoļnom 

dijelu Sjeverne Makedonije (Slika 4.), vezano uz oneļiġĺenje metalima i promjene fizikalno-

kemijskih karakteristika rijeļne vode. 
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Slika 4. Karta podruļja istraģivanja s oznaļenim mjestima uzorkovanja u sjeveroistoļnoj 

Sjeverne Makedoniji (Bregalnica, Zletovska Reka i Kriva Reka) (Ramani i sur., 2014.). 

 

2.1.2.1.  Rijeka Bregalnica  

 Rijeka Bregalnica druga je po veliļini makedonska rijeka te je najduģa lijeva pritoka 

rijeke Vardar, najveĺe rijeke u Republici Sjevernoj Makedoniji. Ukupna duģina rijeke je 225 

km, ʘ povrġina njenog sliva iznosi 4307 kmĮ. Rijeka Bregalnica je manje oneļiġĺena metalima 

od ostalih rijeka sjeveroistoļne Sjeverne Makedonije jer nije pod izravnim utjecajem rudnika. 

Oneļiġĺenje ove rijeke karakteristiļno je za podruļja intenzivne poljoprivredne aktivnosti, a 

javlja se zbog ispiranja tla riģinih polja (Andreevska i sur., 2013.) te se odnosi na pojavu 

poviġenih koncentracija nekoliko metala/metaloida (na primjer, As, Ba, Fe, Mo, U i V), 

nitrata i fosfata, kao i pojavu izrazitog fekalnog oneļiġĺenja vode uslijed utjecaja 

poljoprivrednih farmi grada Ġtipa (Ramani i sur., 2014.). U ovoj rijeci naĽene su i poviġene 

koncentracije herbicida koji se koriste u uzgoju riģe (Stipaniļev i sur., 2017.). 

2.1.2.2.  Zletovska Reka 

 Ukupna duģina Zletovske Reke je 56 km, ʘ povrġina njenog sliva iznosi 460 kmĮ. U 

gornjem dijelu toka ova rijeka protjeļe kroz strmu klisuru koju je sama izdubila u stijenama te 

zbog toga na pojedinim mjestima ima pad od 42%, puno brzaca i dva vodopada. Jedna je od 

najzagaĽenijih pritoka rijeke Bregalnice (Dolenec i sur., 2005.), a zagaĽenje preteģno potjeļe 

od rudnika Pb i Zn, Zletovo. Rudnik je aktivno radio od 1940.-ih, a njegova proizvodnja i 
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dalje traje, iako je bilo nekoliko kratkotrajnih prekida. Rude iz rudnika Zletovo, koje 

sadrģavaju viġe od 9% Pb i 2% Zn te znaļajnu koliļinu Ag, Bi, Cd i Cu (Alderton i sur., 

2005.), obraĽuju se u malom gradiĺu Probiġtipu dok se otpad iz rudnika odlaģe u susjednim 

dolinama. Pritoke Zletovske Reke, Kiselica i Koritnica, ispiru glavno podruļje iskopa ruda 

kod Probiġtipa, (Alderton i sur., 2005.) te tako metali dospijevaju i u druge rijeke. Osim toga, 

otpadne vode iz rudnika Zletovo, oneļiġĺene metalima, ispuġtaju se iz koncentracijskog 

postrojenja u rijeku Kiselicu, pritoku Zletovske Reke, bez prethodne obrade ili neutralizacije. 

Zbog toga u Kiselici nema mnogo ģivota, odnosno prisutne su samo one vrste vodenih 

organizama  koje su otpornije na oneļiġĺenje te su u njima naĽene visoke razine metala 

(Midģiļiĺ i Silajdģiĺ, 2005.). U Zletovskoj Reci, nizvodno od rudnika Zletovo, naĽene su 

iznimno visoke koncetracije Cd, Co, Cs, Cu, Li, Mn, Ni, Rb, Sn, Sr, Tl i Zn te sulfata i 

klorida. Osobito visoke koncentracije pojedinih metala bile su izmjerene u jesen 2012. 

godine, u vrijeme izrazito niskog vodostaja (npr., Cd 2,0 Õg L
-1

; Mn 2,5 mg L
-1

; Zn 1,5 mg L
-

1
), ġto je jasan pokazatelj utjecaja rudnika na kakvoĺu rijeļne vode (Ramani i sur., 2014.). 

Pored oneļiġĺenja rudarskim otpadom (Dragun i sur., 2019.; Ramani i sur., 2014.), Zletovska 

Reka je i pod utjecajem otpadnih voda grada Probiġtipa, ukljuļujuĺi i otpadne vode tvornice 

akumulatora (Spasovski i Dambov, 2009.). 

2.1.2.3.  Kriva Reka 

 Kriva Reka je najveĺa pritoka rijeke Pļinje, koja je lijevi pritok rijeke Vardar i 

najznaļajnija rijeka u sjeveroistoļnom dijelu Sjeverne Makedonije. Duģina ove rijeke je 78,7 

km, dok povrġina sliva iznosi 968 km
2
 (Ramani i sur., 2014.). Oneļiġĺenje Krive Reke 

metalima potjeļe preteģno od otpada iz aktivnog rudnika Pb i Zn, Toranica. Proizvodnja Pb i 

Zn iz rudnika Toranica traje od 1987. godine, s nekoliko jednogodiġnjih prekida nakon 2000. 

godine (Alderton i sur., 2005.). Rude iz rudnika Toranica sadrģavaju oko 6,5% Pb+Zn s 

dodatno poviġenim koncentracijama Cd, Cu, Mn, Ag i Bi (Serafimovski i sur., 2007.). Prema 

Ramani i sur. (2014.) u Krivoj Reci su zabiljeģene poviġene koncentracije samo za Cd (0,270 

Õg L
-1
) i Pb (1,85 ÕgL

-1
) u proljeĺe 2012. godine te je, sliļno kao u Bregalnici, zamijeĺeno i 

izrazito fekalno oneļiġĺenje, kao i poviġene koncentracije amonijevih i fosfatnih iona, 

vjerojatno uslijed utjecaja otpada okolnih vrtova i obradivih povrġina. 
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2.2. Metali u vodenim organizmima  

 Unos metala u vodene organizme iz okoliġne vode moģe se odvijati putem cijele 

vanjske povrġine organizma, putem respiratornih organa (ġkrge), putem probavnog epitela iz 

vode i hrane ili kombinacijom tih puteva (Brown i Depledge, 1998.). Nakon ulaska u 

izvanstaniļne tjelesne tekuĺine, unos metala u stanicu se vrġi preko staniļnih membrana 

procesima jednostavne difuzije, olakġane difuzije, aktivnog transporta i pinocitoze (Simkiss, 

1998.), pri ļemu je za unos u stanice najraspoloģiviji hidratizirani ionski oblik metala. Ribe 

izluļuju ġtetne tvari iz organizma putem ģuļi, bubrega, ġkrga i koģe (Heath, 1995). 

Akumulirana koliļina metala u stanicama odraģava razliku izmeĽu unosa i izluļivanja metala 

(Rainbow, 2018.). 

 S obzirom na svoju funkciju u ģivim organizmima metali se mogu podijeliti na 

esencijalne i neesencijalne. Metali koji predstavljaju vaģnu komponentu u metaboliļkim 

procesima ģivih organizama, a dio su enzima ili vitamina, ubrajaju se u esencijalne ili bioloġki 

neophodne metale. To su, na primjer, makroelementi poput Ca, K, Mg i Na te mikroelemeti 

poput Zn, Cu, Co, Se i Fe, koji su ljudima i ģivotinjama potrebni u malim koliļinama, ali 

prekomjernim unosom i oni postaju toksiļni (Verma i Dwiwedi, 2013.). One metale i 

metaloide za koje do sada nije otkrivena uloga u metaboliļkim procesima ģivih organizama 

nazivamo neesencijalnima, a to su, na primjer, Pb, As, Hg, Ni i Cd koji su toksiļni veĺ u vrlo 

malim koliļinama (Verma i Dwiwedi, 2013.). MeĽutim, za veĺi broj mikroelemenata 

ustanovljeno je da na organizam mogu djelovati kako u toksiļnom tako i u stimulativnom 

smislu, ovisno o unesenoj koncentracijskoj razini (Luckey i sur., 1975.). Stoga oġtro 

razgraniļavanje metala/metaloida na apsolutno toksiļne ili netoksiļne nije u potpunosti 

prihvatljivo s obzirom na raznolikost fizioloġko-biokemijskih mehanizama svojstvenih 

organizmima razliļitih dobi i vrsta. Reakcija organizma na metale koja ovisi o promjeni 

njihovih koncentracija moģe se opisati krivuljom koja prikazuje meĽuovisnost koncentracije i 

uļinka, gdje se za svaki metal/metaloid moģe definirati podruļje tolerancije, s graniļnim 

donjim i gornjim koncentracijama, koje ļini prijelaz izmeĽu stanja deficijencije i 

intoksikacije. To podruļje tolerancije za svaki pojedini metal ovisi o djelotvornosti 

regulacijskih mehanizama u organizmu, koji se znatno razlikuju meĽu organizmima na 

razliļitom stupnju razvoja (Engel i Fowler, 1979.) 

 U vodenim organizmima metali mogu izazvati ġiroki spektar uļinaka koji se mogu 

pojaviti na raznim bioloġkim razinama: na razini stanice, organa, organizma, populacije, 

zajednice ili kombinacijama tih kategorija (Phillips i Rainbow, 1993.). Uļinci na razini 
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organizma obiļno se dijele na morfoloġke (deformacije ljuġtura, skeleta, ġkrga, itd.), 

bihevioralne (motoriļke promjene, promjene hranjenja) i fizioloġke. Fizioloġki uļinci 

obuhvaĺaju promjene na razini cijelog organizma, na razini tkiva i organa, ali i staniļne 

promjene (biokemijske i citokemijske). Svaki toksiļni uļinak zapoļinje biokemijskim 

procesima na razini stanice koji potom mogu dovesti do promjena na cijelom organizmu. 

Uļinci metala na staniļnoj razini su mnogobrojni, a neki od njih su: inhibiranje ili promjene 

funkcija proteina, oksidativni stres, inhibicija mitohondrijske aktivnosti, poremeĺaj 

propusnosti membrana (Phillips i Rainbow, 1993.; Dragun i sur., 2017.). Iako brojni metali u 

organizmima imaju vaģne bioloġke uloge, kao sastavni dio enzima ili drugih sloģenih 

molekula, takozvanih metaloproteina (Smith i sur., 1997.), oni svojim vezanjem na razliļite 

proteine  mogu uzrokovati njihovu inhibiciju ili im promijeniti funkciju (Viarengo, 1985.). To 

se moģe dogoditi zamjenom esencijalnog metala vezanog na protein ili vezanjem na 

deaktivacijsko mjesto enzima. Ġtetni uļinak metala moģe se oļitovati i kroz oksidativni stres, 

odnosno stvaranjem reaktivnih oblika kisika. Reaktivnih oblici kisika obuhvaĺaju radikale 

kisika (superoksidni, hidroksilni, peroksidni) i reaktivne neradikalne derivate kisika (vodikov 

peroksid, hipokloritna kiselina) te mogu izazvati inaktivaciju enzima, lipidnu peroksidaciju, 

oġteĺenja DNA, kao i poveĺati rizik od razvoja raka (Viarengo, 1985.). Nadalje, mitohondriji, 

organele odgovorne za aerobnu sintezu ATP-a, akumuliraju velike koliļine metala, izmeĽu 

ostalog Hg, Cd, Zn i Fe. Inhibicija mitohondrijske aktivnosti i oksidativne fosforilacije 

ubrajaju se u moguĺe ġtetne uļinke metala (Viarengo, 1985.). Poremeĺaj propusnosti 

membrana moģe se oļitovati kroz poremeĺaj aktivnog i pasivnog transporta. Ģiva i Cd se 

primjerice mogu vezati na fosfatnu skupinu lipidnog sloja membrane i tako poremetiti pasivni 

transport iona. Aktivni transport se moģe naruġiti izravno inhibicijom enzima Na/K ovisne 

ATP-aze, ili posredno, smanjenjem raspoloģivosti ATP-a (Bouquegnau i Gilles; 1979; 

Viarengo, 1985.).  

 U organizmu, meĽutim, postoje razliļiti homeostatski mehanizmi za odrģavanje 

koncentracija metala u uskim rasponima, kao i detoksikacijski mehanizmi, koji sprjeļavaju, 

umanjuju ili poniġtavaju ġtetne interakcije metala s esencijalnim makromolekulama (Mason i 

Jenkins, 1995.), poput stvaranja netopljivih granula metala, odjeljivanja metala unutar 

lizosoma te vezanja metala za specifiļne biomolekule, pa do toksiļnog uļinka dolazi samo 

ukoliko je naruġena ravnoteģa (Viarengo i Nott, 1993.). 

 Uz sve navedeno, toksiļni utjecaj metala na organizam ovisi i o stanju organizma, 

odnosno o stupnju razvoja, starosti, veliļini, spolu, prebivaliġtu i prehrani (Livingstone, 

1993.), kao i o nizu vanjskih ļimbenika, odnosno o uvjetima okoliġa poput temperature, 
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saliniteta, pH vrijednosti, intenziteta svjetlosti, otopljenog kisika, itd. (Hamelink i sur., 1994.). 

Prisustvo drugih toksiļnih tvari takoĽer moģe utjecati na djelovanje metala na organizme, 

izazivajuĺi sinergistiļki ili antagonistiļki uļinak. 

2.3. Bioindikatori  

 U procjeni oneļiġĺenja pojedinih ekosustava metalima koriste se prikladni 

bioindikatorski organizmi. Bioindikatori su organizmi koji svojom prisutnoġĺu ili specifiļnom 

reakcijom na odreĽene ļimbenike u okoliġu mogu odraģavati stanje okoliġa. Bioindikatorske 

vrste, osim ekoloġkog stanja nekog vodenog sustava, mogu biti i dobar pokazatelj 

antropogenog utjecaja na taj ekosustav. Osnovne karakteristike indikatorskih organizama su 

ġiroka rasprostranjenost i zastupljenost vrste, ograniļeno podruļje kretanja, dovoljno dug 

ģivotni vijek, dovoljna veliļina za provoĽenje analiza te relativno jednostavna determinacija i 

dostupnost mjesta uzorkovanja (de Andrade i sur., 2004.). Kao bioindikatorski organizmi za 

praĺenje izloģenosti slatkovodnih ekosustava metalima najļeġĺe se koriste ribe, ġkoljkaġi i 

raci (Dragun i sur., 2015). Prednost riba kao bioindikatora u tome je ġto se nalaze na vrhu 

prehrambenog lanca u slatkovodnim ekosustavima, imaju potencijʘl zʘ ʘkumulirʘnje metʘla, 

dug ģivotni vijek i optimʘlnu veliļinu zʘ provoĽenje ʘnʘliza, lʘko se uzorkuju te imaju veliku 

ekonomsku vaģnost (Dragun i sur., 2013.a i b). Buduĺi da pripadaju kraljeģnjacima, pogodne 

su za izuļavanje i zbog fizioloġke sliļnosti sa sisavcima, a k tome su i vaģan dio ljudske 

prehrane pa razina bioakumulacije metala iznad pravilnikom definiranih vrijednosti moģe 

predstavljati opasnost za ljudsko zdravlje (Baldwin i Kramer, 1994.). Zbog svih navedenih 

karakteristika ribe se smatraju jednim od najznaļajnijih bioindikatora u slatkim vodama za 

procjenu oneļiġĺenja metalima u tragovima (Evans i sur., 1993.; Barak i Mason, 1990.; 

Rashed, 2001.). MeĽutim, znaļajan problem kod upotrebe riba kao indikatorskih organizama 

ponekad moģe predstavljati njihova mobilnost, uslijed ļega je teġko precizno definirati mjesto 

i izvor oneļiġĺenja, kao i vrijeme i trajanje izloģenosti (Chovanec i sur., 2003.).  

 Riblja vrsta koja se ļesto primjenjuje kao bioindikatorski organizam u europskim 

vodotocima je klen (Squalius cephalus L., 1758). Klen ima izvrsnu sposobnost prilagodbe 

tako da nastanjuje i tekuĺice i jezera te se ubraja u skupinu predatorskih riba (Habekoviĺ i 

sur., 1993.). Dok se u rijekama u Hrvatskoj moģe naĺi vrsta S. cephalus, u makedonskim 

rijekama obitava srodna vrsta istoga roda, odnosno vardarski klen (Squalius vardarensis 

Karaman, 1928). 
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2.3.1. Klen (Squalius cephalus L., 1758) 

 Klen (Squalius cephalus L., 1758) (Slika 5.), pripadnik porodice ġaranki (Cyprinidae), 

slatkovodna je omnivorna riblja vrsta ġiroko rasprostranjena u Europi s izrazitom otpornoġĺu 

na kemijsko i fizikalno zagaĽenje (Gandolfi i sur., 1991.; Maitland i Campbell, 1992.; 

Vostradovsky, 1973.). 

 Znanstvena klasifikacija: 

Carstvo: Animalia 

Koljeno: Chordata 

Razred: Actinopterygii 

Red:  Cypriniformes 

Porodica: Cyprinidae 

Rod:  Squalius 

Vrsta:  Squalius cephalus Linnaeus, 1758 

 

 

Slika 5. Prikaz klena Squalius cephalus Linnaeus, 1758. 

Autor fotografije: dr. sc. Damir Valiĺ. 

 

Naseljava mnoge stajaĺice i tekuĺice nizinskog, prijelaznog i djelomiļno visinskog 

karaktera koje pripadaju slivu Sjevernog, Baltiļkog, Crnog i Azovskog mora u Europi i dijelu 

Azije (Habekoviĺ, 1982.). Ima vretenasto snaģno tijelo, prilagoĽeno plivanju i u pojaļanim 

vodenim strujama (Habekoviĺ i sur., 1993.). Moģe narasti i do 80 cm duģine i 4 kg mase. 

Spolno sazrijeva u dobi od 4 do 5 godina pri duģini od 20 cm, a mrijesti se viġekratno od 

travnja do lipnja kada temperatura vode dostigne 15ÁC, u plitkim zonama bogatim kisikom i 

ļistog dna (Habekoviĺ, 1982.; Habekoviĺ i sur., 1993.). Unatoļ velikoj sposobnosti 
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prilagoĽavanja, najļeġĺe se zadrģava ispod brana i drugih zapreka, gdje se hrani. S obzirom 

na sve navedeno, kao i na ġiroku rasprostranjenost i relativno dug ģivotni vijek, klen 

predstavlja pogodan bioindikatorski organizam za praĺenje kakvoĺe slatkih voda (Kurtoviĺ i 

sur., 2007.; 2008.). 

 

2.3.2. Vardarski klen (Squalius vardarensis Karaman, 1928) 

 U makedonskim rijekama moģe se naĺi druga vrsta iz roda Squalius, odnosno 

vardarski klen (Squalius vardarensis Karaman, 1928) (Slika 6.). Vardarski klen nastanjuje 

rijeke i potoke umjerenih tokova na podruļju Sjeverne Makedonije i Grļke, a moģe narasti i 

do 60 cm ukupne duģine te se mrijesti od svibnja do lipnja u rijekama i potocima s ļistom 

vodom (Kottelat i Freyhof, 2007.). Buduĺi da je vrhunski grabeģljivac, vardarski klen 

predstavlja izvrstan izbor za praĺenje utjecaja kemijskih agenasa i metala na slatkovodnu 

biotu (Jordanova i sur., 2016.). 

 Znanstvena klasifikacija: 

Carstvo: Animalia 

Koljeno: Chordata 

Razred: Actinopterygii 

Red:  Cypriniformes 

Porodica: Cyprinidae 

Rod:  Squalius 

Vrsta:  Squalius vardarensis Karaman, 1928 

 

 

Slika 6. Prikaz vardarskog klena (Squalius vardarensis Karaman, 1928). 

Autorica fotografije: dr. sc. Zrinka Dragun. 
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2.3.3. Ciljni organi za analizu metala  

 Metali se mogu akumulirati u razliļitim dijelovima organizma riba, ovisno o kojem se 

metalu radi. Primjerice, Pb ima veliki afinitet za kalcificiranim tkivima dok se u mekim 

tkivima najviġe taloģi u jetrima i bubrezima, nakon ļega slijedi koģa, mozak i miġiĺi (Roberts 

i sur., 1976.; Sedak i sur., 2015.), Cd ima najveĺi afinitet za taloģenje u jetrima (oko 50 % Cd) 

i bubrezima (Sedak i sur., 2015.; Siddiqui, 2010.), Zn u jetrima (Bawuro i sur., 2018.; Dragun 

i sur., 2019.), dok se Hg akumulira u miġiĺima, a k tome je jedan od rijetkih metala koji se i 

biomagnificira u hranidbenom lancu te moģe biti izrazito toksiļna za ljude putem prehrane 

(Frodello i sur., 2000.; Mason i sur., 2006.; Sedak i sur., 2015.). Za procjenu dugotrajne, 

kroniļne izloģenosti riba metalima najbolje je analize provoditi u jetrima (Miller i sur., 

1992.), buduĺi da se radi o glavnom detoksikacijskom organu i metaboliļkom centru 

organizma (Giguere i sur., 2004.) te organu koji raspolaģe najuļinkovitijom sposobnoġĺu 

akumulacije raznih zagaĽivala (Papagiannis i sur., 2004.; Vukosav i sur., 2014.). Nadalje, 

hepatociti, dominantna vrsta stanica u jetrima, sadrģe, kao obrambeni mehanizam, visoke 

razine unutarstaniļnih proteina i peptida koji veģu metale i pomaģu u njihovom uklanjanju, 

tako sprjeļavajuĺi interakcije metala s potencijalno osjetljivim biomolekulama; to obiljeģje 

jetara omoguĺava prouļavanje metala i detoksikacijskih mehanizama (Di Giulio i Hinton, 

2008.; Heath, 1995.; Sigel i sur., 2009.). S druge strane, ġkrge su, kao vaģno mjesto izravnog 

unosa toksiļnih tvari iz vode, prikladne za praĺenje kratkotrajne izloģenosti metalima te 

naglih promjena u razini izloģenosti. Zbog relativno niske topljivosti kisika u vodi, ribe imaju 

vrlo veliku respiratornu povrġinu, propuġtaju veliki volumen vode kroz ġkrge u jedinici 

vremena te imaju tanke epitelne membrane, ġto sve zajedno olakġava unos tvari iz vode, kao i 

njihov prijenos u krv (Chovanec i sur., 2003.; Heath, 1995.; Reid i McDonald, 1991.). 

2.4.  Metalomika 

 Metali se u ģivim organizmima javljaju vezani na cijeli niz razliļitih biomolekula 

(Slika 7.). Veliki broj proteina zahtijeva metal kao kofaktor, a obiļno se radi o prijelaznim 

metalima, poput Cu, Fe, Zn ili Mo (Mounicou i sur., 2009.; Tainer i sur., 1991.). Metalni ioni, 

nadalje, mogu kontrolirati regulaciju ekspresije proteina u stanicama, npr. metalotioneina, 

proteina bitnog u homeostazi i procesima detoksikacije (Maret, 2004.). Ġaperoni metala ġtite i 

usmjeravaju metalne ione kroz citoplazmu (Rosen, 2005.; Rosenzweig, 2002.), dok su 

izvanstaniļni proteini poput albumina i transferina bitni kao transporteri metala u krvi 

(Mounicou i sur., 2009.). Stoga je unutarstaniļna koncentracija nekoliko metala, njihova 
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raspodjela meĽu razliļitim staniļnim odjeljcima te njihova ugradnja u metaloproteine strogo 

kontrolirana (Outten i OôHalloran, 2001.). 

 

 

Slika 7. Razliļiti oblici metala u bioloġkom okruģenju (Mounicou i sur., 2009.). 

 

 Zbog svega navedenog, sustavni pristup prouļavanju sadrģaja metala, njihove 

specijacije, lokalizacije i upotrebe unutar organizama i ekosustava postaje sve vaģniji (Thiele 

i Gitlin, 2008.). U proġlosti su istraģivanja metala u okoliġu bila preteģno usmjerena na 

fizioloġke mehanizme unosa, toksiļnosti i izluļivanja te se veĺina razvijenih metoda odnosila 

na mjerenje ukupnih koncentracija pojedinaļnih metala u vodi i u organizmima, koje ne daju 

informaciju o metabolizmu i mehanizmima toksiļnosti metala, kao ni o mehanizmima njihove 

detoksikacije (de la Calle GuntiŒas i sur., 2002.). Posljednjih godina razvijene su Ăomiļkeñ 

tehnike, koje ukljuļuju strukturnu genomiku, transkriptomiku, proteomiku, 

toksikoproteomiku i metalomiku te koje su usmjerene na sveobuhvatna izuļavanja na 

molekularnoj i staniļnoj razini, a koriste se i u okoliġnim istraģivanjima za prepoznavanje 

novih biomarkera uļinaka raznih zagaĽivala na organizme (Shi i Chance, 2008.). U skladu s 

tim, metalomika je, prema Szpunar (2004.), definirana kao "sveobuhvatna analiza svih oblika 

metala i metaloida u stanicama ili tkivima," a obuhvaĺa specijaciju metala u najġirem smislu, 

ukljuļujuĺi izuļavanje kompleksiranja elemenata, kao i utjecaja tog kompleksiranja na okoliġ 

i na ljudsko zdravlje. Metalomika se, nadalje, bavi prouļavanjem i razjaġnjavanjem 

fizioloġkih uloga i funkcija biomolekula koje veģu metalne ione u bioloġkim sustavima 
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(Monicou i sur., 2009.). Predstavlja transdisciplinarno istraģivaļko podruļje, koje povezuje 

razna druga znanstvena podruļja, poput geokemije, kliniļke biologije, farmakologije, biljne i 

ģivotinjske fiziologije (Monicou i sur., 2009.). Krajnji je cilj metalomike pruģiti sveopĺe i 

sustavno razumijevanje unosa, prijenosa, uloge i izluļivanja metala u bioloġkim sustavima 

(Monicou i sur., 2009.). Istraģivanja u podruļju metalomike provode se pomoĺu razliļitih 

tehnoloġkih i metodoloġkih pristupa, no ne postoji nijedna tehnologija koja bi bila prikladna 

za samostalnu primjenu. Analize se sastoje od niza koraka koji zahtijevaju razliļite 

metodoloġke pristupe, a organizacija i integracija analitiļkih koraka predstavljaju kljuļ 

uspjeha (G·mez-Ariza i sur., 2005.) 

 Metalomiļke analize, dakle, zahtijevaju sloģene multidimenzionalne analitiļke 

pristupe, ukljuļujuĺi (1) tehnike razdvajanja, poput razliļitih tehnika tekuĺinske 

kromatografije i elektroforeze, (2) detektore visoke osjetljivosti specifiļne za elemente te (3) 

molekularne detektore utemeljene na spektrometriji masa za karakterizaciju razdvojenih 

biomolekula koje veģu metale (Slika 8.) (G·mez-Ariza i sur., 2004.; Mounicou i sur., 2009.; 

Szpunar i ĞobiŒski, 2002.). 

 

 

Slika 8. Spregnute tehnike u analizama metala i biomolekula koje veģu metale (prilagoĽeno 

prema radu Mounicou i sur., 2009.). 
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2.4.1. Analitiļke metode za razdvajanje i proļiġĺavanje biomolekula na koje se 

veģu metali 

 Za analizu metaloproteina i drugih biomolekula koje veģu metale razvijene su brojne 

metode razdvajanja, poput kromatografije i elektroforeze (kapilarna ili gel elektroforeze) 

(G·mez-Ariza i sur., 2005.; Monicou i sur., 2009.; Szpunar i ĞobiŒski, 1999.). 

 Kromatografija je jedna od analitiļkih metoda koje se najļeġĺe primjenjuju, a ļiji je 

razvoj poļeo ġezdesetih godina proġlog stoljeĺa (Majors, 2003.). Tekuĺinska kromatografija 

osnovna je viġenamjenska tehnika razdvajanja koja se primjenjuje u modernim bioloġkim 

znanostima i u komplementarnim znanstvenim podruļjima kao ġto su analitiļka ili 

preparativna kemija (Cindriĺ i sur., 2009.). To je tehnika koja se koristi za razdvajanje 

otopljenih tvari. Tvari iz otopina u razliļitoj mjeri stupaju u interakciju sa stacionarnom 

(nepokretnom) i tekuĺom mobilnom (pokretnom) fazom na osnovu razlika u adsorpciji, 

ionskoj izmjeni, razdiobi izmeĽu faza, razlici u veliļini ļestica ili stereokemijskih interakcija. 

Kao posljedica navedenih razlika, razliļite se tvari razliļito dugo zadrģavaju na 

kromatografskoj stacionarnoj fazi (Cindriĺ i sur., 2009.; Sattayasai, 2012.). 

 Za razliku od mnogih drugih tehnika razdvajanja koje imaju razliļita ograniļenja, 

poput plinske kromatografije koja nije pogodna za razdvajanje toplinski nestabilnih molekula, 

tekuĺinska kromatografija moģe uspjeġno posluģiti za razdvajanje ġirokog raspona molekula 

kao ġto su polimeri, male molekule farmaceutika ili njihovih metabolita, kao i peptida i 

proteina (Cindriĺ i sur., 2009.). Nadalje, dodatna prednost tekuĺinske kromatografije je 

moguĺnost izravnog povezivanja s drugim analitiļkim tehnikama (Cindriĺ i sur., 2009.). Za 

poļetno proļiġĺavanje staniļnih biomolekula koje veģu metale korisna je primjena 

kromatografije s iskljuļenjem po veliļini (SEC) u kombinaciji s ionsko-izmjenjivaļkom 

kromatografijom (IEC). Primjenom ovih dviju metoda postiģe se visoka osjetljivost i 

selektivnost (Montes-Bay·n i sur., 2003.; Szpunar, 2004.) te zadovoljavajuĺe razluļivanje 

prilikom razdvajanja biomolekula koje veģu metale, odnosno izbjegava se istovremeno 

eluiranje viġe oblika istog elementa (Mounicou i sur., 2009.). 

2.4.1.1.  Tekuĺinska kromatografija visoke djelotvornosti s iskljuļenjem po 

veliļini (SEC-HPLC)  

 SEC-HPLC ļesto se koristi kao osnovna metoda za razdvajanje metaloproteina i 

drugih biomolekula koje veģu metale (Slika 9.). Temelji se na uļinku molekularnih sita koja 

omoguĺavaju razdvajanje molekula prema njihovoj veliļini te u manjoj mjeri i prema obliku 

(de la Calle Guntinuas i sur., 2002.; Szpunar, 2004.). Najbolji je izbor za analize proteina i 
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raznih drugih biomolekula, buduĺi da nakon proļiġĺavanja izvorna struktura i funkcija 

proteina ostaju oļuvane, a moģe se koristiti i ġiroki spektar pufera kako bi se ostvarili 

odgovarajuĺi uvjeti za razdvajanje pojedinih proteina (Rambo, 2017.). 

 

 

Slika 9. Kromatografija iskljuļivanjem ili gel-filtracijska kromatografija. Metoda se temelji 

na difuziji molekula kroz porozne ġupljine punila koje saļinjavaju kolonu. Mehanizam 

razdvanja se temelji na prodiranju molekula u pore ļestica punila, tako da manje molekule, 

koje mogu ulaziti u pore, zaostaju, dok veĺe, koje to ne mogu, prolaze izmeĽu ļestica punila 

te prije izlaze iz kolone. S obzirom na to da pore u punilu stacionarne faze, nisu jednake 

veliļine, samo najveĺe molekule bit ĺe u potpunosti izuzete od prodiranja u pore punila, dok 

ĺe sve druge ulaziti s veĺom ili manjom uļestalosti (manje ļeġĺe, veĺe rjeĽe), te ĺe duģe 

zaostajati u punilu stacionarne faze. Tako ĺe najprije izaĺi najveĺe molekule, pa onda srednje i 

na kraju najmanje molekule. Slika je prilagoĽena prema Hagel i Haneski (2010.). 

 

Prednost ove metode je ġto proteini, ako se razdvajanje odvija pod blagim, fizioloġkim 

uvjetima, ostaju gotovo netaknuti, a to je jako vaģno pri razdvajanju biomolekula koje su 

osjetljive na promjenu pH te analizama metaloproteina (De la Calle Gunti¶as i sur., 2002.). 
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Dodatnu prednost u odnosu na ostale kromatografske metode ima zbog moguĺnosti 

povezivanja sa spektrometrijom masa uz ionizaciju induktivno spregnutom plazmom (ICP-

MS) za odreĽivanje koncentracija metala. Odabirom odgovarajuĺih kromatografskih uvjeta 

koji ne ġtete analizi spektrometrijom masa (npr., hlapljivih pufera, stabilnog i niskog protoka, 

upotrebe polarnih organskih otapala), tekuĺinski se kromatograf moģe jednostavno povezati 

sa spektrometrom masa (Cindriĺ i sur., 2009.). U mnogim je istraģivanjima tehnika SEC-

HPLC u kombinaciji s ICP-MS-om koriġtena kao polukvantitativna tehnika za specijaciju 

elemenata poput Cd (Ferrarello i sur., 2000.), Se (McSheehy i sur., 2001.), ili As (McSheehy i 

Szpunar, 2000.). 

2.4.1.2.  Ionsko izmjenjivaļka tekuĺinska kromatografija visoke djelotvornosti 

(IEC-HPLC)  

 Bioloġke molekule su uglavnom polarne te stoga mogu biti nabijene. Upravo je to 

svojstvo molekula iskoriġteno u izvedbi ionsko-izmjenjivaļke kromatografije (IEC), koja se 

zasniva na razdvajanju otopljenih molekula na osnovu razlika u naboju (Slika 10.). 

 

 

Slika 10. Princip anionsko-izmjenjivaļke kromatografije. Proteini se razdvajaju na temelju 

svoga neto-naboja (preuzeto i prilagoĽeno iz Berg i sur., 2002.). 

 

Moģe se primijeniti za razdvajanje gotovo bilo koje vrste nabijenih molekula 

ukljuļujuĺi velike proteine, male nukleotide i aminokiseline (Loeschner i sur., 2015.). Dvije 

vrste ionsko-izmjenjivaļke kromatografije su anionsko-izmjenjivaļka (AEC) i kationsko-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Loeschner%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25874977
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izmjenjivaļka (CEC) kromatografija. Molekule koje su topljive i nabijene, kao ġto su proteini, 

aminokiseline i peptidi, veģu se na suprotno nabijene funkcionalne skupine netopljive 

stacionarne faze stvaranjem ionskih veza (Sattayasai, 2012.). U kationsko-izmjenjivaļkoj 

kromatografiji primjenjuje se anionska stacionarna faza kada su ģeljene molekule koje se 

razdvajaju kationi, a anionsko-izmjenjivaļka kromatografija primjenjuje kationsku 

stacionarnu fazu za odjeljivanje aniona. Molekule vezane na stacionarnu fazu ispiru se 

poveĺavanjem ionske jakosti ili promjenom pH eluensa, odnosno mobilne faze. Kationsko i 

anionsko izmjenjivaļka kromatografija ļesto se koriste u istraģivanjima metala u bioloġkim 

uzorcima (Sanz-Medel i sur., 2003.; Szpunar, 2000.), na primjer pri razdvajanju 

metalotioneina (Lehman i Klaassen, 1986.; Rodr²guez-Cea i sur., 2003.; Van Campenhout i 

sur., 2008.) i serumskih proteina (Soldado Cabezuelo i sur., 1997.; Wrobel i sur., 1995.). 

2.4.2. Analitiļke metode za odreĽivanje metala u uzorcima iz okoliġa 

 Postoji niz razliļitih tehnika kojima se mogu odreĽivati metali u uzorcima iz okoliġa, 

kao i u kromatografski razdvojenim frakcijama tih uzoraka (Bettmer i sur., 2009.; Garcia i 

sur., 2006; G·mez-Ariza i sur., 2004.; 2005.; Szpunar, 2004.). Kemijske analize metala 

provode se koriġtenjem sofisticiranih metoda visoke osjetljivosti poput atomske apsorpcijske 

spektrometrije (AAS - plamena i grafitna tehnika), atomske emisijske spektrometrije s 

induktivno spregnutom plazmom (ICP-AES), spektrometrije masa s induktivno spregnutom 

plazmom (ICP-MS) te elektrokemijskih metoda (Csuros i Csuros, 2002.; Lobinski i 

Marczenko, 1997.; Michalke and Nischwitz, 2010.; Skoog i sur., 1999). U nekim sluļajevima 

koriste se i dodatne tehnike, poput analize neutronske aktivacije (NAA) ili  djelomiļno 

inducirane rendgenske emisije (PIXE). 

 

 

Slika 11. Shematski prikaz spektrometrije masa uz ionizaciju induktivno spregnutom 

plazmom (ICP-MS; preuzeto iz Bettmer i sur., 2009.) 
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 ICP-MS (Slika 11.) je svestrana tehnika u kojoj se induktivno spregnuta plazma koristi 

kao ionizacijski izvor, a detekcija se vrġi spektrometrijom masa, na temelju odreĽivanja 

omjera mase i naboja (m/z) analiziranih iona (Montaser, 1998.; Thomas, 2013.). Od svoje 

prve pojave tijekom ranih 1980.-ih (Houk i sur., 1980.), ICP-MS tehnika postala je jednim od 

najvaģnijih naļina odreĽivanja viġe od 70% elemenata periodnog sustava (Betmmer i sur., 

2009.) te spada u najbrģe razvijajuĺe tehnike za analizu metala u tragovima (Grochowski i 

sur., 2019.). Iako se njome mogu odrediti isti elementi kao i ostalim spektroskopskim 

tehnikama, ICP-MS ima veliku prednost zbog multielementne i brze analize te niskih granica 

detekcije (Al -Hakkani, 2019.; Garcia i sur., 2006.; He i sur., 2017.). 

2.4.3. Primjena spektrometrije masa (MS) u analizi biomolekula koje veģu 

metale 

 U proġlom nas je desetljeĺu razvoj spektrometrije mase doveo u novo doba analize 

proteina i peptida. Spektrometrija masa radi na principu ioniziranja kemijskih komponenti 

promatranog uzorka stvarajuĺi nabijene molekule ili fragmente molekula te zatim mjeri 

njihove omjere mase i naboja (m/z) (Banerjee i Mazumdar, 2012.; Galiĺ, 2004.; Gross, 2004.). 

Metode spektrometrije masa neprekidno se razvijaju, a u danaġnje se vrijeme upotrebljavaju 

za odreĽivanje masa ļestica, sastava uzoraka ili molekula, kvalitativnog i kvantitativnog 

odreĽivanja sastava smjesa te za razjaġnjavanje kemijskih struktura molekula, primjerice 

peptida (Galiĺ i Cindriĺ, 2008.; Urban, 2016.). Spektrometrija masa omoguĺuje odreĽivanje 

masa peptida i/ili proteina, identifikaciju proteina, odreĽivanje aminokiselinskog slijeda, 

identifikaciju i odreĽivanje poloģaja post translacijskih modifikacija, odreĽivanje mutacija te 

provjeru struktura i ļistoĺe proteina dobivenih genetskim inģenjeringom (Calder·n-Celis i 

sur., 2018.; de Hoffman i Stroobant, 2007.; Graves i Haystead, 2002.; Rathore i sur., 2018.). 

Nadalje, primjenjuje se i u istraģivanju razliļitih interakcija izmeĽu proteina i iona metala, 

malih organskih molekula i razliļitih bioloġkih spojeva (Galiĺ i Cindriĺ, 2008.; Gibson i 

Costello, 2000.). 

 

 

Slika 12. Shematski prikaz spektrometra masa 
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 UreĽaj, spektrometar masa (Slika 12.), sastoji se od ionskog izvora, analizatora masa 

te detektora i sustava za obradu podataka (de Hoffmann i Stroobant, 2007.; Galiĺ i Cindriĺ 

2008.). Nakon unosa uzorka u spektrometar masa dolazi do ionizacije i pretvorbe molekula 

analita u plinsku fazu ġto je osnovni zahtjev za daljnu analizu. Ioni nastali u plinovitoj fazi u 

analizatoru masa se razdvajaju na temelju omjera m/z djelovanjem magnetskog ili elektriļnog 

polja (Galiĺ, 2004.). Detekcija se vrġi pomoĺu elektronskog pojaļala ili scintilacijskog brojaļa 

(Mornar, 2013.; Sertiĺ, 2013.; Watson, 1999.), a rezultati se prikazuju grafiļki u obliku 

spektara masa koji pokazuju relativnu zastupljenost razliļitih ionskih vrsta (Galiĺ, 2004.; 

Nigoviĺ, 2015.). 

 Postoji nekoliko razliļitih metoda ionizacije, a za analizu peptida i proteina najļeġĺe 

se koriste ESI i MALDI tehnike. Analiza proteina spektrometrijom masa obuhvaĺa analizu 

intaktnog proteina ili analizu peptida nastalih enzimskom ili kemijskom razgradnjom proteina 

te se moģe provoditi pristupima odozgo nadolje (engl. top-down) i odozdo nagore (Slika 13.) 

(engl. bottom-up) (Bogdanov i Smith, 2005.; Chait, 2006.; Kelleher, 2004.; Khalsa-Moyers i 

McDonald, 2006.; Monicou i sur., 2009.; Switzar i sur., 2013.).  

Uļestaliji naļin analize proteina je odozdo nagore, a ukljuļuje cijepanje proteina i 

odstranjivanje posttranslacijskih modifikacija enzimskim putem (pomoĺu proteaza ili 

glikozidaza), kemijskim putem (pomoĺu hidrolizirajuĺih reagensa) ili kombinirano 

(Amunugama i sur., 2013.; Galiĺ i sur., 2008.; Gillet i sur., 2016.; Manes i Nita-Lazar i sur., 

2018.). Zbog visokospecifiļne i ponovljive reakcije cijepanja proteina najļeġĺe koriġteni 

proteolitiļki reagens je tripsin. Cijepanjem tripsinom u veĺini sluļajeva nastaju peptidi duljine 

od 5-30 aminokiselina, ġto je optimalna duljina niza za analizu spektrometrijom masa 

(Corthals i sur., 1999.; Gundry i sur., 2001.). Dva osnovna pristupa u identifikaciji proteina su 

identifikacija proteina putem pretrage baze podataka i identifikacija proteina de novo 

sekvenciranjem (Reinders i sur., 2004). Identifikacija proteina postiģe se putem pretrage baze 

podataka i temelji se na usporedbi eksperimentalno dobivenih podataka s teoretski 

izraļunatim vrijednostima dobijenim iz baza podataka proteinskih sekvenci, dok se 

identifikacija proteina sekvenciranjem de novo temelji na eksperimentalnom iġļitavanju 

slijeda aminokiselina na osnovu MS/MS spektra (Galiĺ i Cindriĺ, 2008.; Nesvizhskii, 2007.; 

Taylor i Johnson, 2001. ).  
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2.4.3.1.  Matricom potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim zraļenjem 

(MALDI)  

 MALDI (engl. Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization) je tehnika ionizacije 

molekula koju su utemeljili znanstvenici Karas i Hillenkamp 1988. godine,koji su prvi snimili 

spektar biomolekula molekulskih masa iznad 10 kDa u smjesi uzorka s matricom, dok je 

Koichi Tanaka 2002. godine dobio Nobelovu nagradu za kemiju za prouļavanje velikih 

biomolekula pomoĺu MALDI ionizacijske tehnike (Cho i Normile, 2002.). 

 

 

Slika 13. Shematski dijagram koji prikazuje tijek rada MALDI-TOF-MS-a. Kratkim 

pulsevima lasera (1-20 ns) bombardiraju se kristali matrice i uzorka ġto dovodi do njihove 

desorpcije i ionizacije (preuzeto i prilagoĽeno iz Clark i sur., 2013.). 

 

 MALDI -TOF-MS (Slika 13.) je brza metoda, kojom se u kratko vrijeme moģe 

analizirati veliki broj uzoraka (Kuckova i sur., 2007.), te je u danaġnje vrijeme jedna od 

najpopularnijih tehnika spektrometrije masa koja se koristi za brzu i osjetljivu analizu 

biomolekula (Dave i sur., 2011.; Horvatiĺ i Cindriĺ, 2009.; Swiatly i sur., 2017.; Webster i 

Oxley, 2012.). Ubraja se u blage ionizacijske tehnike koje omoguĺuju ionizaciju molekula 
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vrlo velikih molekulskih masa (do 200 kDa) te ovom tehnikom uglavnom nastaju jednostruko 

nabijeni ioni (Galiĺ i Cindriĺ, 2008.; Horvatiĺ i Cindriĺ, 2009.; Singhal i sur., 2015.). Analit 

se ugraĽuje u kristalnu strukturu molekula matrice i kristalizira s matricom nakon isparavanja 

otapala (Kazaziĺ i sur., 1999.; Chait i Kent, 1992.; Chalmers i Gaskel, 2000.; Pomastowski i 

sur., 2019.). Potom se kristalizirana matrica pod djelovanjem laserske zrake trenutno 

zagrijava (Senko i sur., 1994.) te dolazi do isparavanja i ionizacije molekula matrice i analita, 

pri ļemu nastaju ioni protoniranih molekula, koji su najļeġĺe jednostruko nabijeni, a javlja se 

i slabo izraģena fragmentacija (Galiĺ i Cindriĺ, 2008.). Ioni zatim ulaze u analizator masa, 

gdje se razdvajaju prema omjeru mase i naboja (Cindriĺ i sur., 2009.; Galiĺ i Cindriĺ, 2008.; 

Kazaziĺ i sur., 1999.; Pomastowski i sur., 2019. ). Navedena se tehnika ionizacije zbog svojeg 

pulsnog karaktera najļeġĺe primjenjuje u kombinaciji s analizatorom koji mjeri vrijeme leta 

(eng. Time Of Flight, TOF), odnosno vrijeme potrebno da ioni stignu do analizatora, ġto je 

proporcionalno njihovoj masi (Boesl, 2017.; de Hoffmann i Stroobant, 2007.; Galiĺ i Cindriĺ, 

2008.). 

 Ova je analitiļka metoda pogodna za analizu biomolekula i proteina koji veģu metale 

(Szpunar, 2004.; Szpunar i ĞobiŒski, 2002.). MALDI -TOF-MS se odlikuje iznimnom 

osjetljivoġĺu od femtomola do pikomola, a ļak postoje radovi u kojima se odreĽivanja vrġe na 

nivou atomola (Gevaert i sur., 1997), velikom brzinom analiza (moguĺe je analizirati oko 100 

uzoraka u 10 min) (Duncan i sur., 2008.; Galiĺ i Cindriĺ, 2008.; Kuckova i sur., 2007.).  

2.4.3.2.  Ionizacija elektrorasprġenjem (ESI)  

 ESI (engl. Electrospray Ionization) tehnika takoĽer spada u skupinu blagih 

ionizacijskih tehnika, a postupak se odvija pri atmosferskom tlaku (Slika 14.). Ioni koji 

nastaju mogu biti pozitivnog ili negativnog naboja te ovisno o kemijskoj strukturi analita, 

odnosno broju kemijskih skupina koje se mogu ionizirati, mogu biti jednostruko ili viġestruko 

ionizirani (Cindriĺ i sur., 2009.; Mornar i sur., 2013.). Iako je pojava ionizacije 

elektrorasprġenjem poznata joġ s poļetka 20. stoljeĺa, i prvi opis principa objavljen je 1968. 

(Dole i sur., 1968.), do razvoja ESI doġlo je sredinom 1980.-ih nakon radova ġto su ih objavili 

John Fenn (Fenn i sur., 1989.; Yamashita i Fenn, 1984.) i grupa ruskih istraģivaļa 

(Aleksandrov i sur., 1984.). Za ovaj doprinos znanosti, Fenn je dobio Nobelovu nagradu za 

kemiju 2002. godine. Vaģnost ESI-ja i njegov ogroman doprinos modernoj spektrometriji 

masa proizlazi iz njegovih jedinstvenih karakteristika. To je vrlo blagi naļin ionizacije koji 

uglavnom rezultira nastankom viġestruko nabijenih molekulskih iona peptida/proteina te je 

moguĺe saļuvati i nekovalentno vezane biomolekularne komplekse tijekom prevoĽenja 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fenn%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2675315
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molekula analita u plinsku fazu (Awad i sur., 2015.; Banerjee i Mazumdar, 2012.; Talkington 

i sur., 2005.). 

 

 

Slika 14. Shematski dijagram koji prikazuje tijek rada u ESI-MS-u (preuzeto i prilagoĽeno 

prema Gates, 2014.). Proces elektrorasprġenja prikladno je podijeliti u tri faze: nastajanje 

kapljica, otparavanje kapljica i nastajanje iona u plinskoj fazi (Bruins, 1998.; Cech i sur., 

2001.; Galiĺ, 2004.; Galiĺ i Cindriĺ, 2009.). 

 

Za razliku od MALDI ionizacije, primjenom ESI-ja nastaju i viġestruko nabijeni ioni 

(Galiĺ, 2004.; Ozeki i sur., 2019.). Kod ovog oblika ionizacije plinska faza i analit ulaze u 

ionizator kroz kapilaru koja predstavlja elektrodu prikljuļenu na pozitivni kraj izvora napona 

(Cindriĺ i sur., 2009.). Pod utjecajem elektriļnog polja razdvajaju se pozitivni i negativni 

naboji u otopini, pri ļemu pozitivno nabijeni ioni putuju prema katodi i akumuliraju se na 

povrġini tekuĺine koja se nalazi na kraju kapilare (de Hoffmann i Strobant, 2007.). Pri 

kritiļnoj jakosti elektriļnog polja, na vrġku kapilare se formira tzv. Taylorov stoģac u kojem 

se neprestano proizvode kapljice obogaĺene pozitivno nabijenim ionima (Bruins, 1998.; 
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Galiĺ, 2004.; Ho i sur., 2003.;). Otapalo se zatim otparava pod utjecajem struje duġika, 

temperature i elektriļnog potencijala te se smanjuje veliļina kapljica (Cindriĺ i sur., 2009.). 

Kada se kapljice dovoljno smanje, tako da se svi ioni nalaze na njihovoj povrġini, dolazi do 

njihovog otparavanja ili razbijanja na manje kapljice (Coulombovo dijeljenje), nakon ļega 

analit. Tako formirani molekulski ioni prelaze u visoki vakuum do analizatora masa (Slika 

14.) (Cindriĺ i sur., 2009.; Crotti i sur., 2011.; Ho i sur., 2003. ). 

 Dok je kod MALDI ionizacije neophodan kristalizirani uzorak, ESI ionizira analit u 

otopini ġto ļini ovu tehniku pogodnom za povezivanje s HPLC sustavima (Glish i Vachet, 

2003.). MALDI je pogodna tehnika za analizu relativno jednostavnih smjesa peptida (npr., 

pojedinaļnih proteina), dok se HPLC-ESI-MS sustavi koriste za kompleksne uzorke (Fenn i 

sur., 1989.). Osjetljivost ESI tehnike dodatno je poveĺana smanjenjem brzine protoka 

analizirane otopine (npr. mikrorasprġenjem ili nanorasprġenjem) pa je granica detekcije 

spuġtena do reda veliļine atomola (10
-18

 mol) (Galiĺ, 2004.; Valaskovic i sur., 1995.). 

Dodatna prednost u analizi iona moģe se ostvariti primjenom tandemne spektrometrije masa 

(LC-MS/MS), s ciljem da se poboljġa fragmentacija iona, kako bi se na temelju dobivenih 

spektara masa odredila struktura analiziranog iona (Goudog i sur., 2008.). 

2.4.4. Metalomika u okoliġnim istraģivanjima 

 Od svoga su otkriĺa, ionizacijske metode spektrometrije masa elektrorasprġenje (ESI-

MS) i matricom potpomognuta ionizacija i desorpcija laserskim zraļenjem (MALDI -MS) te 

ICP-MS postale iznimno vaģne tehnike u analizi bioloġkih makromolekula (G·mez-Ariza i 

sur., 2004.; Mounicou i sur., 2009.; Sanz-Medel, 2005.; Szpunar, 2004.). Iako navedene 

tehnike u metalomici pruģaju veliki broj moguĺnosti u istraģivanjima (Montes-Bay·n i sur., 

2003.), ġto je prepoznato u mnogim znanstvenim podruļjima, primjena metalomike u 

okoliġnim istraģivanjima nije joġ dovoljno prisutna te se takva istraģivanja uglavnom provode 

u strogo kontroliranim laboratorijskim uvjetima, najļeġĺe nakon izlaganja samo jednome 

metalu, dok su istraģivanja u stvarnim okoliġnim uvjetima iznimno rijetko zastupljena. 

Primjer takvih laboratorijskih istraģivanja su istraģivanja metabolizma Fe na laboratorijskim 

ġtakorima hranjenim mlijekom bogatim ģeljezom (Alves Peixoto i sur., 2019.; Fern§ndez-

Men®ndez i sur., 2018.) te Cd i As na izlaganom domaĺem miġu (Mus musculus; Garc²a-

Sevillano i sur., 2014.). 

 Sustavni metalomiļki pristup u izuļavanju biomolekula koje veģu metale u raznim 

vodenim organizmima joġ uvijek nije opseģno primijenjivan te stoga predstavlja podruļje 

ġirokih moguĺnosti za ekotoksikoloġka znanstvena istraģivanja. Dosad je otkriveno tek 
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nekoliko metaloproteina u ribama koji se primjenjuju kao biomarkeri, dok njihove 

funkcionalne uloge u fiziologiji riba joġ uvijek nisu u cijelosti poznate (Hauser-Davis i sur., 

2012.). Donedavno se metalomiļka tehnologija na vodenim organizmima uglavnom koristila 

u istraģivanju pojedinaļnih metaloproteina, poput metalotioneina (MT), primjenom razliļitih 

tehnika tekuĺinske kromatografije visoke djelotovornosti (Lobinski i sur., 1998.). Razdvajanje 

biomolekula pomoĺu dvodimenzionalne kromatografije (SEC-AEC-HPLC) primijenjeno je 

tijekom istraģivanja MT iz nekoliko ribljih vrsta, poput jegulje (Anguilla anguilla; Rodr²guez-

Cea i sur., 2003.; Van Campenhout i sur., 2008.), bisernog ciklida (Geophagus brasiliensis; 

Rodr²guez-Cea i sur., 2006.), plosnatica (Limanda limanda i Microstomus kitt; Duquesne i 

Richard, 1994.), limande (L. limanda; Lacorn i sur., 2001.), kao i iz dagnji (Mytilus edulis; 

Geret i Cosson, 2002.). Nadalje, Goenaga Infante i sur. (2006.) analizirali su komplekse 

metala s izoformama MT primjenom AEC-HPLC-a u kombinaciji s ICP-MS-om u babuġki 

(Carassius auratus gibelio), dok su Lavradas i sur. (2016.) primjenom elektroforeze (SDS-

PAGE) i SEC-HPLC-a u kombinaciji s ICP-MS-om proveli istraģivanje toplinski stabilnih 

proteina metalotioneina u ġkoljkaġima (Perna perna). Dvodimenzionalno razdvajanje pomoĺu 

SEC-AEC-HPLC-a nadograĽeno MS analizama primijenjeno je i u identifikaciji kompleksa 

Hg, Cd, Cu i Zn s metalotioneinima u jetrima bjeloboke pliskavice (Lagenorhynchus acutus; 

Pedrero i sur., 2012.) te u istraģivanju indukcije i vezanja Cd, Cu i Zn na MT u jetrima, 

bubregu i ġkrgama ġarana (Cyprinus carpio; Goenaga Infante i sur., 2003.). 

 Nadalje, pojedini istraģivaļi metalomiļki pristup koriste u istraģivanju pojedinaļnih 

metala i biomolekula koje ih veģu. Na primjer, primjenom viġestrukog analitiļkog pristupa 

koji povezuje ionsko-izmjenjivaļku kromatografiju, detektore za elemente (ICP-MS) i 

molekularne detektore (ESI-MS, LC-MS/MS i MALDI-TOF-MS), sa svrhom olakġane 

identifikacije metaloproteina u vrlo niskim koncentracijama (G·mez-Ariza i sur., 2004.), 

omoguĺena je i identifikacija i karakterizacija biomolekula koje veģu Fe u kalifornijskoj 

pastrvi (Oncorhynchus mykiss; Fago i sur., 2002.), dok je karakterizacija selenoproteina u 

pacifiļkoj plavoperajnoj tuni (Thunnus orientalis) provedena dvodimenzionalnim 

kromatografskim razdvajanjem (SEC-AEC-HPLC) u kombinaciji s LC-ESI-MS-om 

(Yamashita i Yamashita, 2010.). 

 Kanadska grupa znanstvenika tek je nedavno zapoļela s istovremenim istraģivanjem 

sudbine veĺeg broja metala u vodenim organizmima, ukljuļujuĺi njihovu raspodjelu unutar 

tkiva i u razliļitim unutarstaniļnim odjeljcima (npr., citosolu, granulama i organelima) 

primjenom diferencijalnog centrifugiranja (Vijever i sur. 2004.; Campbell i sur. 2005.; 

Gigu¯re i sur., 2006.) te njihovu specijaciju u citosolu primjenom razliļitih analitiļkih tehnika 
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koje se primjenuju u metalomici (Caron i sur., 2018.; Urien i sur., 2018.). Primjena 

diferencijalnog centrifugiranja znaļajna je za procjenu raspodjele metala izmeĽu staniļnih 

frakcija osjetljivih na metale i detoksiciranih frakcija metala. Prema Wallace i sur. (2003.), 

staniļne frakcije osjetljive na prisutnost metala ukljuļuju organele (mitohondriji, lizosomi, 

mikrosomi) i toplinski nestabilne proteine (poput enzima), dok detoksicirane frakcije metala  

ukljuļuju granule bogate metalima i toplinski stabilne proteine (poput metalotioneina). Takva 

je unutarstaniļna raspodjela metala specifiļna za pojedini metal, organ i organizam, ali i 

dinamiļna ovisno o uvjetima izloģenosti metalima i nizu drugih okoliġnih ļimbenika (Wang i 

Rainbow, 2006.). Ista je skupina znanstvenika u novije vrijeme proġirila svoja istraģivanja 

uvoĽenjem metalomiļkih metoda, provodeĺi istovremene analize cijelog niza metala u ribama 

s ciljem odreĽivanja njihove raspodjele meĽu citosolskim biomolekulama razliļitih 

molekulskih masa. Citosolske raspodjele za Ag, Cd, Cu, Co, Ni i Tl odredili su u mladim 

ameriļkim ģutim grgeļima (Perca flavescens, Caron i sur., 2018.), a za Cd, Cu, As i Se u 

bijelim sisaļima (Catostomus commersonii, Urien i sur., 2018.), pomoĺu kombinacije SEC-

HPLC-a i ICP-MS-a. 

 Metalomiļke pristupe i strategije potrebno je ļeġĺe sustavno primjenjivati u okoliġnim 

istraģivanjima, sa svrhom otkrivanja mehanizama koji se nalaze u pozadini metaboliļkih 

funkcija, mehanizama detoksikacije i toksiļnih uļinaka metala te naposljetku identificiranja 

novih biomarkera izloģenosti metalima i njihovih uļinaka (G·mez-Ariza i sur., 2004.; 

Hauser-Davis i sur., 2012.; Mounicou i sur., 2009.). 
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