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Prof.dr.sc. Davor Zeljezié¢, diplinZ.biologije, znanstveni svjetnik u trajnom zvanju bavi se

istrazivanjima u podrucju geneticke toksikologije kemijskih spojeva iz zivotnog i radnog
okolisa, te na unaprijedenje postoje¢ih citogenetickih i molekularnih metoda. Podrucja
istrazivanja mu uklju¢uju mehanizme djelovanja genotoksicnih spojeva kao §to su pesticidi,
stomatoloSki kompoziti, korjenski ispuni i stakleni monomeri, djelovanje teSkih metala i
ionizirajuéeg zracenja na stanicnom nivou, kao i genotoksi¢nost razli¢itih agensa u
profesionalno izloZenoj populaciji. Istrazivanja provodi u uvjetima in vitro na razli¢itim

vrstama stanica, te u uvjetima in vivo na krvi i tkivima laboratorijskih Zivotinja.

Prof. Zeljezié bio je voditelj i/ili su-voditelj u izradi doktorata i diplomskih radova; u svojstvu
predavaca sudjeluje u nastavi na Odjelu za biotehnologiju SveuciliSta u Rijeci 1 na

Stomatoloskom fakultetu Sveucilita u Zagrebu.

Od 2011-2014.godine sudjelovao je u svojstvu savjetnika na medunarodnom znanstvenom
projektu “Cell cycle aberrations and effect of oxidative stress on neurodegenerative processes
and malignant transformation” Sveucilista u Beogradu, Srbija. Od 2014 -2018. godine bio je
voditel] HRZZ projekta OPENTOX (Broj: 8366). Od 2014.godine suradnik je na HRZZ
projektu “Adverse effects of single and combined mycotoxins produced by Aspergilli”
voditeljice Prof. dr.sc. Maje Segvi¢ Klari¢, Farmacenutsko-biokemijski fakultet Sveu¢ilista u

Zagrebu.

Clan je stru¢ne radne grupe za metode testiranja toksi¢nosti Odbora zemalja ¢lanica europske
agencije za kemikalije (ECHA) i Stru¢ne radne skpine za enzime u hrani Europske agencije za
sigurnost hrane (EFSA).

Clan je Uredni¢kog odbora ¢asopisa BioMed Research International i dopredsjednik Hrvatskog
toksikolskog drustva. Do sada je kao autor i/ili ko-autor objavio 208 znanstvenih radova,
od toga 121 citiran u CC.

Dr.sc. Vilena KasSuba., dipl.inZ.biologije, znanstvena savjetnica u trajnom zvanju aktivno

se bavi znanstveno istrazivackim i stru¢nim radom u podrucju geneticke toksikologije na
projektima MZOS RH, a u razdoblju od 2002-2005. i od 2007-2013.godine bila je voditeljica
projekata (“Genotoksi¢nost prirodnih 1 antropogenih agensa” i1 “Genotoksi¢nost kemijskih 1
fizikalnih agensa prirodnog i antropogenog podrijetla”). Od 2014-2018.godine bila je suradnica
na HRZZ projektu OPENTOX (Broj:8366), voditelja Prof.dr.sc. Davora ZeljeZiéa.
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Istrazivacki rad dr. Kasuba ukljucuje istrazivanje mehanizama djelovanja i u¢inaka na genom
razli¢itih genotoksi¢nih spojeva, anestetika, citostatika, teSkih metala (kadmij, olovo, ziva),
pesticida, stomatoloskih kompozita i korjenskih ispuna, i ioniziraju¢eg zraenja na stanicnom
nivou, kao 1 ucinaka dugotrajne izlozenosti genotoksicnim agensima kod profesionalno

izlozene populacije,

Do sada je kao autor i/ili ko-autor objavila 104 znanstvena rada, od toga je 57 rad citiran
u CC.



Ovaj doktorski rad ne bi bio izraden bez pomoc¢i mnogih dragih ljudi

Hvala od srca...

Davoru, na sistematicnom pristupu provjeri svakog detalja znanstvenog rada, na pomoci u
izradi rada, ali i na iskazanom povjerenju u mene i uvijek dobrodoslom bodrenju i

ohrabrivanju u radu

Vileni, na beskrajnoj i nesebicnoj pomoci, provjeri, podrsci, susretljivosti i dobroj volji u

svakom trenutku :)
Nevenki, na nesebicnoj pomoci u uredivanju teksta
Anji i mojem imenjaku, na pomoci sa pokusima in vivo i dobroj volji

ostalim zaposlenicima Jedinice za mutagenezu i Instituta za medicinska istraZivanja i

medicinu rada

mojoj obitelji na bezuvjetnoj podrsci, pogotovo Dariji

mojoj prijateljici Maji na moralnoj podrsci i uvijek dobroj volji 3)

te ostalim prijateljima i prijateljicama na vjecnoj prisutnosti uz mene i pitanjima o konacnoj

obrani koja su definitivno ubrzala proces nastanka ove disertacije :D
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uvjetima in vitro djelovali izraZenije aneugenim mehanizmom. Tembotrion je pokazao
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1. UVOD
1.1. Definicija pesticida

Pesticidi su spojevi ili mjeSavine spojeva koji se koriste za suzbijanje ili odvracanje
Stetnika od biljaka i zivotinja koje se uzgajaju u prehrambene svrhe tijekom proizvodnje,
prerade, prijevoza i skladiStenja istih, u prehrambene svrhe te suzbijanje Stetnika u kuc¢anstvu i
na domacim Zivotinjama (Anwar, 1997; WHO, 2020). Na razini Europske unije (EU) postoji
podjela s obzirom na mjesto primjene na sredstva za zaStitu bilja (engl. plant protection
products - PPP), te na biocidne proizvode (engl. biocidal products - BP). Proizvodi za zastitu
bilja se koriste u poljoprivredi i vrtlarstvu, dok se biocidi koriste u javnhom zdravstvu za
dezinfekciju, dezinsekciju i deratizaciju. Obje skupine sadrzavaju i spojeve drugacijeg
djelovanja poput biljnih hormona, te sredstava za zastitu povrsine, drva, vlakana, koze, gume,
polimeriziranih materijala, gradevinskih materijala i druge (EU, 2012). Pesticidi kao konacni
proizvodi koji se nalaze na trziStu i primjenjuju u poljoprivredi i kucanstvu sastoje se od dviju
glavnih komponenata; djelatne i inertne. Djelatnu komponentu ¢ine jedna ili viSe kemijskih
tvari odgovornih za toksi¢ni u¢inak po neZeljene organizme, dok inertnu komponentu ¢ine tvari
koje pospjesuju stabilnost i djelovanje aktivne komponente prvenstveno ¢ineci je topivom u
vodi, olakSavajuci njezin ulazak u organizam, prijenos na mjesto djelovanja u organizmu pa 1

pojacavajuéi sinergisticki njezin toksi¢ni uc¢inak (Cox i Surgan, 2006).
1.2 Potrosnja pesticida

Prema podacima FAOStata na globalnoj razini je 2017. utroSeno oko 4 milijuna tona
djelatnih tvari pesticidnog djelovanja, od ¢ega najvise u Kini, SAD-u i Brazilu. Na razini EU
najvise pesticida utro$eno je u Francuskoj, Spanjolskoj i Italiji. U Hrvatskoj je 2017. godine
utroseno oko 1500 tona pesticida, od ¢ega najvise Cine fungicidi i baktericidi (oko 46%), potom
herbicidi (oko 43%), insekticidi (oko 7%), dok ostatak ¢ine regulatori rasta biljaka i rodenticidi.
Na trzistu EU se nalazi oko 500 razli¢itih odobrenih djelatnih tvari (EK, 2020).

1.3. Podjela pesticida

Najjednostavnija podjela pesticida je s obzirom na ciljane Stetne organizme. Tako se
razlikuju insekticidi koji djeluju protiv Stetnih kukaca, miticidi 1 akaricidi protiv paucnjaka 1
usi, baktericidi protiv bakterija, virucidi protiv virusa, fungicidi protiv gljivica, herbicidi protiv
korova, nematicidi protiv obli¢a, moluscidi protiv mekusaca, piskicidi protiv riba, avicidi protiv

ptica, te rodenticidi protiv glodavaca (Sharma i sur., 2019).



Pesticide je takoder moguce podijeliti i po kemijskoj strukturi na elementarne tvari,
anorganske spojeve, organoklorine, organofosfate, karbamate, triazole, triazine, piretroide,
formamidine, neonikotinoide, derivate ureje i sulfonilureje, fenoksi spojeve, aromatske

kiseline, aniline ili anilide, piridine, kvaterne spojeve, triketone i druge (Gongalves i sur., 2020).

Nadalje je pesticide moguée podijeliti i prema mehanizmu djelovanja. Tako insekticidi
mogu djelovati kao inhibitori acetilkolinesteraze, agonisti i antagonisti nikotinskih receptora,
agonisti i antagonisti receptora y-aminomasla¢ne kiseline (GABA), regulatori natrijevih kanala,
antagonisti oktopaminskih receptora, inhibitori respiracije, inhibitori rasta i zelu¢ani otrovi
(Sanchez-Bayo, 2012). Herbicidi mogu djelovati kao inhibitori biosinteze masnih kiselina,
aminokiselina, karotenoida, klorofila, celuloze, mitoze, fotosistema I ili Il te kao mimetici
auksina (Duke, 1990), dok fungicidi mogu djelovati kao inhibitori biosinteze membrana,
masnih kiselina i aminokiselina, nukleinskih kiselina, respiracije, prijenosa signala i inhibitori

mitoze (Yang i sur., 2011).

1.4. Povijest primjene pesticida

S prelaskom covjecanstva s nomadskog na sjedilacki nain Zivota pojavom
poljoprivrede pojavila se i potreba kontrole Stetnika radi o¢uvanja prinosa i prevencije gladi.
Kroz vec¢inu vremena postojanja ljudske civilizacije metode kontrole Stetnika oslanjale su se na
lako dostupne prirodne tvari mineralnog, biljnog ili Zivotinjskog podrijetla. Tako su drevni
Sumerani koristili sumpor za suzbijanje kukaca, a u drevnoj Kini su koriSteni Ziva i arsen protiv
usi. Za odbijanje plijesni 1 kukaca od kultivara koristen je 1 dim spaljene slame, riba, rakova ili
balege. Natrijev klorid i morska voda su koristeni za suzbijanje korova, iako su korovi
uglavnom kontrolirani ru¢nim pljevenjem. Podanak kukurijeka (Helleborus niger) u antickoj
Grckoj 1 Rimu je koriSten kao rodenticid, ali 1 emetik, abortiv te u terapiji mentalnih poremecaja
(Johnson, 1999). Tijekom srednjeg vijeka krizari su u Europu donijeli ekstrakt osuSenih
cvjetnih glavica buhaca (Pyrethrum Cinerariaefolium) koji se u Perziji od davnina koristio za
zastitu uskladistenog zita (Unsworth, 2010). Nikotin kao glavni sastojak ekstrakta duhana od
1690. godine se koristio kao insekticid (Tomizawa i Casida, 2005). Nakon Drugog svjetskog
rata pocinju se koristiti sintetski pesticidi ¢ije strukture su proizvod laboratorijskih istrazivanja
I sintetske organske kemije. Diklorodifeniltrikloroetan (DDT), izvorno nastao kao nusprodukt
u proizvodnji azo boja se od 1940ih godina koristio kao insekticid. Zahvaljuju¢i zna¢ajnom

doprinosu u suzbijanju Sirenja malarije upotrebom DDT-a, Paul Muller, koji je otkrio njegovo



insekticidno djelovanje nagraden je Nobelovom nagradom 1948 (Jarman i Ballschmiter, 2012).
Ubrzo nakon otkric¢a i primjene DDT-a, zapocelo je koriStenje i drugih organoklornih pesticida
poput aldrina, dieldrina, endrina, toksafena, klordana, lindana, mireksa 1 klordekona. Takoder
na trziSte u upotrebu ulaze i organofosforni (npr. paration, malation, fention, dimetoat,
Klorpirifos) i karbamatni insekticidi (karbaril, karbofuran, aldikarb) koji djeluju kao inhibitori
kolinesteraza. Prvi herbicidi selektivnog djelovanja na Sirokolisne korove bili su derivati
fenoksi kiselina koji djeluju kao mimetici auksina, poput 2,4-dikloro- i 2,4,5-
triklorofenoksioctene kiseline (2,4-D odnosno 2,4,5-T). Ubrzo je uslijedio razvitak i pojava na
trziStu triazinskih (atrazin, simazin, terbutilazin, terbutrin, prometon) i bipiridinskih herbicida
(parakvat i dikvat). Usporedno na trziSte ulaze ditiokarbamatni (tiram, maneb, zineb), ftalimidni
(kaptan, folpet, kaptofol), ftalonitrilni (klorotalonil) i benzimidazolni fungicidi (tiabendazol)
(Morton i Staub, 2008). Zahvaljujuéi svojoj niskoj cijeni, povec¢anoj u¢inkovitosti i djelovanju
protiv Sirokog spektra Stetnika dolazi do dotada nevidenog povecéanja potrosnje pesticida; npr.
u SAD-u je izmedu 1945. 1 1955. godisnja proizvodnja sintetskih pesticida porasla s priblizno
15 tisu¢a tona na priblizno 230 tisuca tona (Ridgway i sur., 1978), dok je do 2012. taj broj
porastao do priblizno 3 milijuna tona (USEPA, 2017). Od 1970-ih godina, djelom zbog zabrana
primjene organoklornih insekticida na globalnoj razini, dolazi do razvoja pesticida selektivnijeg
djelovanja i smanjene ucestalosti primjene. Tako su razvijeni piretroidni (aletrin, resmetrin,
permetrin, cipermetrin, ciflutrin) i neonikotinoidni insekticidi (imidakloprid, tiametoksam,
acetamiprid). Medu herbicidima u upotrebu ulaze glifosat, glufosinat, dinitroanilini
(pendimetalin) sulfonilureje i imidazolinoni, a kod fungicida vode¢u ulogu preuzimaju
inhibitori sinteze biosterola (propikonazol, fenarimol, fenpropimorf, triflumizol) uz druge
fungicide (metalaksil, karbendazim, cimoksanil) (Morton i Staub, 2008). U najnovije vrijeme
pristupa se koriStenju pesticida na kultivarima koji su genetski modificirani da pokazuju
rezistenciju na pesticid, te razvoju novih aktivnih tvari temeljenima na prirodno prisutnim

spojevima poput tirketonskih herbicida (sulkotrion, mesotrion, tembotrion).



1.5. Stetni uinci pesticida po okolis

Iako je vec¢ tijekom sredine 20. stolje¢a bio poznat odredeni rizik Stetnih ucinaka na
zdravlje pri rukovanju insekticidima, uslijed gospodarskog uspjeha i izobilja hrane $ira javnost
nije razmisljala o pesticidima kao o Stetnim tvarima. Medutim, ubrzo se pojavljuju dokazi da
pesticidi mogu imati dalekoseznije nepovoljne ucinke na okolis i ne-ciljane vrste ukljucujudi i
¢ovjeka. Americka biologinja Rachel Carson izdala je 1962. godine knjigu Silent Spring u kojoj
upozorava na brojne Stetne ucinke organoklornih, ali 1 organofosfornih insekticida kao
posljedica njihovog pretjeranog koriStenja. Navedeni Stetni ucinci su ukljucivali postojanost u
okolisu, pokretljivost daleko od mjesta primjene, toksi¢nost na ne-ciljanim zivotinjskim
vrstama poput najupecatljivije smanjenja populacija ptica uslijed feminizacije muzjaka, ali i na
covjeku. Kao rezultat osvjeS¢ivanja i senzibilizacije javnosti na Stetne ucinke pesticida
pocetkom 1970ih godina zabranjena je upotreba DDT-a, a kasnije i ostalih organoklornih
insekticida, $to je doprinijelo razvoju kasnijih pesticida. Organoklorni insekticidi vrlo se sporo
razgraduju i mogu ostati prisutni u tlu i sedimentu (Burns i sur., 1975) desecima i vise godina
nakon primjene zbog ¢ega se smatraju postojanim organskim oneciS¢ivalima. Studijama je
potvrdeno da DDT, lindan i njemu srodni izomeri heksaklorocikloheksana (HCH) mogu biti
noseni vjetrom, vodom daleko od mjesta primjene (Zhulidov i sur., 2000) i kiSom (Pearce i sur.,
1978), ¢ak i do arkti¢kih podrucja (Jin i sur., 2017). Za DDT (Portmann, 1975), metil paration
(De La Vega Salazar i sur., 1997), lindan, HCH i heptaklor (Lu i Wang, 2002) dokazano je
svojstvo bioakumulacije, odnosno nakupljanja u organizmu iz okoliSa. Metaboliti pojedinih
pesticida pokazuju vecu postojanost u odnosu na izvorni spoj, poput karbofurana nastalog
biotransformacijom karbosulfana u zebrici (Danio rerio) (Cui i sur., 2019). Takoder, pojedini
pesticidi, poput a- i B-endosulfana pokazuju svojstvo biomagnifikacije nakupljajuéi se kroz
hranidbeni lanac u svakoj sljedecoj karici u vecoj koncentraciji (Morris i sur., 2016) te u
posljednjoj od karika prehrambenog lanca, a to je ¢esto Covjek, mogu izazvati i akutni toksic¢ni
uc¢inak (Chakraborty i Das, 2016). Zbog izrazite lipofilnosti organoklorni insekticidi zavrsavaju
u masnom tkivu visih kraljeznjaka (Mrema i sur., 2013). Toksi¢no djelovanje pesticida
zabiljezeno je na raznim zivotinjskim vrstama. Bifentrin, ciflutrin, permetrin 1 klorpirifos
smanjuju prezivljenje i ometaju rast i pokretljivost beskraljeznjaka (Hasenbein i sur., 2015).
Insekticid lufenuron, derivat ureje, djeluje Stetno po ribe (Soares i sur., 2016). Organoklorni
insekticidi su poznati i po stanjenju ljuske jajeta ptica grabljivica ¢ime ugrozavaju njihov
opstanak kao vrste (Hickey i Anderson, 1968). Pesticidi, poput 2,4-D, deltametrina, acefata i

atrazina mogu djelovati kao hormonski otrovi, ometaju¢i sintezu, izluc¢ivanje i djelovanje



hormona (Mnif i sur., 2011). Naposljetku, mnogi pesticidi pokazuju sposobnost prijenosa preko
posteljice 1 maj¢inog mlijeka, negativno djelujuéi na razvoj i razvitak ploda, tako iskazujuci
svojstvo reproduktivne toksi¢nosti i teratogenosti (Mamane i sur., 2015; von Ehrenstein i sur.,
2019).

1.6. Odrziva poljoprivreda i biopesticidi

Unato¢ Stetnim ucincima, znacajna gospodarska vaznost pesticida na globalnoj razini je
glavni razlog zbog kojeg ih ne mozemo u potpunosti izuzeti iz upotrebe. Ta gospodarska
vaznost ofituje se u dva segmenta. Prvi je socioekonomski koji proizlazi iz proizvodnje i
prodaje pesticida kao gospodarske grane koja osigurava veliki broj radnih mjesta i stvara
ekonomsku dobit. Drugi se ocituje u mogucénosti proizvodnje veceg prinosa biljnih i
zivotinjskih proizvoda koji se koriste u prehrani, a kroz $to se ponovno osigurava otvaranje
novih radnih mjesta i prihod od prodaje sirovih ili obradenih proizvoda. Kako bi se sprijecilo
da toksicne aktivne tvari budu koriStene u proizvodnji, preradi i skladiStenju poljoprivrednih
proizvoda stavljanje aktivnih tvari na trziste je na razini EU regulirano uredbom 528/2012 za
biocidne tvari te uredbom 2009/128/EC za tvari za zastitu bilja. Ujedno, Europski parlament
(EP) je usvojio tematsku strategiju o odrzivoj upotrebi pesticida (EP 2009), ¢iji je cilj
maksimalno smanjenje Stetnih ucinaka pesticida na ljudsko zdravlje i okoli§ uz istovremenu
upotrebu $to je nize moguce koli¢ina pesticida nuznih za potrebnu zastitu kultivara. Jedna od
mjera kojima se to zeli posti¢i je poticanje na zamjenu starijih aktivnih pesticidnih tvari

sigurnijim tvarima manje Stetnima za ljudsko zdravlje 1 okolis.

Biopesticidi su aktivne pesticidne tvari koje su sekundarni metaboliti
mikroorganizmima i/ili odvedenijih biljaka, a koje biljke sintetiziraju kako bi se Stitile od
Stetnika te za sebe osigurale prednost u crpljenju nutrijenata iz tla te dopiranje sunceve svjetlosti
pa cak i koCenjem rasta okolnih biljaka iz drugih porodica (Chandler i sur., 2011). Primjer su
insekticidni piretrini iz ekstrakta buhaca (Chrysanthemum cinerariaefolium) te leptospermon iz
ekstrakta ¢etkovca (Callistemon citrinus). Medutim, nedostatak veéine prirodno prisutnih tvari
su preuzak spektar djelovanja na Stetnike i nestabilnost pod utjecajem sunceve svjetlosti. Zbog
toga se pristupa razvoju polusintetskih tvari poboljSane stabilnosti i Sireg spektra djelovanja.
Primjeri takvih tvari su piretroidi, neonikotinoidi te triketonski herbicidi. Medutim, u zemljama
slabijeg standarda, toksi¢ni ucinci uslijed izlaganja starijim vrstama pesticida poput

organofosfornih predstavljaju znacajan rizik za zdravlje ljudi (Jaga i Dharmani, 2006).



Odrziva i1 konzervacijska poljoprivreda su skupovi smjernica u poljoprivredi ¢iji je cilj
odrzavanje prirodnih procesa zasluznih za dugoro¢no dovoljan prinos hrane i njegovu
ekonomsku isplativost. Jedna od tih smjernica je odrzavanje bioraznolikosti populacija
poljoprivredno korisnih kukaca i bilja. Sukladno tome nije dozvoljena upotreba starijih vrsta
pesticida Sirokog spektra djelovanja i toksi¢nih u¢inaka na okolis i zdravlje ljudi (SAN, 2011).
Biopesticidi se zbog svojeg prirodnog podrijetla smatraju manje Stetnima za okolis i neciljane
vrste ukljucujuci i ¢ovjeka (Sullivan, 2015). Stoga je za kontrolu Stetnika u sklopu odrzive i
konzervacijske poljoprivrede dozvoljena upotreba novijih vrsta pesticida poput biopesticida ili
zelenih pesticida koji mogu biti sintetske odvedenice biopesticida, i to u to¢no odredenim

niskim koli¢inama radi prevencije razvijanja rezistencije Stetnika.

U okviru izrade doktorske disertacije odlucili smo istraZiti 1 usporediti genotoksi¢ni
ucinak po tri insekticida i herbicida, od onih starije generacije koji se koriste dugi niz godina
(klorpirifos kao insekticid i terbutilazin kao herbicid) do onih novijih koji su sami biocidi poput
herbicida tembotriona ili odvedenica biocida poput insekticida a-cipermetrina. O djelatnim

tvarima koje su tema ove disertacije viSe ¢e biti govora u nastavku.



1.7. Svojstva ispitivanih pesticida
1.7.1. Klorpirifos

Dietoksi-sulfaniliden(3,5,6-trikloropiridin-2-il)-oksi-A5-fosfan (klorpirifos) (Slika 1)
pripada skupini organofosfornih insekticida. Uveden je na trziste 1965. godine (Eaton i sur.,
2008), a na razini EU je zabranjen od 2015. godine, sa o¢ekivanim povla¢enjem iz upotrebe po
pojedinim zemljama ¢lanicama do 2020. Zbog svoje lipofilnosti se u okolisu pretezno adsorbira
na Cestice tla i sedimenta i ne smatra se vodenim onecis¢ivalom. Zbog umjerene hlapljivosti
nakon primjene odlazi u atmosferu kojom moZze putovati umjereno daleko od mjesta primjene
(60-120 km). Podlijeze reakcijama fotolize, hidrolize i reakcijama sa slobodnim radikalima
prisutnima u atmosferi, zbog ¢ijih kratkih poluvremena se ne smatra postojanim onecis¢ivalom
(Solomon i sur., 2014). Apsorbira se brzo i potpuno iz probavnog trakta sisavaca (Abdel-Gawad
i Tata, 2011). Metabolicka razgradnja dogada se brzo nakon apsorpcije i ukljucuje oksidaciju u
Klorpirifos-okson, hidrolizu na 3,5,6-trikloro-2-piridinol  (TCP) i dietilfosfat, te
nepromijenjenjenog dijela klorpirifosa na TCP 1 dietilditiofosfat. U Stakorima je poluvrijeme
eliminacije iz organizma izvornog spoja i metabolita izmedu 8 i 17 h. IzluCuje se pretezno
urinom u obliku metabolita i manjim dijelom fecesom. Dermalna bioraspolozivost u ljudi je
izrazito manja od oralne, sa sporijom eliminacijom urinom S§to ukazuje na zadrzavanje u kozi
ili je odraz manje bioraspolozivosti (Meuling i sur., 2005). Mehanizam djelovanja u $tetnicima,
ali i ne-ciljanim organizmima ocituje se u inhibiciji enzima acetilkolinesteraze. Taj enzim je
nuzan za razgradnju neurotransmitora acetilkolina. Njegovom inhibicijom dolazi do
nakupljanja acetilkolina u zZiv€anim sinapsama 1 trajnog podraZivanja neurona. Kao posljedica
istog razvija se kolinergi¢ni sindrom karakteriziran pove¢anom salivacijom, lakrimacijom,
bronhokonstrikcijom, paralizom i smréu. Receptori za acetilkolin, osim na neuronima postoje |
na mnogim drugim stanicama poput limfocita (Fujii i sur., 2017; Wessler i Kirkpatrick, 2009).
Limfociti nakon stimulacije antigenima sintetiziraju i otpustaju acetilkolin koji se potom veze
na receptore na drugim limfocitima gdje sudjeluje u imunom odgovoru (Kawashima i Fujii,
2003). Vezanje acetilkolina uzrokuje povecanje intracelularne koncentracije kalcija i promjene
u genskoj ekspresiji (Kawashima i Fujii, 2003). Smatra se da receptori za acetilkolin sudjeluju
u diferencijaciji i citotoksi¢nosti efektorskih limfocita (Fujii 1 sur., 2017). Inervacija limfnih
¢vorova, timusa i slezene omogucuje komunikaciju izmedu ziv€anog i imunoloskog sustava i
posljedi¢nu prilagodbu imunoloskog sustava na podrazaje vanjskog okolisa (Kerage i sur.,
2019). Klorpirifos uzrokuje poremecaj u kognitivnom razvoju izrazeno kao smanjenje

kvocijenta inteligencije djece izlozene prenatalno (Rauh i sur., 2011). Istrazivanja u uvjetima
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In vivo na muzjacima S$takora upucuju na reproduktivnu toksi¢nost poput smanjenja razine
testosterona u serumu i broja spermija (Li i sur., 2019), te smanjenja razine testosterona,
luteiniziraju¢eg hormona (LH) i1 folikularno stimuliraju¢eg hormona (FSH) u serumu sa
smanjenom pokretljivosti i brojem spermija (Peiris i Dhanushka, 2017). Profesionalna
izlozenost klorpirifosu povezuje se sa smetnjom disanja (Hoppin i sur., 2006). Kod stakora
akutna oralna smrtna doza pri kojoj umire 50% Zivotinja (LDsp, engl. lethal dose) iznosi izmedu
96 i 475 mg/kg tj.m., dok razina pri kojoj ne dolazi do Stetnih uéinaka (NOAEL, engl. no
observed adverse effect level) iznosi 0,1 mg/kg tj.m./dan (FAO i sur., 1999). Prihvatljivi dnevni
unos (ADI, engl. acceptable daily intake) iznosi 0,01 mg/kg tj.m./dan, prihvatljiva razina
izlozenost radnika (AOEL, engl. acceptable operator exposure level) 0,01572 mg/kg tj.m./dan,
a procijenjena razina izlozenosti stanovnistva (REL, engl. residential exposure level) 0,374
ng/kg tj.m./dan (USEPA, 2011).
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Slika 1. Kemijska struktura dietoksi-sulfaniliden(3,5,6-trikloropiridin-2-il)-oksi-A5-fosfana (CoH11CIsNO3PS).



1.7.2. Imidakloprid

N-[1-[(6-kloropiridin-3-il)metil]Jimidazolidin-2-iliden]nitramid (imidakloprid) (Slika 2)
pripada skupini neonikotinoidnih insekticida. U prometu se nalazi od 1992. godine (Mikoli¢ i
Br¢i¢-Karaconji, 2018). Poput ostalih neonikotinoida imidakloprid je sintetska izvedenica
nikotina prirodno prisutnog u duhanu. Na razini EU mu je odobrena primjena iskljucivo u
trajnim staklenicima. Na povrSini tla i u dubljim slojevima je umjereno postojan s
poluvremenom fotolize i hidrolize oko mjesec dana i dulje pogotovo u uvjetima niske sunceve
svjetlosti. Iako posjeduje potencijal pokretljivosti iz tla u vode, podlijeze brzoj fotolizi i
hidrolizi te nije postojan u vodenim odjeljcima. Slabo je hlapljiv i nije pokretljiv zrakom
(Bacey, 2002). U stetnicima djeluje kao agonist nikotinskih receptora. Nikotinski receptori za
acetilkolin su glavni ekscitatorni receptori u zivéanom sustavu kukaca. Nalaze se na
postsinaptickim membranama neurona u mozgu, ganglijima, lednoj mozdini i
neuromuskularnoj spojnici (Sanchez-Bayo, 2012). Vezanjem acetilkolina otvara se ionski kanal
za ulazak iona natrija i izlazak iona kalija ¢ime se prenose ziv¢ani impulsi (Casida, 2018).
Vezanje imidakloprida sprije¢ava zatvaranje ionskog kanala, onemogucéavajuéi depolarizaciju
membrane (Costa i sur., 2008). Nemogucnost provodenja akcijskih potencijala uslijed paralize
receptora dovodi do hiperaktivnosti izlozenog kukca i posljedicne smrti. U Stakorima je
apsorpcija iz probavnog trakta brza i potpuna, nakon ¢ega se rasporeduje po svim tkivima osim
masnog tkiva i mineralnog dijela kosti. Izlucuje se iz organizma u potpunosti unutar 48 h nakon
apsorpcije (FAO i sur.,, 2001). Glavni metaboliti su 6-kloronikotinska kiselina, 6-
hidroksinikotinska kiselina te 4- i 5-hidroksiimidakloprid i imidakloprid-olefin. Eliminacija u
sisavaca se odvija pretezno urinom u obliku metabolita te manjim dijelom fecesom (FAO i sur.,
2001). Upotreba neonikotinoidnih insekticida pa tako i imidakloprida kao glavnog predstavnika
je porasla nakon razvijanja otpornosti Stetnika na organofosforne insekticide. U posljednje
vrijeme se smatraju jednim od glavnih ¢imbenika pomora populacija péela (Alaux i sur., 2010;
Blacquiére i sur., 2012). U mozgu Stakora uzrokuje oksidativna oStecenja u neuronima uz
smanjenje razine neurotransmitera dopamina, serotonina i gamaaminomaslacne kiseline
(GABA) (Abd-Elhakim i sur., 2018). Djeluje imunotoksi¢no smanjujujuci reaktivnost T-
limfocita na fitohemaglutinin i ometajuéi stani¢no posredovanu imunost u BALB/c miSevima
(Badgujar i sur., 2013), te imunosupresivno na humoralno i stani¢no posredovane reakcije i
fagocitnu aktivnost u mladuncima $takora (Gawade i sur., 2013). Reproduktivna toksi¢nost
imidakloprida se ocituje u smanjenju pokretljivosti 1 koncentracije spermija u epididimisu

zajedno sa smanjenjem razine testosterona u serumu Stakora (Bal i sur., 2012) te smanjenju



plodnosti stakorica (Burke i sur., 2018). Akutna doza LDso u Stakorima oralnim putem iznosi
izmedu 380 1 650 mg/kg tj.m., dok NOAEL iznosi 14 mg/kg tj.m./dan (FAOQ i sur., 2001). ADI
iznosi 0,06 mg/kg tj.m./dan, AOEL 0,08 mg/kg tj.m./dan, a REL 205 pg/kg tj.m./dan (EK,
2008).
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Slika 2. Kemijska struktura N-[1-[(6-kloropiridin-3-il)metilJimidazolidin-2-iliden]nitramida (CoH10CINs0O>).
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1.7.3. a-cipermetrin

0l-cijano-3-fenoksibenzil-3-(2,2-diklorovinil)-2,2-dimetilciklopropankarboksilna

kiselina je kiralni piretroidni spoj sa osam mogucih enantiomera, od kojih dva koji posjeduju
najizrazeniji insekticidni ucinak: ((S)-a-cijano-3 fenoksibenzil-(1R)-cis-3-(2,2-diklorovinil)-
2,2-dimetilciklopropankarboksilna kiselina, te (R)-a-cijano-3 fenoksibenzil-(1S)-cis-3-(2,2-
diklorovinil)-2,2-dimetilciklopropankarboksilna kiselina) tvore racemi¢nu smjesu skrac¢enog
naziva o-cipermetrin (Slika 3). Na trzistu se nalazi od 1983. godine (WHO, 1992). U okolisu
podlijeze procesima hidrolize koji se odvijaju brzo u prisutnosti mikroba. Nije postojan ni u tlu
ni vodi. Zbog slabe hlapljivosti nije pokretljiv zrakom (EK, 2004). U S$tetnicima se veze na
natrijeve kanale regulirane naponom na membranama neurona. Njegovo vezanje dovodi do
usporavanja otvaranja i zatvaranja kanala za prolaz iona natrija. Kao posljedica membrana
neurona postaje trajno depolarizirana $to dovodi do paralize (Costa i sur., 2008). Apsorbira se
polagano iz probavnog trakta i Siroko raspodjeljuje po tkivima, najvise u masnom tkivu i kozi
gdje pokazuje potencijal nakupljanja. Glavnina apsorbiranog spoja se izluCuje iz organizma
unutar 24 h, dok se preostali dio sporije izlu¢uje iz masnog tkiva, s poluvremenom eliminacije
u Stakora izmedu 17 i 26 dana (IPCS, 1992). Izlu¢uje se podjednako urinom u obliku metabolita
1 fecesom pretezno kao nepromijenjen spoj. Metabolizam ukljucuje hidrolizu esterske veze i
daljnju  hidroksilaciju i konjugaciju pri ¢emu nastaju  3-(2,2-diklorovinil)-2,2-
dimetilciklopropankarboksilna kiselina, 3-(4-hidroksifenoksi)benzojeva kiselina i 3-
fenoksibenzojeva kiselina (IPCS, 1992). Toksi¢ni uéinci u sisavcima ispoljavaju se na
zivéanom I imunolo§kom sustavu. IzloZenost radnika u staklenicima o-cipermetrinu povezana
je sa smanjenjem razine proupalnih citokina interleukina IL-2, IL-8, IL-12p70 te gama-
interferona (INF-y) vaznih za obranu organizma od infekcije i malignih oboljenja (Costa i sur.,
2013). Radnici na plantazama duhana izlozeni formulaciji a-cipermetrina kao glavnog sastojka
pokazuju smanjenu brzinu provodenja senzornog zivca u podlaktici (Kimura i sur., 2005).
Ujedno, pretpostavlja se da bi mogao djelovati kao hormonski otrov jer je pokazano da smanjuje
odgovor izloZenih riba na feromone (Moore i Waring, 2001). Akutni LDsp u $takora oralnim
putem iznosi 57 mg/kg tj.m., NOAEL u misSevima iznosi 3,0 mg/kg tj.m./dan, ADI iznosi 0,015
mg/kg tj.m./dan, AOEL 0,1572 mg/kg tj.m./dan, te REL 2,186 pg/kg tj.m./dan (EK, 2004).
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Slika 3. Kemijska struktura

dimetilciklopropankarboksilne kiseline (gore) i
dimetilciklopropankarboksilna kiseline (dolje) (C22H19CI-NO3)
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1..7.4. Glifosat

2-fosfonometilaminooctena kiselina (glifosat) (Slika 4) pripada skupini organofosfornih
herbicida. Od 1974. je uveden na trziSte kao herbicid. Nakon uvodenja genetski modificiranih
kultivara otpornih na njegov neselektivni herbicidni uc¢inak sredinom 1990-ih godina postaje
najkoristeniji herbicid na globalnoj razini. U okoliSu se ¢vrsto adsorbira na cestice tla i
sedimenta gdje se brzo metabolizira pod utjecajem mikroba na aminometilfosfornu kiselinu
(AMPA). Slabo je hlapljiv i ne pokazuje potencijal isparavanja. Mehanizam djelovanja u
korovima ocituje se inhibicijom enzima 5-enolpiruvilSikimat-3-fosfat sintaze, ¢cime dovodi do
zastoja u Sintezi aromatskih aminokiselina fenilalanina, tirozina i triptofana. Time ko¢i sintezu
proteina (Anifandis i sur., 2018). U stakorima se nepotpuno apsorbira iz probavnog trakta.
Apsorbirani glifosat se brzo raspodjeljuje i izlu¢uje iz organizma s poluvremenom eliminacije
oko 15 h (Anadoén i sur., 2009). Izlucuje se pretezno fecesom i manjim dijelom urinom. U
organizmu mogu nastati male koli¢ine AMPA-e pod utjecajem crijevnih mikroba (IARC,
2017). Studije su pokazale da bi se profesionalno izlaganje glifosatu moglo povezati s
povec¢anim rizikom od obolijevanja od non-Hodgkinovog limfoma (Eriksson i sur., 2008;
Schinasi i Leon, 2014), endemskih kroniénih bubreznih oboljenja nepoznate etiologije u Sri
Lanki (Jayasumana i sur., 2014), te poremecajima u zivéanom razvoju djece izloZzenih majki
(von Ehrenstein i sur., 2019). U stakora akutna LDso doza oralno iznosi 5600 mg/kg tj.m.
(BCPC, 1994), NOAEL iznosi 100 mg/kg tj.m./dan u dvogodisnjoj studiji (FAO i sur., 2004).
ADI iznosi 0,3 mg/kg tj.m./dan (BCPC 1994), AOEL 2,1 mg/kg tj.m./dan, te REL 1,746 mg/kg
tj.m./dan (USEPA, 2004).
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Slika 4. Kemijska struktura 2-fosfonometilaminooctene kiseline (CsHsNOsP).
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1.7.5. Terbutilazin

2-N-tert-butil-6-kloro-4-N-etil-1,3,5-triazin-2,4-diamin (terbutilazin) (Slika 5) pripada
skupini triazinskih herbicida. Otkriven je 1950-ih godina u laboratorijima Ciba-Geigy u
Svicarskoj (Miiller, 2008). Uveden je na trziste 1975. godine. U korovima se veZe na DI
podjedinicu fotosistema Il u tilakoidnim membranama kloroplasta. Mehanizam djelovanja mu
je inhibicija protoka elektrona (Gebel i sur., 1997). Posljedica te inhibicije je nemoguénost
sinteze adenozin trifosfata (ATP). Koristi se kao zamjena za atrazin nakon njegove zabrane.
Uzrok tome je postojanost atrazina u okoliSu, posebice njegova kumulacija u povrsinskim i
podzemnim vodama (Tasca i sur., 2018). Medutim i sam terbutilazin se smatra postojanim
organskim oneci$¢ivalom. Takoder se zadrzava u vodama te je tako pronaden u uzorcima vode
iz fontana (Mansilha i sur., 2011). Umjereno je postojan i pokretljiv u tlu. U sisavaca se brzo
apsorbira iz probavnog trakta i Siroko raspodjeljuje s poluvremenom eliminacije iz organizma
izmedu 16 1 17 h. Izlucuje se podjednako urinom i fecesom u muskih te pretezno urinom u
Zenskim Stakoricama (USEPA, 1995). Metabolizam ukljucuje oksidativnu deklorinaciju te
dealkilaciju postranih lanaca sa posljedicnom konjugacijom sa glukuronskom ili sulfatnom
kiselinom (WHO, 1998). Dokazana je njegova toksi¢nost za vodene organizme; uzrokuje
povecanje stanica i odvajanje epitela u Skrgama grgec¢a (Manera i sur., 2016), nakupljanje masti
(steatozu) u jajaScima Sarana (Velisek i sur., 2016), morfoloske promjene strukturnih stanica
mramornog raka (Procambarus fallax f. virginalis) (Velisek i sur., 2017) te se nakuplja u
masnom tkivu i ometa jetrenu detoksikaciju kalifornijske pastrve (Tarja i sur., 2003). Takoder
ometa plivanje li¢inki zebrica (Danio rerio) (Pérez i sur., 2013), te inhibira rast mikroalgi
klorele i Raphidocelis subcapitata, te vodene lec¢e (Queirés i sur., 2018). U uvjetima in vitro
terbutilazin povecava aktivnost enzima aromataze u JEG-3 stanicama ljudskog koriokarcinoma.
Takoder se veze na citoplazmatski estrogenski receptor inducirajuc¢i njegovu transkripcijsku
aktivnost u MLVN stanicama ljudskog karcinoma dojke (Kjeldsen i sur., 2013). Buduc¢i da je
aromataza enzim koji katalizira posljednji korak u biosintezi estrogena, spolnog hormona
vaznog za sazrijevanje i razvitak zenskog spolnog sustava, terbutilazin bi mogao djelovati
proestrogeno kao hormonski otrov (Kjeldsen i sur., 2013). Kroni¢na izloZenost laboratorijskih
Zivotinja povecava incidenciju nekancerogenih lezija u jetri, plu¢ima, $titnoj Zlijezdi i testisima
(WHO, 1998). Akutna oralna vrijednost LDsp u stakora mu iznosi 1503 mg/kg tj.m. (USEPA,
1995). Vrijednost NOAEL u Stakora iznosi 2,0 mg/kg tj.m./dan (ECHA, 2014), dok mu
vrijednosti ADI, REL i AOEL iznose redom 0,00035, 0,00048 i 0,0048 mg/kg tj.m./dan
(USEPA, 1995).
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Slika 5. Kemijska struktura 2-N-tert-butil-6-kloro-4-N-etil-1,3,5-triazin-2,4-diamina (CoH16CINs).
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1.7.6. Tembotrion

2-[2-kloro-4-metilsulfonil-3-(2,2,2-trifluoroetoksimetil)benzoil]cikloheksan-1,3-dion
(tembotrion) (Slika 6) pripada skupini triketonskih herbicida. Razvijen je po uzoru na
leptospermon, prirodni alelopatski herbicid. Alelopatija je pojava pri kojoj sekundarni
metaboliti u nizim koncentracijama djeluju toksi¢no na okolne biljke osiguravajuci dostupnost
hranjivih tvari i svjetlosti biljkama koje ih sintetiziraju, dok u vis§im koncentracijama djeluju
autotoksi¢no po biljku producenta. Na trziStu je prisutan od 2007. godine (Dumas i sur., 2017).
Otporan je na kemijsku hidrolizu i fotolizu, te je pokretljiv u tlu prema vodenim odjeljcima gdje
se metabolizira pod utjecajem mikroba. Metaboliti u okoliSu nastaju hidrolizom
cikloheksandionskog prstena i redukcijom u fenolni derivat. Zbog vrlo niske hlapljivosti ne
prelazi u zrak (ECHA, 2012). Mehanizam djelovanja mu je inhibicija enzima 4-hidroksipiruvat
dioksigenaze, enzima koji sudjeluje u biosintezi plastokinona i tokoferola. Plastokinoni kao
sastavni dio fotosistema II prenose elektrone kroz tilakoidne membrane kloroplasta ¢ime se
omogucava sinteza ATP-a. Tokoferol je vazna sastavnica stani¢nih membrana u kojima
doprinosi njihovoj stabilnosti, ali djeluje 1 kao antioksidans sprjecavaju¢i oStecenja stanice
uslijed oksidativnog stresa (Kiipper i sur., 2018). Tembotrion se apsorbira i raspodjeljuje brzo
po mnogim tkivima, najviSe u jetri 1 bubrezima, te koZi 1 krznu Stakora pri viSim dozama unutar
3 h. Glavnina spoja se izlucuje iz organizma unutar 14 h. Eliminacija se u muzjacima Stakora
odvija pretezno fecesom i manje urinom pri niZim, te pretezno urinom pri visim dozama. Kod
Zenki pri svim dozama prevladava izlu¢ivanje urinom (ECHA, 2012). Metabolizam je pretezno
hidroksilacija cikloheksandionskog prstena, te pri viSim dozama u manjoj mjeri hidroliza istog
prstena ili trifluoroetoksi skupine (ECHA, 2012). Vrlo je toksi¢an za vodene organizme (Dumas
I sur., 2017), dok u gujavicama inducira oksidativni stres (Hackenberger i sur., 2018). Takoder
djeluje izrazito fungistatski na entomopatogenu gljivicu Beauveria bassiana (Kos i Celar,
2013). Pri produljenoj izloZenosti glavni organi na kojima se ispoljava toksi¢ni u¢inak su jetra,
oko 1 krv. U miSeva, Stakora i1 pasa dolazi do povecanja jetre uz histopatoloske promjene i
povisenje enzima alanin aminotransferaze (ALT). U Stakorima i psima djeluje toksi¢no na oci
uzrokujuéi zamucenje i neovaskularizaciju roznice. Stetno djelovanje na krv o¢ituje se u porastu
broja retikulocita u dermalno izlozenim Stakoricama, te eritrocitozi 1 smanjenju hematoloskih
parametara MCV 1 MCH u oralno izloZenim psima. Prenatalna i postnatalna izloZenost
mladunaca Stakora i zeeva tembotrionu ima za posljedicu usporen razvitak kostanog sustava
mladunaca. U studijama reproduktivne toksi¢nosti mladunci pokazuju toksicno djelovanje na

oko sli¢no odraslim zivotinjama uz odgodeno odvajanje prepucija i smanjenje tezine mozga
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(ECHA 2012). U stakorima vrijednost akutne LDso oralnim putem iznosi vise od 2000 mg/kg
tj.m. NOAEL iznosi 0,07 mg/kg tj.m. za muzjake odnosno 0,08 mg/kg tj.m. za zenke, ADI
vrijednost mu iznosi 0,0004 mg/kg tj.m./dan, AOEL 0,0007 mg/kg tj.m./dan, te REL 0,1 mg/kg
tj.m./dan (EFSA, 2013).
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Slika 6. Kemijska strukutra 2-(2-kloro-4-metilsulfonil-3-(2,2,2-trifluoroetoksimetil)benzoil)cikloheksan-1,3-
diona (C17H14C|F306S).
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1.8. Geneticka toksikologija i genotoksicnost

Geneticka toksikologija je grana toksikologije koja izuCava Stetne uéinke kemijskih,
bioloskih i fizikalnih agensa na kemijsku strukturu DNA, ustrojstvo kromatina u vise stupnjeve
organizacije, do razine kromosoma, te, u Sirem smislu genotoksi¢nu i epigeneticku promjenu
ekspresije gena. Znacaj genetiCke toksikologije o€ituje se u Cinjenici da kumulacijom
navedenih ostecenja i fiksacijom u vidu mutacija, kroz duzi vremenski period, moze do¢i do
razvoja karcinoma. Stoga je najvaznija zadaCa genetiCke toksikologije da iznalazi nove
pouzdane biomarkere, odnosno, tipove osStecenja, koji istovremeno koreliraju s razinom
izlozenosti genetickom agensu, ali i rizikom od razvoja karcinoma (Preston i Hoffman, 2013).
Genotoksi¢nost je svojstvo nekog agensa da ostecuje geneticki materijal na bilo kojoj od razina
njegove organizacije, interferira s fiziologijom DNA i kromosoma ili epigeneticki mijenja

ekspresiju gena (Ren i sur., 2017).
Promjene u strukturi DNA mogu se podijeliti u primarne i sekundarne.

Primarne promjene nastaju u izravhom kontaktu genotoksi¢nog agensa i genetickog
materijala. To su prvi biomarkeri oStecenja genoma 1 ubrajaju se u biomarkere izloZenosti, a
podrazumijevaju jednolanc¢ane i dvolan¢ane lomovi lanaca DNA, alkilacije baza, adukte,
oksidativna o$tecenja baza, purinske i pirimidinske dimere, kovalentne veze izmedu
komplementarnih lanaca te izmedu DNA i proteina i abazi¢na mjesta. U nacelu, primarna
ostecenja se uspjesno popravljaju unutar nekoliko sati od njihovog nastanka. Dva su osnovna
mehanizma popravka primarnih oSteCenja; popravak izrezivanjem baze (BER, engl. base
excision repair) koji popravlja jednolanc¢ane lomove, oksidativna oste¢enja i alkilacije baza,
dok se veca oStecenja poput adukata i kovalentnih povezivanja komplementarnih lanaca
(,, cross-linking ‘) popravljaju izrezivanjem nukleotida (NER, engl. nucleotide excision repair).
Tu su jo§ popravci supstituiranih baza (metiltransferaze i dioksigenaze), popravak ,, missmatch *
kojim se popravljaju pogresno umetnute baze u novosintetizirani lanac tijekom replikacije
(Chatterjee i Walker, 2017).

Ukoliko se primarna oStecenja poput alkilacija i adukata ne poprave tijekom replikacije
ona se fiksiraju u vidu mutacija. Alkilacije su naj¢es¢e u vidu supstitucija (transverzije i
tranzicije), a adukti u vidu insercija ili delecija $to dovodi do promjene okvira Citanja (Helleday
i sur., 2014: Lambert i sur., 1992: Ren i sur., 2017).

Medutim, nepopravljena primarna ostec¢enja poput adukata, jednolan¢anih i dvolancanih

lomova mogu dovesti i do nastanka drugih oblika sekundarnih oste¢enja. Tijekom replikacije
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one ometaju sintezu novonastalih lanaca dovode¢i do nastanka usjeka (malih lomova) u novim
lancima. Sli¢an u¢inak imaju i pojedini organski spojevi i adukti na enzim topoizomerazu Il te
se jednim imenom zovu otrovi topoizomeraze 1. Tijekom popravaka nastaju prolazni lomovi u
polinukleotidnim lancima koji takoder mogu inhibirati topoizomerazu II i dovesti do nastanka
sekundarnih oste¢enja DNA (Maynard i sur., 2008). Sekundarna o$tecenja dijele se na oStecenja
na razini interfaznog kromatina (mikronukleus, pupovi, mostovi), na oste¢enja na razini
metafaznih kromosoma (kromatidni lom, kromosomski lom, acentrik, dicentri¢ni kromosom)

te na razini genoma (aneuploidije).

1.9. Metode detekcije genotoksi¢nosti
1.9.1 Alkalni komet test

Alkalni komet test je tehnika koja omoguéava brzo i osjetljivo odredivanje primarnih
ostecenja DNA (jedno- i dvolanc¢anih lomova, alkilacija baza, nepotpunog popravka
izrezivanjem, adukata, unakrsnog povezivanja komplementarnih lanaca (engl. cross-linking),
purinskih i pirimidinskih dimera, kovalentnog vezanja DNA i proteina, abazi¢nih mjesta) na
razini pojedine stanice. Tijekom izvedbe tehnike, stanice u kojima se odreduje razina primarnih
oste¢enja DNA se uklapaju u agarozni gel te nanose na staklo koje je prethodno oblozeno gelom
vece gustoce 1 osuSeno. Preparat se stavlja na led do polimerizacije gela sa stanicama, a potom
uranja u otopinu za lizu koja sadrzi deterdZent triton-X pomocu kojeg se liziraju membrane,
dimetilsulfoksid (DMSO) koji hvata slobodne radikale nastale djelovanjem Zeljeza otpustenog
iz krvi i Zivotinjskih tkiva i etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA) koja kelira dvovalentne
katione metala koji stabiliziraju stanicnu membranu. Time EDTA olaksava lizu stanica i
inhibira endogene endonukleaze, za ¢&iju kataliticku aktivnost je potreban Ca?'. Visoka
koncentracija NaCl u otopini za lizu odvaja veéinu proteina od DNA, poglavito histone, dok
proteini jezgrenog matriksa (engl. nuclear scaffold proteins) ostaju vezani. Nakon lize tako
zaostala DNA se podvrgava denaturaciji u alkalnim uvjetima (pH=13), pri ¢emu dolazi do
pucanja vodikovih veza i rotacije lanaca uslijed njihova odmatanja. Zbog rigidnosti okosnice
rotacija izaziva tenzije u vezama u lancima. Na mjestima gdje se nalaze lezije rotacija je
dodatno otezana te dolazi do pucanja lanaca i nastanka lomova. Stoga se ti oblici primarnih
oStecenja nazivaju oSte¢enjima osjetljivima na luzinu (engl. alkali labile sites). Lomovi dovode
do relaksacije superuzvijenih om¢i DNA koje pri elektroforezi u alkalnim uvjetima putuju

prema anodi. Pri bojanju fluorescentnim bojama i mikroskopskoj analizi DNA pojedinac¢ne

19



stanice sli¢i kometu, te s povec¢anjem ostecenja dolazi do povecéanja postotka koli¢ine DNA u
repu Sto se biljezi kao porast duljine repa i repnog intenziteta. Ukoliko u genomu nisu postojala
primarna oStecenja, zbog visoke razine organizacije interfaznog kromatina i viSestruke
negativne superuzvijenosti, u uvjetima elektroforeze napon izmedu eclektroda nece bitit
dovoljno snazan da izvuc¢e DNA iz organiziranog nukleoida. Duljina repa korelira s razinom
primarnih oStec¢enja do odredene granice kada prestaje rasti, dok intenzitet koji je postotak DNA

u repu korelira s razinom primarnih oSte¢enja kroz $iri raspon (Collins, 2004).

Alkalni komet test se Siroko primjenjuje u biomonitoringu populacija izlozenih
pesticidima, za proucavanje kinetike popravka ostecenja DNA, ali i kod istrazivanja mehanizma
djelovanja kemijskih tvari na genom. Alkalni komet test ne zahtijeva da se stanice aktivno dijele
te se moze obavljati na svim tipovima stanica. Takoder, analiza na razini pojedinacne stanice
omogucava odredivanje medustani¢ne heterogenosti u nastanku primarnih oste¢enja. Medutim,
oste¢enja koja se mjere u sklopu ove tehnike su kratkog vijeka; vecina se popravlja unutar

nekoliko sekundi od nastajanja.

Slika 7 shematski prikazuje nastanak kometa. Slikom 8 prikazani su osnovni parametri
koji se mjere u sklopu alkalnog komet testa.

Denaturacija ~ Elektroforeza Analiza
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Slika 7. Shematski prikaz nastanka kometa na primjeru stanice sa neostecenom (gore) i oStecenom DNA
(dolje).
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Slika 8. Shematski prikaz osnovnih paramatera komet testa.

1.9.2. Mikronukleus test

Mikronukleus test je tehnika koja omoguéava analizu Sirokog raspona genomskih
oste¢enja u vidu promjena u organizaciji interfaznog kromatina (mikronukleusi, jezgreni
pupovi te nukleoplazmatski mostovi). Za razliku od primarnih o$te¢enja, mikronukleusi su i
biomarkeri izloZenosti i ucinka jer dobro koreliraju sa izlaganjem ksenobioticima te
kancerogenezom (Bonassi i sur., 2011). Sama tehnika provodi se na nacin da se puna krv ili
limfociti unose u medij za uzgoj stanica uz dodatak 20 % fetalnog teleCeg seruma i antibiotika.
Dioba limfocita potice se dodatkom fitohemaglutinina te se nakon zavrSetka jednog kruga
stanicnog ciklusa dodatkom citohalazina-B inhibira citokineza. Tako se dobivaju binuklearni
limfociti zaustavljeni u telofazi kao stanice s dvije jezgre, u kojima se odreduje udio genomskih
oste¢enja. Mikronukleusi (MN) su kromatinske samostalne strukture smjestene u stanici
vidljivo odvojene od jezgre, te se sastoje od: 1) kromosomskih fragmenata nastalih
kromosomskim lomovima ili acentri¢nih kromosoma, te 2) cijelih kromosoma koji u anafazi

nisu otputovali na suprotne polove stanice, ve¢ su zaostali oko ravnine metafazne ploce. Za
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razliku od komet testa koji detektira samo klastogene genotoksine, odnosno one genotoksi¢ne
spojeve koji ostecuju DNA izravnom interakcijom s njom, mikronukleus test osim klastogena
omogucava i detekciju aneugenih genotoksi¢nih spojeva. Aneugeni ne ulaze u izravnu
interakciju s DNA, ve¢ oStecuju proteine vezane za pravilnu razdiobu kromosoma, posebice
mikrotubula diobenog vretena (a- i B-tubulin). Kao posljedica u zaostajanju ili pogreskama u
razdvajanju kromosoma u anafazi dolazi do tercijarnih genotoksi¢nih ostecenja, onih na razini
genoma, odnosno aneuploidije. U stanicama veéine organizama svaki kromosom je prisutan u
dvije kopije $to se naziva disomijom za pojedini kromosom odnosno diploidijom na razini
genoma. Aneuploidija je stanje odstupanja broja pojedinih kromosoma od disomije. Prema
stupnju odstupanja razlikujemo nulisomije (izostanak kromosoma), monosomije (jedna kopija
kromosoma), trisomije (tri kopije kromosoma), tetrasomije (Cetiri kopije) i druge. Najpoznatiji
poremecaj u ljudi koji nastaje kao aneuploidija jest Downov sindrom karakteriziran trisomijom
kromosoma 21. Trisomije kromosoma 18 i 13 su poznate kao Edwardsov odnosno Patau
sindrom. Navedeni poremecaji se manifestiraju karakteristicnim crtama lica, usporenim
kognitivnim razvojem, psihomotornim poremecajima i dodatnim komorbiditetima poput
hipotireoidizma i Alzheimerove bolesti (Cereda i Carey, 2012; Roizen i Patterson, 2003;

Williams i Brady, 2020). Nastanak MN shematski je prikazan na Slici 9.
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Slika 9. Shematski prikaz nastanka mikronukleusa u binuklearnim stanicama uslijed izlaganja
genotoksi¢nom agensu klastogenim (gore) i aneugenim mehanizmom (dolje). Radi jednostavnosti su prikazana tri

kromosoma po jezgri.

Jezgreni pupovi (NB, engl. nuclear buds) su vidljivi kao izdanci jezgre. Nastaju
izdvajanjem iz jezgre 1) amplificiranih gena uslijed intenzivnih metaboli¢kih procesa ili
dugotrajne izloZenosti vanjskim kemikalijama ili 2) enzimatskih kompleksa koji sudjeluju u
popravku DNA (engl. DNA repair complexes) i same DNA i to u slu¢aju kada se na maloj
udaljenosti na DNA nade viSe oStecenja koja se istovremeno popravljaju. Jezgra u tom slucaju
radije pokre¢e mehanizme izdvajanja tih dijelova pupanjem nego da riskira pogreske u
popravku koje su vrlo vjerojatne zbog prostorne prekapacitiranosti tog lokaliteta u jezgri
visestrukim kompleksima popravka (Fenech i sur., 2011; Lindberg i sur., 2007). Razlicite vrste
NB prikazane su Slikom 10.

00000

Slika 10. Shematski prikaz jezgara sa razlicitim vrstama jezgrenih pupova.
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Nukleoplazmatski mostovi (NPB, engl. nucleoplasmic bridges) predstavljaju tanke
spojeve izmedu jezgara te nastaju 1) istovremenim putovanjem dicentri¢nih kromosoma prema
suprotnim polovima. Naime za podrucje kinetohore jedne centromere vezu se niti diobenog
vretena s jednog pola, a za drugu centromeru sa suprotnog pola. Kromosom ostane razvucen
izmedu dviju novonastalih jezgara ili 2) skracivanja telomera uslijed preopterecenosti stanice
genotoksi¢énom agensu koji pocinje utjecati na telomerazu i skeletin, bilo izravno, bilo putem
izazivanja oksidacijskog stresa. Pri tome telomerne sekvence TTAGGG ostaju nezavrSene
(engl. uncapped) te ih mehanizam popravka nehomolognim sparivanjem krajeva (NHEJ, engl.
non-homologous end joining) prepoznaje kao dvolanc¢ane lomove i povezuje u jedan kromosom
(Hou i sur., 2013; Ibanez-Cabellos i sur., 2018; Kahl i sur., 2016). Nastanak NPB prikazan je
shematski na Slici 11.

1, Nastanak dvolancanih
lomova

NHEJ popravak. - @ » @
2. Skrativanje tellmera@

Slika 11. Prikaz nastanka nukleoplazmatskog mosta uslijed izlaganja genotoksi¢énom agensu preko

Genotoksicni agens

nastanka dvolancanih lomova (gore) ili skra¢ivanja telomera (dolje). Radi jednostavnosti su prikazana tri

kromosoma po jezgri.

U uvjetima mikronukleus testa u prisutnosti mitogena svi limfociti ne dijele se jednakom
brzinom. Tako ¢e se u istom vremenu neki podijeliti viSe od jedanput, a neki ni jednom. Te
stanice se vide kao mono-, tri-, i tetranuklearne, te se pracenjem njihovog udjela moze pratiti
dolazi li do citostatskog ili proliferativnog uc¢inka ksenobiotika. Pri koristenju citohalazina-B
racuna se indeks proliferacije pod blokadom citokineze (engl. cytokinesis-block proliferation
index, CBPI) koji ukoliko je nizi od kontrole (povecani udio nepodijeljenih mononuklearnih
stanica) upucuje na citostatski u¢inak, odnosno u slu¢aju poveéane vrijednosti U odnosu na

kontrolu (povecéani udio tri- i tetranuklearnih stanica) ukazuje na proliferativni ucinak (Kirsch-
Volders i sur., 2003).
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Kod aneugenog ucinka ksenobiotika nepravilnim razdvajanjem kromatida tijekom
anafaze jedna stanica kéer sadrzi viSak, dok druga sadrzi manjak geneticke informacije sadrzane

na kromosomu.
1.9.3. Fluorescencijska hibridizacija in situ

Fluorescencijska hibridizacija in situ (engl. fluorescence in situ hybridization, FISH) je
metoda koja omogucava detekciju pojedinaénih gena, mutacija (delecija, translokacija,
inverzija) ili cijelih kromosoma unutar citoloskih i tkivnih uzoraka. Temelj metode je primjena
sondi; fluorescentno obiljeZzenih molekula DNA koje su komplementarne ciljanim genima,
kromosomskim regijama ili ¢itavim kromosomima. Pri visokim temperaturama (otprilike 80
stupnjeva Celzijevih) dolazi do denaturacije molekula DNA c¢ime se oslobada prostor za
komplementarno vezanje, odnosno hibridizaciju sondi pri uvjetima nize temperature i visoke
vlaznosti. Ukoliko je doslo do hibridizacije sondi s ciljanim dijelovima genoma, pod
fluorescentnim mikroskopom se u kontekstu stanica i tkiva mogu vidjeti signali na mjestima
hibridizacije. Obratno, u slu€aju odsutnosti ciljanog dijela genoma nece do¢i do hibridizacije
pa tako ni fluorescencije (Ferguson-Smith, 2001). Uc¢inkovitost samog procesa hibridizacije
ovisi o temperaturi 1 ionskoj jakosti otopine. Povecanjem temperature i smanjenjem ionske
jakosti (smanjenjem koncentracije iona) dolazi do slabljenja vodikovih veza, a time i smanjenja
mogucnosti hibridizacije; u obratnom slucaju, smanjenje temperature i povecanje ionske jakosti
stabilizira vodikove veze i pogoduje hibridizaciji. Nakon hibridizacije koja se odvija pod
uvjetima niske specifi¢nosti vezanja pri ¢emu dolazi do vezivanja sondi za mjesta u genomu
koja nisu potpuno komplementarna s njima i nisu regije od naSeg interesa, provodi se ispiranje
pod uvjetima vise specifi¢nosti vezanja (npr. poviSenjem temperature) pri kojima dolazi do
odvajanja sondi vezanih nespecificno (Unger i sur., 2010). Po potrebi je moguce provesti i
pripremu uzorka prije denaturacije permeabilizacijom kiselinom ili proteazama u svrhu
olaksanog pristupa sondi. Za detekciju kromosoma koriste se sonde komplementarne satelitnoj
DNA na centromerama pojedinih kromosoma (Savic i Bubendorf, 2016). Primjenom tehnike
FISH moguce je dodatno povecati rezoluciju mikronukleus testa karakterizacijom jezgara
prema prisutnosti ili odsutnosti odredenog kromosoma. Buduc¢i da ¢e aneugeni agensi za razliku
od klastogenih dovesti do nepravilnosti u broju i razdiobi kromosoma, ujedno je moguce
razluciti aneugeni od klastogenog mehanizma djelovanja odredenog genotoksi¢nog agensa

(Decordier i Kirsch-Volders, 2013).

Hibridizacija sondi na centromere kromosoma prikazana je shematski na Slici 12.
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Slika 12. Pojednostavljeni prikaz osnovnih procesa hibridizacije sonde na centromeru kromosoma.

U\

1.10. Primjeri povezanosti izloZzenosti pesticidima i pojave oStecenja DNA

Kao §to smo rekli primarna oSteéenja su biomarkeri izloZenosti stoga je u radovima
dokazana korelacija njihove razine sa izlozenosti pesticidima. U uvjetima in vitro dolazi do
povecéanja primarnih o$te¢enja DNA stanica HeLa i HEK293 izloZenih klorpirifosu (Li i sur.,
2015). Profesionalna izlozenost piretroidu fenvaleratu povezana je sa povefanjem ostecenja
DNA u spermijima radnika (Bian, 2004). Dokazana je i korelacija primarnih o$teCenja s
koncentracijom urinarnih metabolita kao biomarkera izloZenosti organofosfornim
insekticidima (Sutris i sur., 2016). IzloZenost mjeSavinama pesticida takoder dovodi do
povecanja oStecenja DNA kao u sluc¢aju organofosfata primifos-metila, klorpirifosa, temefosa

i malationa (Singh i sur., 2011).

Istrazivanja koja su pokazala da su izlaganje organofosfornim pesticidima je u
poljoprivrednika povezano s porastom oStecenja manifestiranih u obliku kromosomskih
aberacija (Paz-y-Mifio i sur., 2002), mikronukleusa (Webster i sur., 2002), dok je povecanje
genetickih oStecenja zamijeceno i u djece koja su boravila u blizini tretiranih povrSina (How i
sur., 2014) ukazuju na Cinjenicu da bi pesticidi mogli djelovati kao otrovi topoizomeraze II ili
dovesti do primarnih o$tec¢enja koja ¢e remetiti funkciju tog enzima. Nepopravljena i/ili
pogre$no popravljena oStecenja DNA doprinose nastanku i rastu tumora i malignih bolesti
(Jackson i Bartek, 2009; Nik-Zainal, 2019).

Vanjski c¢imbenici mogu utjecati i na staniCne strukture diobenog vretena i/ili

regulatorne mehanizme vazne za pravilno razdvajanje kromatida tijekom anafaze (Mishima,

26



2017). Medu njima su i neki pesticidi poput benzimidazolnog nematicida flubendazola (Tweats
I sur, 2016). Nepravilnim razdvajanjem kromatida nastaje aneuploidija, stanje
neuravnotezenog broja kromosoma u stanici, zamijecena u velikom broju solidnih i krvotvornih
tumora (Santaguida i Amon, 2015). Smatra se da aneuploidija doprinosi razvitku malignih
bolesti uzrokujuéi gubitak heterozigotnosti tumor supresorskih gena (Kirsch-Volders i sur.,
2019). U ljudskim limfocitima periferne krvi starenjem donora dolazi do pove¢anog gubitka

spolnih kromosoma (Weng i sur., 2016)

Krajem 1960ih godina pojavljuju se prvi dokazi o povezanosti izlaganja arsenskim
insekticidima i raka plu¢a i melanoma medu europskim vinogradarima (Jungmann, 1966) te o
povecanoj incidenciji karcinoma u radnika u staklenicima izloZenim malationu i lindanu
(Klayman, 1968). Povezanost profesionalne, rezidentalne izlozenosti te izlozenosti djece preko
roditelja pesticidima sa razli¢itim vrstama malignih bolesti potvrdena je brojnim kasnijim
studijama (Lee, 2005; Lerro i sur., 2015; Greenop i sur., 2013; Mostafalou i Abdollahi, 2017;
Shim i sur., 2009).
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2. OBRAZLOZENJE TEME I CILJEVI ISTRAZIVANJA

U danasnjem svijetu pesticidi su socioekonomski iznimno vazna skupina kemijskih
spojeva. Njihova upotreba, osim $to stvara radna mjesta i doprinosi ekonomskom razvitku,
omogucuje zadovoljavanje neprestano rastu¢ih potreba za hranom, ali je 1 uniStavanjem
prijenosnika, doprinijela suzbijanju niza zaraznih bolesti i nametnika. Medutim, odavno je
razvidno da pesticidi ne djeluju Stetno samo po ciljne organizme, ve¢ nanose Stetu okoliSu
zadrzavajuci se u njemu, remete¢i ravnotezu djelovanjem na razli¢itim razinama te, ujedno,
ispoljavaju Stetne ucinke po zdravlje ¢ovjeka. Zabiljezeni su poveéana incidencija malignih
bolesti te poremecaj zivéanog i imunoloskog sustava. U svrhu postizanja ravnoteze izmedu
dobrobiti koju pruzaju pesticidi i njihovog Stetnog ucinka, neprestano se radi na razvoju i sintezi
novih, manje toksi¢nih i, u okolisu postojanih djelatnih tvari. Na tom tragu Europski parlament

(EP) je 2009. godine izdao smjernice o odrzivoj upotrebi pesticida (EP, 2009).

U okviru odrzive poljoprivrede upotreba pesticida svodi se na najnizu nuznu razinu te
se, ujedno, preporuca koristenje pojedinih sekundarnih metabolita koji Stetno djeluju po insekte
1 biljke drugih porodica pa su nazvani biopesticidi i njihovih sintetskih izvedenica koje se jos$
uvijek mogu smatrati ,,zelenim“ pesticidima. Direktiva (EP, 2009) se odnosi na zemlje
Europske unije, no u vecini zemalja u razvoju i dalje se koriste pesticidi koji su zabranjeni u
razvijenim zemljama. Medutim, o kojem god pesticidu bilo govora, znanstvena istraZivanja
toksicnosti esto su puna opre€nih rezultata. Za pojedine novije djelatne tvari postoji 1 manjak
znanstvenih istrazivanja toksi¢nosti. Takoder, mnoge studije, kako potencijalni Stetni ucinak
pesticida ne bi proSao nezapaZen zbog nemogucnosti dugog trajanja izlaganja, pribjegavaju
testiranju visokih koncentracija ili doza djelatnih tvari, viSih od onih s kojima se ljudi susre¢u

u svakodnevnom zivotu.

Stoga smo se u izradi ove doktorske disertacije htjeli dotaknuti nekoliko, za ljudsku
populaciju, bitnih aspekata primjene pesticida. Odlucili smo testirati po tri pesticida iz skupina
koje se najcesce koriste: herbicida i insekticida. 1z svake skupine odabrali smo po tri pesticida
od kojih jedan pripada ,,starijoj* generaciji, jedan ,,srednjoj, a jedan ,,novijoj* generaciji i
ubraja se u biopesticide. U slucaju herbicida tako smo odlucili istraziti terbutilazin, glifosat i

tembotrion, a od insekticida klorpirifos, imidakloprid i a-cipermetrin.

Istrazivanje smo podijelili na dio u uvjetima in vitro i dio u uvjetima in vivo. U uvjetima
in vitro koristili smo niske koncentracije pesticida koje su ekvivalenti niskim dozama pesticida

koje smo istrazili u uvjetima in vivo. Odabrane doze odrazavaju realnu izlozenost ljudske
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populacije i temelje se na toksikoloskim referentnim vrijednostima izracunatim od strane
regulatornih agencija EFSA, USEPA i WHO. Unato¢ postojanju tih referentnih doza, EFSA

procjenjuje, primjerice za tembotrion da su realne razine izloZenosti i do 50-ak puta vise.

Odluka da testiramo niske doze takoder se temelji i na obrascu zavisnosti doze i
odgovora koji je kod visih doza linearan ili eksponencijalan, dok je kod nizih doza ¢esto ispoljen
kao nemonotoni odnos doze i u¢inka (engl. non-monotomic dose response) kojeg karakterizira
da i najmanja odstupanja od pravilnosti doze i ucinka, ¢ak i ako Su statisti¢ki neznacajna U
odnosu na negativnu kontrolu, ali konzistentna, upucuju na pozitivan rezultat, odnosno mogucéi

Stetan ucinak.

Budué¢i da se izlozenost pesticidima povezuje s ucestalos¢u oboljenja od ne-
Hodgkinovog limfoma u uvjetima in vitro odlucili smo pratiti utjecu li odabrani pesticidi na
pravilnost u razdvajanju kromosoma 9 i 18 u limfocitima Zenskih i muskih dobrovoljaca. Za
kromosom 9 odlucili smo se jer sadrzi gen JAK-2 ¢iji gubitak heterozigotnosti je povezan s
razvojem limfoma. Kromosom 18 odabrali smo jer sadrzi gene za razli¢ite citokrome P450
(CYP450) koji sudjeluju u metabolizmu pesticida. Zeljeli smo vidjeti dovodi li pojatana
ekspresija tih gena do disbalansa u broju kromosoma 18 na genomskoj razini i nastanka
aneuploidije. U leukemijama i non-Hodgkinovom limfomu ceste su translokacije izmedu
kromosoma 14 i 18, dok je u Hodgkinovom limfomu zapazena hiperploidija (Re i sur., 2002),
amplifikacije na kromosomu 9 (Weniger i sur., 2006), te ciklusi nastajanja i lomova
nukleoplazmatskih mostova (Guffei i sur., 2010). Kao referentne kromosome prema kojima
smo racunali intenzitet pogreSaka u razdvajanju koristili smo X 1Y jer su vrijednosti razdvajanja

za njih poznate i validirane.

Tre¢i fokus istrazivanja provedenog u okviru ove disertacije u uvjetima in vivo je
usmjeren na mogucée genotoksi¢ne ucinke pesticida u najranjivijoj populaciji modelne Zivotinje
Stakora. Pod time podrazumijevamo zametak/embrij, novorodencad, mladuncad i pubertetske
zivotinje. To je vrijeme intenzivnog razvoja zametnih listi¢a, organa, organskih sustava i
signalnih i regulacijskih putova i njihovo sazrijevanje te je u tom periodu organizam
pesticidima, ve¢ se izlaganje odvija preko posteljice ili mlijeka izlozenih majki. Stoga smo u
tom dijelu istrazivanja tijekom graviditeta i dojenja majke tretirali pesticidima i u pojedinim
tockama razvoja odredivali razinu primarnih oSte¢enja DNA u limfocitima i stanicama jetre.
Konacno, zeljeli smo vidjeti dolazi li do zadrzavanja primarnih o$tecenja u mladuncima do
ulaska u pubertet. Stoga smo prekinuli izlaganje pesticidima pri odbijanju od majki te odredivali
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razinu primarnih oSte¢enja DNA u majkama i njihovim mladuncima nakon njihovog

potvrdenog ulaska u pubertet.
Stoga su ciljevi ovog istrazivanja:

- istraziti genotoksicni uc¢inak izlaganja niskim koncentracijama djelatnih pesticidnih
tvari u uvjetima in vitro na ljudskoj perifernoj venskoj krvi primjenom alkalnog komet testa i

mikronukleus testa

- karakterizirati mehanizam genotoksi¢nog ucinka u uvjetima in vitro primjenom
tehnike FISH za kromosome 18 1 9 koji su ¢esto ukljuceni u limfoidne malignosti povezane sa

izlaganjem pesticidma, te za kromosome X i Y kao biomarkere gubitka kromosoma

- istraziti genotoksi¢ni uéinak izlaganja niskim dozama aktivnih pesticidnih tvari u

uvjetima in vivo na gravidnim i doje¢im Stakoricama soja Wistar

- istraziti moguci genotoksi¢ni u¢inak u mladuncima Stakora soja Wistar oba spola Cije

su majke bile izloZzene niskim dozama pesticidnih aktivnih tvari tijekom gestacije i laktacije

- usporediti ucinak razli¢itih aktivnih tvari insekticidnog i herbicidnog djelovanja koje
se koriste u sklopu konvencionalne i1 odrZive poljoprivrede s kojima u dozama i

koncentracijama koje su od znacaja i u okvirima za ljudsku izlozenost
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3. MATERIJALL ISPITANICI, ZIVOTINJE I METODE

3.1. Istrazivanja u uvjetima in vitro

U uvjetima in vitro ispitali smo moguci genotoksi¢an u¢inak tri herbicida i tri insekticida

razli¢itih generacija na nastanak primarnih ostecenja u DNA leukocita ispitanika oba spola

primjenom alkalnog komet testa. Potencijalnu klastogenost i aneugenost u limfocitima ¢ovjeka

oba spola ispitali smo mikronukleus testom prate¢i pojavu mikronukleusa, jezgrenih pupova i

mostova. Rezolucija testa smo dodatno povecali primjenom centromernih proba u tehnici FISH

za kromosome 9, 18, X 1 Y. Time smo ujedno dodatno istrazili aneugeni u¢inak pesticida.

3.1.1 Materijali

Pesticidi (Pestanal, Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt, Njemacka), >= 98 %

Klorpirifos
imidakloprid
a-cipermetrin
glifosat
terbutilazin

tembotrion

Pozitivna kontrola za alkalni komet test

vodikov peroksid (H202), mati¢na otopina 30 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Pozitivna kontrola za mikronukleus test

mitomicin C, Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt, Njemacka

Alkalni komet test

agaroza normalne temperature taliSta (NMP, engl. normal melting point), Sigma
Aldrich, Merck, Darmstadt, Njemacka

agaroza niske temperature talista (LMP, engl. low melting point), Sigma Aldrich,
Merck, Darmstadt, Njemacka

NaCl, Kemika, Zagreb, Hrvatska

fizioloska otopina, Zavod za transfuzijsku medicinu, Zagreb, Hrvatska

redestilirana voda, Yasenka, Vukovar, Hrvatska

KCI, Kemika, Zagreb, Hrvatska

NaHPOs, Kemika, Zagreb, Hrvatska
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KH2PO4, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Na;EDTA dihidrat, Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt, Njemacka
tri(hidroksimetil)aminometan (Tris), Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt, Njemacka
natrijev laurilsarkozinat, Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt, Njemacka
dimetilsulfoksid (DMSO) 99 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska

NaOH, Kemika, Zagreb, Hrvatska

HCI, 36,5 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Triton X-100, 99 %, Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt, Njemacka

etanol v/v 96 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska

etidijev bromid, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Mikronukleustest

medij za uzgoj stani¢nih kultura RPMI (engl. Roswell Park Memorial Institute) 1640,
Gibco, Paisley, UK

fetalni govedi serum, Gibco, Paisley, UK

fitohemaglutinin, Remel, Dartford, UK

otopina penicilin (10 000 1U/mL) + streptomicin (10 mg/mL), Sigma Aldrich, Merck,
Darmstadt, Njemacka

citohalazin-B, izoliran iz Helminthosporium dematioideum, Sigma Aldrich, Merck,
Darmstadt, Njemacka

metanol, 99,8 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska

ledena octena kiselina, 99,5 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Giemsa, mati¢na otopina, Merck, Darmstadt, Njemacka

NaCl, Kemika, Zagreb, Hrvatska
natrijev citrat, Kemika, Zagreb, Hrvatska
redestilirana voda, Yasenka, Vukovar, Hrvatska
etanol v/v 70 %
etanol v/v 96 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska
apsolutni etanol 100 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska
centromerne sonde, Cytocell, Cambridge, UK
e LPE 018G za kromosom 18 izravno obiljezena fluorescein izotiocijanatom

(FITC)
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e LPE 009R za kromosom 9 izravno obiljezena TexasRed-om
e LPE 0XY(q za kromosom X, izravno obiljezena FITC-om, i za kromosom Y,
izravno obiljeZzena TexasRed-om
e hibridizacijska otopina za kromosome 18 i 9 sastav: (proizvoda¢ ne navodi
koncentracijske udjele) dekstran sulfat, formamid, SSC (izoto¢ni natrijev citrat: eng.
saline-sodium citrate), Cytocell, Cambridge, UK
e Tween 20 (polioksietilensorbitanmonolaurat), Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt,
Njemacka

e DAPI, Invitrogen, Eugene, Oregon, SAD

Otopine za alkalni komet test

e PBS pufer

Pufer je izraden otapanjem 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,15 g NaoHPO4 i 0,2 g KH2PO4 u 800
mL redestilirane vode.

e Otopina agaroze NMP 1 %
1 g agaroze NMP otopljeno je u 100 mL redestilirane vode zagrijavanjem iznad 90 °C.

e Otopina agaroze NMP 0,6 %

0,6 g agaroze NMP otopljeno je u 100 mL redestilirane vode zagrijavanjem iznad 90
0
C.

e Otopina agaroze LMP 0,5%
0,5 g agaroze LMP otopljeno je u 100 mL pufera PBS zagrijavanjem iznad 90 °C.
e Otopina H20; za pozitivnu kontrolu

11,5 uL. mati¢ne otopine vodikovog peroksida razrijedeno je s 1 mL redestilirane vode.
10 pL te otopine razrijedeno je s 1 mL pufera PBS ¢ime je dobivena radna otopina (1 mM)
H20:..

e Otopina za lizu stanica

Mati¢na otopina za lizu stanica izradena je otapanjem 146,4 g NaCl, 37,2 g Na,EDTA
dihidrata 1 1,2 g Trisa u 500 mL destilirane vode. Otopinom NaOH 10 M podeSena je
vrijednosti pH na 10 te je dodavano 10 g Na-laurilsarkozina. Po njegovom otapanju volumen

mati¢ne otopine podesen je na 890mL dodavanjem destilirane vode.
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Radna otopina za lizu izradena je dodavanjem 10 mL DMSO-a i 1 mL Tritona-X 100

u 89 mL mati¢ne otopine za lizu. Otopina se priprema svjeza i pohranjuje na temperaturu +4 °C
e Mati¢na otopina Na2EDTA (200 mM)

37.5 g Na,EDTA dihidrata je otopljeno u 900 mL destilirane vode.
e Mati¢na topina NaOH (10 M)

400 g NaOH je otopljeno u 1 L destilirane vode.
e Pufer za denaturaciju i elektroforezu

U 965 mL ohladene destilirane vode dodano je 30 mL otopine NaOH i 5 mL otopine

Na2EDTA.Otopina se priprema svjeza i rashladuje na +4 °C.
e Otopina etidijevog bromida

Mati¢na otopina etidijevog bromida izradena je otapanjem 20 mg etidijevog bromida u

100 mL destilirane vode i pohranjena na sobnoj temperaturi u mraku.

Radna otopina etidijevog bromida je izradena razrjedivanjem 1 mL mati¢ne otopine s 9

mL destilirane vode.

Otopine za mikronukleus test

e Priprema otopine mitomicina C
Mati¢na otopina mitomicina C izradena je otapanjem 2 mg MMC u 5 mL PBS pufera,
podijeljena u manje volumene (100 pL) u Eppendorf kivete, zamotana alu-folijom i pohranjena
na -20°C.
Radna otopina mitomicina C je izradena razrjedivanjem mati¢ne otopine s hranjivim
medijem RPMI 1640.

e Priprema maticne otopine s antibiotikom 1 %

1 mL otopine penicilina i streptomicina je dodano u 100 mL medija RPMI 1640.

Otopina se pohranjuje na +4 °C.

e Priprema mati¢ne otopine fitohemaglutinina
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5 mL medija RPMI 1640 je dodano u izvornu bocicu fitohemaglutinina. Otopina

se pohranjuje na +4 °C.

e Priprema otopine citohalazina-B

Matic¢na otopina citohalazina-B je izradena otapanjem 10 mg citohalazina-B u 2 mL
DMSO. Radna otopina je izradena razrjedenjem 1 mL mati¢ne otopine sa 9 mL medija RPMI

1640. Otopina se pohranjuje na -20 °C.
o Fiksir

Fiksir je izraden mijeSanjem 300 mL metanola i 100 mL ledene octene kiseline.
Pohranjuje se na +4 °C.
e Otopina Giemse 5,0%

Otopina Giemse je dobija se razrjedivanjem 5 mL mati¢ne otopine s 95 mL destilirane
vode.

Otopine za FISH
e 2XSSC

otopina 20X SSC je izradena otapanjem 175,2 g NaCl i 88,2 g Na-citrata u 800 mL
destilirane vode, podeSavanjem pH na 7,4 dodatkom koncentrirane HCI 1 nadopunjavanjem

destiliranom vodom do 1 L.

Otopina 2X SSC je izradena razrjedivanjem 1 mL 20X SSC otopine sa 9 mL destilirane

vode. Otopina se pohranjuje na +4 °C.
e otopina 2X SSC s 0,1 % Tween-a 20

Otopina 2X SSC s 0,1 % Tween-a 20 je izradena na jednak nacin kao i otopina 2X SSC
uz dodatak 100 puL Tween-a 20.

e Smjesa za hibridizaciju kromosoma 181 9

Smjesa za hibridizaciju sondi na kromosome 18 1 9 je izradena mijeSanjem po 2,3 pL

sondi LPEO18G i LPEOO9R s 3 uL hibridizacijske otopine, sukladno naputcima proizvodaca.
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3.1.2. Ispitanici

Za istrazivanja u uvjetima in vitro koriStena je puna venska krv dvaju odraslih
dobrovoljnih ispitanika muskog i Zenskog spola. Ispitanici pripadaju istoj dobnoj skupini, ne
puse, ne konzumiraju alkohol, ne pate od kroni¢nih bolesti, te u zadnjih 12 mjeseci prije
uzimanja krvi nisu uzimali lijekove niti prolazili medicinske dijagnosticke pretrage u skladu s
medunarodnim preporukama za ovu vrstu istrazivanja (Albertini i sur, 2000) te nisu prethodno
izlagani ispitivanim pesticidima. Ispitanici su prije davanja pristanka za sudjelovanje u
istrazivanju upoznati s problematikom i svrhom istrazivanja te da u svakoj etapi istrazivanja
mogu svojevoljno odustati i uskratiti pristanak na koristenje njihovog bioloSkog materijala u
istrazivanju bez ikakvih moguéih posljedica po njih. Ispitanici koji su pristali sudjelovati
potpisali su informirani pristanak. Istrazivanje je odobreno od strane Eti¢kog povjerenstva
Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada, ur.br. 100-21/14-5, klasa 01-18/14-02-2/6
od 11. lipnja 2014. godine i Medicinskog fakulteta ur. br. 380-59-10106-19-111/105, klasa
641/01/19-02/01 od 25. travnja 2019. godine. Puna krv je izvadena iz antekubitalne vene u

heparinizirane spremnike i neposredno nakon toga koriStena za istrazivanja.

3.1.3. Metode

3.1.3.1. Tretmani pune krvi pesticidima

Mati¢ne otopine klorpirifosa, imidakloprida, a-cipermetrina, terbutilazina te
tembotriona izradene su otapanjem pesticidnih djelatnih tvari u DMSO, dok je izvorna otopina
glifosata izradena otapanjem u redestiliranoj vodi. Radne otopine pesticida izradene su
razrjedivanjem mati¢nih otopina pesticida otapalima koriStenima za izradu mati¢nih otopina.

Pri izradi mati¢nih i radnih otopina nije doslo do precipitacije spoja.

1 mL pune krvi je tretirano u prisutnosti 1 mL medija RPMI 1640 pojedina¢no

otopinama pesticida u kona¢nim koncentracijama prikazanima u Tablici 1.
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Tablica 1. Koncentracije pesticida koriStene u tretmanima pune krvi u uvjetima in vitro

Pesticid Koncentracije (ug/mL
REL ADI AOEL

Klorpirifos? 0,000623 0,01666 0,0262
Imidakloprid® 0,3146 0,1 0,13
a-cipermetrin® 0,003643 0,025 0,262
Glifosat 2,91 0,5 3,5
Terbutilazin® 0,0008 0,000583 0,008
Tembotrion' 0,0012 0,17 0,002

a- USEPA (2011) REL — prihvatljiva razina izloZenosti pucanstva

b — EK (2008) ADI- prihvatljiv dnevni unos

¢ — EK (2004) AOEL- prihvatljiva izloZenost operatera

d — USEPA (2004)
e — USEPA (1995)
f— EFSA (2013)

Koncentracije pesticida su ekvivalenti referentnih toksikoloskih doza REL, ADI i
AOEL izracunati uz pretpostavku mase odraslog covjeka od 70 kg i volumena tjelesne tekucine
42 L (Guyton i sur, 1996). Kao negativna kontrola krv je tretirana suviskom medija (V = 20
uL), dok je kao pozitivna kontrola u mikronukleus testu krv tretirana otopinom mitomicina C
u konaénoj koncentraciji 1 pg/mL. Za kontrolu otapala je krv tretirana DMSO-om. Svi tretirani
uzorci su radeni u triplikatu. Krv je izlagana pesticidima inkubacijom 24 sata (Fenech, 2007)

na temperaturi od 37 °C, te 5 % CO u zraku.

Po zavrSetku tretmana krv je centrifugirana na 1000 okretaja 4 min, nakon Cega je
vakuum sisaljkom uklonjen supernatant. Krv je isprana fizioloSkom otopinom i ponovno
centrifugirana. Nakon uklanjanja supernatanta, sedimentirane krvne stanice koriStene su za

izradu preparata za alkalni komet test te inicijaciju kultura za mikronukleus test.

3.1.3.2. Alkalni komet test u uvjetima in vitro

Alkalni komet test za odredivanje primarnih osSte¢enja DNA je raden prema

standardnom protokolu (Lin i sur, 2013; Olive i Banath, 2006).

Na histoloska predmetna stakalca (Vitrognost Ultra) je dodano 300 uL otopine agaroze

NMP 1 % te pokriveno pokrovnicom 24x40 mm (Vitrognost) na 10 minuta. Pokrovnica je
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uklonjena, a stakalca s gelom dalje su su§ena 20 minuta na 50 °C, a potom na sobnoj temperaturi
preko no¢i. Na osuseni sloj agaroze dodano je 100 pL otopine agaroze NMP 0,6 %, pokriveno
pokrovnicom te ostavljeno na ledu 10 minuta kako bi gel polimerizirao prije skidanja

pokrovnice.

Svi preparati (kontrole i svaka tretirana koncentracija svakog pesticida) su izradeni u
triplikatu. 3 pL krvi iz tretmana je suspendirano u 300 pL otopine agaroze LMP 0,5 %
temperature 37 °C. 100 uL dobivene suspenzije stanica dodano je na sloj 0,6 % agaroze NMP
te pokriveno pokrovnicom i ostavljeno na ledu 10 minuta u svrhu brze polimerizacije gela i
inhibicije enzima u stanici. Pokrovnica je uklonjena i na preparate je dodan posljednji sloj od

100 pL agaroze LMP 0,5 % te pokriven pokrovnicom i ponovno ostavljen na ledu 10 minuta.

Pozitivna kontrola u alkalnom komet testu dobivena je dodatkom 50 pL radne otopine
H202 na sloj suspenzije krvi prethodno tretirane kao negativna kontrola, te pokrivanjem
pokrovnicom i drzanjem 5 minuta na ledu. Nakon tretmana pokrovnica je uklonjena, preparat
ispran redestiliranom vodom te ocijeden postavljanjem ukoso. Na preparat je stavljen posljednji

sloj agaroze LMP kako je opisano u prethodnom odlomku.

Preparatima su skinute pokrovnice te su uronjeni u svjeze pripremljenu i ohladenu na
+4 9C otopinu za lizu. Preparati su drzani u otopini preko noéi na +4 °C. Preparati su potom

prebadeni u uspravni kosi¢ s ohladenim (+4 °C) puferom za denaturaciju na 20 minuta.

Preparati su potom vodoravno poloZzeni u kadicu za elektroforezu (Horizon 11.14,
Whatman, Florham Park, NJ, USA) koja je sadrzavala svjeze pripremljen i rashladen (+4 °C)
pufer za elektroforezu. Elektroforeza je provedena na sobnoj temperaturi u trajanju od 20
minuta pri uvjetima konstantnog napona 1 V/cm i jakosti struje 300 mA podesene promjenom

volumena pufera.

Po zavrSetku elektroforeze preprati su isprani tri puta po 5 minuta redestiliranom vodom.
Dehidriranje preparata je provedeno njihovim ispiranjem Pasteurovom pipetom 70 %-tnim pa

96 %-tnim etanolom, nakon ¢ega su suseni na zraku.

Neposredno prije mikroskopske analize preparati su obojani dodavanjem 100 uL radne

otopine etidijevog bromida, pokriveni pokrovnicom i ostavljeni u mraku 10 minuta.

Analiza preparata alkalnog komet testa provedena je epifluorescencijskim
mikroskopom Olympus BX50 (Tokio, Japan). Pod objektivom poveéanja 20X primjenom
ra¢unalnog programa Comet Assay IV (InStem, Bangalore, Indija) analizirano je 100 nukleoida
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u triplikatu za svaki tretman. Duljina repa (um) i intenzitet repa (% DNA) su izmjereni prema
shemi (Slika 8) te zabiljezeni kao Excel tablica. Slike kometa dobivene su primjenom kamere

AVT Marlin FO46B IRF (Allied vision, Stadtroda, Germany).

3.1.3.3. Mikronukleus test
Mikronukleus test je izvoden prema smjernicama OECD-a (2016a).

Nakon posljednjeg ispiranja krvi tretirane pesticidima i uklanjanja supernatanta, talog u
kojem se uz ostale krvne stanice, eritrocite i trombocite nalaze i limfociti je resuspendiran. 0,5
mL te suspenzije dodano je u 6 mL medija RPMI 1640 obogacenog s 1 mL fetalnog govedeg
seruma te dodatkom 1 % (v/v) otopine penicilina i streptomicina, te 100 plL otopine
fitohemaglutinina. 44 h nakon pocetka kulture dodana je otopina citohalazina B u konacnoj
koncentraciji 6 pg/mL i nastavljena je inkubacija sljede¢ih 28 sati. Uzgoj stani¢nih kultura
proveden je u triplikatu za sve kontrole i tretmane. Inkubacija je provedena u aerobnim uvjetima
pri temperaturi 37 °C i 5 % COa.

Nakon 72 h inkubacije, kultura krvnih stanica je centrifugirana pri 800 okretaja 8
minuta, te je vakuum sisaljkom uklonjen supernatant. Talog je resuspendiran i ispran
fizioloSkom otopinom. Ponovljeno je centrifugiranje, odsisavanje supernatanta |
resuspendiranje taloga. Fiksacija limfocita je provedena dodatkom hladnog fiksira (+4 °C). Po
resuspendiranju, nastavilo se s centrifugiranjem pri istim uvjetima i uklanjanjem supernatanta.
Postupak fiksacije je ponavljan sve do dobivanja bistrog supernatanta i bijelog taloga limfocita.
Talog je resuspendiran u fiksiru te nakapan na predmetna stakalca. Preparati su suseni na sobnoj

temperaturi.

Neposredno prije analize preparati su obojani 5,0%-tnom otopinom Giemse u trajanju
od 10 minuta. Analiza obojanih preparata je provedena na svjetlosnom mikroskopu Olympus
CX51 (Tokio, Japan). Pri ukupnom povecanju 1000X po 1000 binuklearnih stanica je
analizirano na prisutnost ili odsutnost MN, NB ili NPB. Pri ukupnom povecanju 100X izbrojano
je 500 limfocita te je zabiljezen udio mono-, bi-, tri- i tetranuklearnih limfocita radi odredivanja

kinetike proliferacije pomoc¢u CBPI prema formuli (Fenech, 2007):
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M1+2XM2+3X(M3+M4)
N

CBPI =

gdje je: M1 = broj mononuklearnih limfocita
M2 = broj binuklearnih limfocita
M3 = broj trinuklearnih limfocita
M4 = broj tetranuklearnih limfocita
N = ukupan broj izbrojanih stanica po preparatu

Analize preparata kontrola i tretmana su napravljene u triplikatu.

3.1.3.4. FISH

FISH je proveden na preparatima dobivenim tehnikom mikronukleustesta za negativne

kontrole, te krv tretiranu najnizom koncentracijom svakog pesticida.

Za uspjesnost hibridizacije potrebno je osigurati dovoljnu udaljenost izmedu stanica na
preparatu. Zbog toga su preparati za FISH, nakon posljednjeg centrifugiranja i otklanjanja
supernatanta te resuspendiranja taloga izradeni nanoSenjem suspenzije limfocita na
mikroskopska stakla iznad vodene kupelji pri 50 °C, gdje su ostavljeni 10 minuta te potom

osu$eni na zraku.

Postupak hibridizacije je raden prema preporukama proizvodaca sondi. Preparati su
uronjeni na 5 min u otopini 2XSSC pri sobnoj temperaturi, nakon ¢ega su dehidrirani u nizu
otopina etanola 70%, 96% te 100% po 5 min uz kruzno gibanje na laboratorijskoj tresilici te

suSeni na zraku.

Hibridizacija je provedena na nacin da je prva polovica preparata hibridizirana za

autosome (18 i 9) te druga polovica za gonosome (X i Y).

Preparati su pripremljeni za hibridizaciju predzagrijavanjem na 37 °C 10 minuta u
termostatiranoj komori. Istovremeno su pripremljene sonde za hibridizaciju drzanjem u vodenoj
kupelji pri 37 °C 10 minuta. 7,6 pL hibridizacijske otopine (sonde za 2 kromosoma i medij za

hibridizaciju) je naneseno na preparat te odmah pokriveno sa pokrovnicom.

Denaturacija je provedena na grija¢oj plo¢i 4 minute na 82 °C. Pokrovnice su potom
zalijepljene fotografskim ljepilom te su preparati premjesteni u vlaznu komoru. Hibridizacija

je provedena inkubacijom na 37 °C preko no¢i.
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Nakon pazljivog skidanja pokrovnice provedeno je ispiranje dva puta po 3 minute u

otopini 2X SSC na 60 °C, te jednom po 2 minute u otopini 2X SSC s Tween-om 0,1 % na sobnoj

temperaturi. Preparati su dehidrirani u otopinama etanola 70 %, 96 % te 100 %, osuSeni, te

obojeni sa 20 uL. DAPI-ja sa sredstvom protiv gaSenja fluorescencije, pokriveni pokrovnicom

1 zalijepljeni. Preparati su drzani 10 minuta u mraku prije analize.

Analiza preparata za FISH provedena je epifluorescencijskim mikroskopom Olympus

AXT70 (Tokio, Japan). Pod objektivom povecanja 40X analizirano je 1000 jezgara binuklearnih

limfocita. Fotografije binuklearnih stanica dobivene su primjenom kamere Applied Imaging

ER-3339 i raCunalnog programa Cytovision v3.0 (Applied Imaging, Hampshire, UK).

Aneuploidne stanice su s obzirom na odstupanja od diploidnog stanja razvrstane u skupine

prema shemi prikazanoj na slici 13.

Vrsta
numericke
aberacije
kromosoma

Manjak kromosoma
(zeleno)

Visak kromosoma
(zeleno)

Manjak/visak
kromosoma (zeleno)

Pogresna razdioba
(malsegregacija)
kromosoma (zeleno)

Autosomi
muskog i
Zenskog
donora/
gonosomi
Zenskog
donora

(@]

D

Gonosomi
muskog
donora

o

Slika 13. Shematski prikaz binuklearnih stanica s razli¢itim vrstama numeric¢kih aberacija kromosoma n=2
nevezano o kojem se kromosomu radi [autosomi 9 ili 18 muskog i Zenskog te gonosom X Zenskog donora (A-D)]
odnosno kromosoma n=1 [gonosomi X i Y muskog donora (E-H)]. Zeleno su prikazani signali za aneuploidni, a

crveno za euploidni kromosom (prilagodeno iz Muzini¢ i sur (2019)).
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3.2. Istrazivanja u uvjetima in vivo

U uvjetima in vivo istrazili smo moguci genotoksi¢ni u¢inak insekticida a-cipermetrina

i herbicida tembotriona na gravidnim i doje¢im $takoricama soja Wistar. Takoder smo istrazili

1 mogu¢i genotoksi¢ni ucinak u njihovim mladuncima oba spola na indukciju primarnih

ostecenja DNA.

3.2.1. Materijali
Pesticidi (Pestanal Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt, Njemacka), >= 98 %

e -cipermetrin

e tembotrion

Pozitivna kontrola

e ciklofosfamid, Pestanal Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt, Njemacka, >= 98 %

Anestetici

e Narketan, djelatna tvar ketamin, otopina 10 %, Vetoquinol, UK

e Xylapan, djelatna tvar ksilazin, otopina 2 %, Vetoquinol, UK

Uzorkovanje krvi i jetre

e heparin 25 000 1U/5 mL ampule, Belupo, Koprivnica, Hrvatska
e NaCl, Kemika, Zagreb, Hrvatska
e NaEDTA dihidrat, Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt, Njemacka

Alkalni komet test

e agaroza normalne temperature talista (NMP, engl. normal melting point), Sigma

Aldrich, Merck, Darmstadt, Njemacka

e agaroza niske temperature talista (LMP, engl. low melting point), Sigma Aldrich,

Merck, Darmstadt, Njemacka
e NaCl, Kemika, Zagreb, Hrvatska
e redestilirana voda, Yasenka, VVukovar, Hrvatska
e KCI, Kemika, Zagreb, Hrvatska
e Na;HPO4, Kemika, Zagreb, Hrvatska
e KH2PO4, Kemika, Zagreb, Hrvatska
e NaEDTA dihidrat, Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt, Njemacka

e tri(hidroksimetil)aminometan (Tris), Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt, Njemacka
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e natrijev laurilsarkozinat, Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt, Njemacka
e DMSO, 99 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e NaOH, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e HCI, 36,5 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Triton X-100, 99 %, Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt, Njemacka

e etanol v/v 70 %

e etanol v/v 96 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e etidijev bromid, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Pufer za homogenizaciju tkiva
0,44 g NaCl i 0,89 g Na2EDTA dihidrata je otopljeno u 80 mL redestilirane vode.
Vrijednost pH je podesena na 7,5 dodatkom otopine NaOH, te je volumen pufera nadopunjen

redestiliranom vodom do 100 mL. Pufer se priprema svjez i pohranjuje na +4 °C.

Otopine za alkalni komet test

Otopine za alkalni komet test u uvjetima in vivo su izradene kako je opisano u
potpoglavlju 3.1.

e pufer PBS

e Otopina agaroze NMP 1 %

e Otopina agaroze NMP 0,6 %

e Otopina agaroze LMP 0,5 %

e Otopina za lizu stanica

e Matic¢na otopina Na,EDTA (200 mM)
e Mati¢na otopina NaOH (10 M)

e Pufer za denaturaciju i elektroforezu

e Otopina etidijevog bromida

3.2.2. Laboratorijske zivotinje
3.2.2.1. Podrijetlo i uzgoj zZivotinja

U pokusima su koriStene odrasle spolno zrele Stakorice (N=96) soja Wistar HsdBrlHan
starosti oko 90 dana i prosje¢ne mase 200 g na pocetku pokusa, i njihova mladunc¢ad oba spola
od okota do ulaska u pubertet (N=320). Zivotinje su uzgojene u Jedinici za uzgoj laboratorijskih
zivotinja Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada. Sve zivotinje tijekom pokusa su

drzane u nastambi za pokusne zivotinje s nadziranim mikroklimatskim uvjetima sukladno
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optimalnim uvjetima uzgoja: temperatura 20 — 22 °C, vlaznost zraka 40 — 60 % i odgovarajuce
osvjetljenje (12-satna izmjena svijetla i mraka). Zivotinje su hranjene standardnom prehranom
(4RF21 Complete feed for mice and rats, Mucedola, Settimo Milanese, Italija) te su imale
neogranien pristup vodi. Stakorice su vagane tijekom prva dva tjedna skotnosti dva puta
tjedno, a nakon toga svakog dana do kraja skotnosti i dva puta tjedno tijekom laktacije. Svi
postupci sa zivotinjama tijekom pokusa odobreni su od strane Etickog povjerenstva Instituta za
medicinska istrazivanja i medicinu rada, Ur. br. 100-21/14-6, klasa 01-18/14-02-2/6 od 11.
lipnja 2014. godine, Ministarstva poljoprivrede, Uprave za veterinarstvo i sigurnost hrane, Ur.
br. 525-10/0255-14-2, klasa UP/1-322-01/14-01/75 od 12. rujna 2014. godine, te Etickog
povjerenstva Prirodoslovno-matematickog fakulteta, Ur. br. 251-58-10617-19-178, klasa 643-
02/19-01/3 od 11. veljace 2019. godine.

3.2.2.2. Oplodnja zenki 1 raspodjela u skupine

Spolno zreli muzjaci pareni su sa zenkama u kavezima u omjeru 1:2 tijekom 1 dana i
noéi. Zenke kojima je iduceg dana utvrdena prisutnost spermija u ispirku rodnice smatraju se

oplodenima (spermij-pozitivnima) te je taj dan oznacen kao prvi dan skotnosti (G1).

Skotne Zenke su rasporedene u tri pokusne, negativnu i pozitivnu kontrolnu skupinu od
po tri Zenke priblizno jednake po prosje¢noj poéetnoj masi. U svakoj pokusnoj skupini zenke

su tretirane oralno gavazom.
3.2.3. Metode

3.2.3.1. Doze pesticida

Mati¢na otopina insekticida a-cipermetrina pripremljena je otapanjem u destiliranoj
vodi s dodatkom etanola u volumnom postotku 0,2%. Maticna otopina tembotriona
pripremljena je otapanjem u destiliranoj vodi. Radne otopine za tretman Stakorica pripravljene
su razrjedivanjem mati¢nih otopina do odgovaraju¢e koncentracije istim otapalom kojim su
pripremljene. Udio mati¢ne otopine u otapalu prilagodavao se u ovisnosti o promjenama mase

Stakorica 1 to na nacin da Zivotinje uvijek prime dozu volumena 1 mL.

Za tretman a-cipermetrinom Stakorice su izlagane dozama koje predstavljaju referntne
toksikoloske doze i relevantne su za izloZenost ljudske populacije (EK, 2004):

1) ADI = 0,001 mg/kg tj.m./dan

2) AOEL = 0,0015 mg/kg tj.m./dan

3) 1/100 LDsp = 0,57 mg/kg/tj.m./dan
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Za tretman tembotrionom Stakorice su izlagane dozama koje predstavljaju referntne

toksikoloske doze i relevantne su za izlozenost ljudske populacije (EFSA, 2013):

1) ADI = 0,0004 mg/kg tj.m./dan

2) AOEL = 0,0007 mg/kg tj.m./dan

3) 1/500 LDsp = 20 mg/kg tj.m./dan

Zenke iz skupine negativne kontrole tretirane su destiliranom vodom, dok su Zenke iz
skupine pozitivne kontrole tretirane otopinom ciklofosfamida u redestiliranoj vodi u dozi 5

mg/kg tj.t./dan od 16. dana gestacije kako bismo smanjili toksi¢nost na mladunce (Torres-
Mendoza i sur., 2014).

3.2.3.2. Tretmani zivotinja

Zrtvovanje i utvrdivanje genotoksi¢nosti za mladundad koja je indirektno, preko
placente ili maj¢inog mlijeka tretiranih majki eventualno bila izloZena pesticidima izvedeno je
u vremenskim to¢kama po zavrSetku tri faze razvoja: okot, zavrSetak laktacije, pubertet. Nakon
dojenja, po uspostavi estrusnog ciklusa ispitivanje je ucinjeno i na tretiranim majkama. Kada je
to bilo moguce pet muskih i pet Zenskih mladunaca Zrtvovano je iz istog legla. Ukoliko u leglu

nije bio dovoljan broj mladunaca, nadopunjen je mladuncima iz §to je moguce sli¢nijeg legla i

.....

Tocke Zrtvovanja i mjerenja razine primarnih o$teCenja DNA u jetri i leukocitima

mladunaca tretiranih majki:

1. tocka — zavrSetak gestacije

Skotne Zenke su tretirane svakodnevno u isto vrijeme od prvog dana gestacije do okota
(= 21 dan), s iznimkom pozitivne kontrole u kojem slu€aju su Zenke tretirane od 16. dana
gestacije. Unutar 24 sata nakon okota majke su anestezirane intraperitonealnom primjenom
doza 0,8 mL/kg tj.m. ketamina-narketana i 0,6 mL/kg tj.m. ksilazina-ksilapana, potom
iskrvarene presijecanjem karotida kako bi se skupili uzorci krvi iz vratne vene, a nakon ¢ega je
uzorkovana jetra, isprana fizioloskom otopinom i osusena stani¢evinom. Uzorkovan je dio jetre
koji je uronjen u pufer za homogenizaciju tkiva (+4 °C) u masenoj koncentraciji 19 mg jetre /

1 mL pufera. Zrtvovanje pet muskih i pet Zenskih mladunaca provedeno je dekapitacijom.
2. to¢ka — gestacija i laktacija do obijanja

Skotne Zenke koje su tretirane svakodnevno u isto vrijeme od prvog dana gestacije

nastavile su primati pesticide gavazom do obijanja mladunaca od majki 21. dana nakon okota,
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s iznimkom pozitivne kontrole u kojoj su Zenke tretirane od 16. dana gestacije. Zrtvovanje
zenki, pet mladunaca Zenki i pet mladunaca muzjaka provedeno je 21 dan nakon okota i nakon
odbijanja mladunaca od majki (ukupan tretman + 42 dana). Sve zivotinje u ovoj tocki su
Zrtvovane na naéin kojim su zrtvovane majke iz 1. to¢ke opisane u prethodnom odlomku.

Uzimanje uzoraka krvi i jetre provedeno je na identi¢an nacin.

3. tocka — gestacija i laktacija s prekidom tretmana do puberteta

Skotne zenke su tretirane svakodnevno u isto vrijeme od prvog dana gestacije do
odbijanja mladunaca od majki 21. dana nakon okota, s iznimkom pozitivne kontrole u kojoj su

zenke tretirane od 16. dana gestacije.

Nakon odbijanja mladunci iz svakog legla su odvojeni po spolu i prestalo se s tretmanom
pesticidima. Pracenje ulaska mladunaca u pubertet provedeno je od 35. dana starosti vizualnim
pregledom vanjskih znakova spolnog razvoja; odvajanja prepucija kod muzjaka i otvaranja
rodnice kod Zenki. Nakon utvrdenog otvaranja rodnice Zenkama su mikroskopski pregledani
ispirci rodnice da se utvrdi podetak estrusa. Zrtvovanje je provedeno nakon utvrdenog ulaska u
pubertet i to po pet muZjaka i pet Zenki. Zrtvovanje i uzorkovanje krvi i jetre provedeni su na
jednak nacin kao i u prethodnom slucaju. U ovom sluc¢aju mladunci $takora su indirektno preko
posteljice i maj¢inog mlijeka mogli biti izloZeni pesticidima kojima su tretirane majke u trajanju

+ 42 dana, nakon Cega je uslijedilo vrijeme bez tretmana od petnaestak dana.
4. tocka — laktacija

Za razliku od prijasnjih tretmana, da bi se odredilo samo moguce posljedicno
translaktacijsko djelovanje pesticida, majke smo poceli tretirati tek nakon okota do odbijanja
mladunaca od majki 21. dana starosti. Zrtvovanje majki, pet Zenki mladunaca i pet muZjaka

mladunaca i uzorkovanje tkiva provedeno je na jednak nacin kao $to je ranije opisano.

Krv je skupljena iz vratne vene u spremnike s heparinom, dok su komadi¢i jetre isprani
u hladnom PBS puferu i stavljeni u svjeze priredeni 1 ohladeni pufer za homogenizaciju tkiva

(+4 °C). Uzorci su odmah iskoristeni za izradu preparata alkalnog komet testa.

3.2.3.3. Alkalni komet test u uvjetima in vivo

Alkalni komet test u uvjetima in vivo raden je prema standardom protokolu OECD-a
(2016b).
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Prije izrade preparata alkalnog komet testa komadi jetre su usitnjeni laboratorijskim
Skaricama te staklenim Stapicem kako bi se dobila suspenzija stanica jetre. Usitnjavanje smo

radili u puferu za homogenizaciju tkiva, uronivsi pritom kivetu u posudu s usitnjenim ledom.
Predmetna stakalca su pripremljena na nacin kako je opisano u potpoglavlju 3.1.

Svi uzorci tkiva radeni su u triplikatu. Preparate na kojima smo utvrdivali razinu
primarnih oSte¢enja DNA izradili smo suspendirajuci 3 pL krvi u 300 pL otopine agaroze LMP
0,5%. Preparate za analizu razine primarnih oSte¢enja DNA u stanicama jetre poceli smo
izradivati suspendiranjem 30 pl. homogenizirane suspenzije stanica jetre u 300 pL agaroze
LMP 0,5%. Preparate obiju vrsti tkiva dalje smo obradivali na jednak nacin, i to kako je opisano

u potpoglavlju 3.1.
Postupak lize i denturacije preparata proveden je kao u potpoglavlju 3.1.

Za uzorke krvi elektroforezu smo proveli pri uvjetima konstantnog napona 1 V/cm, a za
uzorke jetre 0,75 V/cm. U oba slucaja jakost struje bila je 300 mA Sto smo podesili

podeSavanjem volumena pufera.

Postupak neutralizacije, dehidriranja, suSenja i bojanja preparata je napravljen kako je

opisano u potpoglavlju 3.1.

Analiza preparata alkalnog komet testa provedena je epifluorescencijskim
mikroskopom Olympus BX50 (Tokio, Japan). Pod objektivom povecanja 20X primjenom
ra¢unalnog programa Comet Assay IV (InStem, Bangalore, Indija) analizirano je 150 nukleoida
u triplikatu za svaki tretman. Duljina repa (um) i intenzitet repa (% DNA) su izmjereni prema
shemi (Slika 8) te zabiljezeni kao Excel tablica. Slike kometa dobivene su primjenom kamere
AVT Marlin FO46B IRF (Allied vision, Stadtroda, Germany).
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3.3. Statisti¢ke metode

Podaci o duljini repa i repnom intenzitetu iz alkalnog komet testa in vitro su obradeni
metodama deskriptivne statistike (srednja vrijednost, medijan, standardna devijacija). Podaci
nisu bili normalno raspodjeljeni (Kolmogorov Smirnov test). Podaci o duljini repa su
transformirani logaritmiranjem po bazi 10. Podaci o repnom intenzitetu su uvecani za 1 te
potom logaritmirani po bazi 10. Podaci za oba parametra nisu bili normalno distribuirani niti
nakon normalizacije podataka. Stoga smo za usporedivanje znacajnosti razlike izmedu kontrola
(negativna kontrola, pozitivna kontrola, kontrola otapala) koristili Mann-Witney U-test. Za
usporedivanje znacajnosti razlike izmedu negativne kontrole i tretiranih skupina koristili smo

Mann-Witney U-test.

Podatke 0 ucestalosti MN, NPB i NB te o0 CBPI smo obradili primjenom deskriptivne
statistike (srednja vrijednost, medijan, standardna devijacija). Za odredivanje znacajnosti
razlike u ucestalosti MN, NPB i NB izmedu kontrola (negativna kontrola, pozitivna kontrola i
kontrola otapala) te izmedu negativne kontrole i tretmana koristili smo hi kvadrat test. U sklopu
odredivanja CBPI znacajnost razlike u udjelu izbrojanih binuklearnih stanica izmedu kontrole
I tretmana smo odredili primjenom istog testa. Ukoliko je uocena znacajna razlika, usporeden

je udio mononuklearnih odnosno multinuklearnih (zbroj tri- i tetranuklearnih) stanica.

Znacajnost razlike u udjelu euploidnih stanica izmedu negativne kontrole i tretmana po
svakom kromosomu smo odredili hi kvadrat testom. Ukoliko je uoCena statisti¢ka znacajnost,
primjenom istog testa odredili smo znacajnost razlike u udjelu stanica s manjkom, viskom,
manjkom-viskom 1i/ili pogreSnom razdiobom kromosoma. Za prag statisticke znacajnosti
odreden je p < 0,05. Statisticka obrada provedena je u racunalnom programu Statistica
v13.5.0.17 (Statsoft, Tulsa, Oklahoma, SAD).

Za istrazivanja u uvjetima in vivo veli¢ina uzorka izraunata je prema sljede¢im hipotezama:
. H1. U mladunaca neovisno o dobi ne ocekuje se znacajan genotoksicni u¢inak.

. H2. Nesto izrazeniji u€inak mogao bi biti zabiljeZen u novorodenim mladuncima majki

tretiranih pesticidima tijekom skotnosti.

. H3. Po ulasku u pubertet ne ocekuje se vise nikakav ucinak tretmana majki pesticidima

tijekom graviditeta 1 laktacije na leukocite 1 stanice jetre mladuncadi.

Uz pretpostavke 1) jednakog ucinka u prve tri podskupine (negativna kontrola, doza

ADI i doza AOEL) i povisenog ucinka u podskupini najvise izlozenosti te 2) log-normalne
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distribucije podataka, minimalno povecanje ucinka koje ¢e se moci detektirati u najvisoj dozi

je 7-9 % za duljinu repa te 22 - 42 % za intenzitet repa u logaritmiranim vrijednostima.

U izvornim vrijednostima, ove bi vrijednosti odgovarale porastu od 4,6 do 6,0 um za
duljinu repa, pretpostavljajuci prosjecne vrijednosti u rasponu od 16 - 21 um za prve tri skupine
1. dijela pokusa (novorodeni mladunci), te porastu od 3,3 do 4,6 um u odnosu na ocekivane
prosjecne vrijednosti od 11 - 16 um za ostale dijelove pokusa (pubertet 1 laktacija). Za intenzitet
repa, minimalni porast u originalnim vrijednostima koji ¢e se mo¢i detektirati u skupini najvise
izlozenosti (doze temeljene na LDsg) bit ¢e u rasponu od 1,7 % do 2,9 % pri ocekivanim
prosjec¢nim vrijednostima od 1 - 3 % za 1. dio pokusa (novorodeni mladunci), odnosno 0,6 %
do 0,7 % pri o¢ekivanim prosjeénim vrijednostima 0,2 % - 0,8 % za ostale dijelove pokusa
(pubertet 1 laktacija). Ocekivane prosjecne vrijednosti duljine i intenziteta repa po skupinama
te prosjecne vrijednosti i standardne devijacije pripadnih logaritmiranih podataka izraCunate su
iz prethodnih neobjavljenih podataka za iste skupine Zivotinja. Svi izracuni provedeni su
koriste¢i standardne parametre za razinu znacajnosti (o= 0,05) i minimalnu snagu (f = 0,80).

Za izracun je koriSten program G*Power, verzija 3.1 (Faul i sur., 2007).

Podaci o duljini repa i repnom intenzitetu u alkalnom komet testu in vivo su obradeni na

nacin kako je opisano u prvom odlomku ovog potpoglavlja za alkalni komet test in vitro.

U svim navedenim analizama za prag statisticke znacajnosti postavljen je p < 0,05.
Statisticka obrada provedena je u racunalnom programu Statistica v13.5.0.17 (Statsoft, Tulsa,
Oklahoma, SAD).
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4, REZULTATI
4.1. Istrazivanja u uvjetima in vitro
4.1.1. Alkalni komet test

Rezultati alkalnog komet testa in vitro na leukocitima periferne krvi muskog donora

izlagane insekticidima i herbicidima 24 sata su prikazani na slici 14, odnosno slici 15.

Izlaganje klorpirifosu je dovelo do znacajnog povecanja duljine repa u odnosu na
negativnu kontrolu kod svih koncentracija, a ujedno i u odnosu na DMSO kao kontrolu otapala
pri dvije viSe koncentracije (Slika 14A). Izlaganje krvi imidaklopridu dovelo je do znacajnog
povecanja vrijednosti duljine repa samo pri koncentraciji od 0,13 ug/mL (AOEL) (Slika 14A),
dok je ucinak izlaganja a-cipermetrinu rezultirao znac¢ajnim povecanjem duljine repa kometa u
odnosu na negativnu kontrolu pri svim primijenjenim koncentracijama (Slika 14A). Svi
primijenjeni insekticidi pri svim primijenjenim koncentracijama uzrokuju znacajno povecanje
primarnih oSteéenja DNA iskazano parametrom intenziteta fluorescencije repa kometa (%

DNA u repu) u odnosu na negativnu kontrolu i kontrolu otapala (Slika 14B).

Izlaganje leukocita muskog donora glifosatu dovodi do povecanja intenziteta repa bez
uc¢inka na duljinu repa pri svim koncentracijama (Slika 15(A-B)). Kod triazinskog herbicida
terbutilazina pri viSoj koncentraciji uoceno je znacajno povecanje oba parametara komet testa
(Slika 15(A-B)). Izlaganje krvi tembotrionu dovodi do poveéanja vrijednosti intenziteta
fluorescencije repa pri svim primijenjenim koncentracijama (Slika 15B). Istovremeno duljina
repa pri nizim koncentracijama znacajno opada u odnosu na negativnu kontrolu, dok je pri

najvis$oj koncentraciji znacajno povecana u odnosu na kontrolu otapala (Slika 15A).
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Slika 14. Prikaz rezultata alkalnog komet testa na leukocitima muskog donora ¢ija je krv tretirana insekticidima
24 sata u uvjetima in vitro; duljina (A) i intenziteta repa (B). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija mjerenja na po 100 nukleoida u triplikatu. NK — negativna kontrola medij RPMI 1640, PK
— pozitivna kontrola H,0; 0,1 uM, DMSO - dimetilsulfoksid, * - statisticki znacajno u odnosu na negativnu

kontrolu, D — statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na DMSO (Mann-Witney U-test, p < 0,05).
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Slika 15. Prikaz rezultata alkalnog komet testa na leukocitima muskog donora ¢ija je krv tretirana herbicidima 24
sata u uvjetima in vitro: duljina (A) i intenziteta repa (B) herbicida. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
+ standardna devijacija mjerenja na po 100 nukleoida u triplikatu. NK — negativna kontrola medij RPMI 1640, PK
— pozitivna kontrola H202 0,1 pM, dH20 — redestilirana voda, DMSO — dimetilsulfoksid, * - statisti¢ki znacajno
u odnosu na negativnu kontrolu, V — statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na redestiliranu vodu, D — statisticki znac¢ajno
u odnosu na DMSO (Mann-Witney U-test, p < 0,05).
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Rezultati alkalnog komet testa in vitro na leukocitima zenskog donora, ¢iji uzorci
periferne krvi su izlagani insekticidima i herbicidima 24 sata prikazani su na slici 16, odnosno
slici 17.

Izlaganje leukocita zenskog donora klorpirifosu znacajno poveéava duljinu repa pri
koncentraciji 0,000623 pg/mL (REL), dok pri ostalim koncentracijama dolazi do znacajnog
smanjenja navedenog parametra (Slika 16A). Znacajno povecanje intenziteta fluorescencije
repa zamjecuje se jedino pri koncentraciji 0,01666 ug/mL (ADI) (Slika 16B). Imidakloprid je
doveo do znacajnog opadanja vrijednosti duljine repa pri koncentracijama 0,1 pg/mL (ADI) i
0,13 ug/mL (AOEL), te znacajnog porasta pri koncentraciji 0,3146 pg/mL (REL) (Slika 16A).
Pri koncentraciji 0,1 pg/mL (ADI) dolazii do zna¢ajnog smanjenja intenziteta repa (Slika 16B).
Tretman Kkrvi otopinom a-cipermetrina doveo je do povecanja intenziteta repa pri
koncentracijama koje predstavljaju doze REL i AOEL, pri ¢emu je samo kod druge to
poveéanje znacajno u odnosu na DMSO kao otapalo (Slika 16B). Pri koncentracijama koje
predstavljaju doze ADI i AOEL dolazi do zna¢ajnog povecanja duljine repa (Slika 16A).

Tretman krvi Zenskog donora otopinama glifosata u redestiliranoj vodi dovodi do
znacajnog povecanja duljine repa pri koncentraciji 0,5 ug/mL (ADI) (Slika 17A). Znacajno, ali
blago povecanje intenziteta zamjecuje se pri koncentraciji od 2,91 ug/mL (REL) (Slika 17B).
Pri svim primijenjenim koncentracijama terbutilazin 1 tembotrion zna€ajno su povecali razinu
primarnih oste¢enja DNA u vidu duljinerepa kao parametra komet testa (Slika 17A). Medutim,
spomenuto povecanje oStecenja DNA je praéeno povecanjem intenziteta samo pri
koncentracijama koje predstavljaju ekvivalent dozama AOEL za svaki spomenuti herbicid
(Slika 17B).
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Slika 16. Prikaz rezultata alkalnog komet testa na leukocitima Zenskog donora ¢ija je krv tretirana insekticidima
24 sata u uvjetima in vitro: duljina (A) i intenziteta repa (B) insekticida. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost = standardna devijacija mjerenja na po 100 nukleoida u triplikatu. NK — negativna kontrola medij RPMI
1640, PK — pozitivna kontrola H.0; 0,1 uM, DMSO — dimetilsulfoksid, * - statisticki zna¢ajno u odnosu na
negativnu kontrolu, D — statisticki zna¢ajno u odnosu na DMSO (Mann-Witney U-test, p < 0,05).
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Slika 17. Prikaz rezultata alkalnog komet testa na leukocitima Zenskog donora ¢ija je krv tretirana herbicidima 24
sata u uvjetima in vitro: duljina (A) i intenziteta repa (B) herbicida. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
+ standardna devijacija mjerenja na 100 nukleoida u triplikatu. NK — negativna kontrola medij RPMI 1640, PK —
pozitivna kontrola H.0,0,1 uM, DMSO — dimetilsulfoksid, * - statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na negativnu kontrolu,
V — statisti¢ki znacajno u odnosu na redestiliranu vodu, D — statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na DMSO (Mann-Witney
U-test, p < 0,05).
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4.1.2. Mikronukleus test

U mikronukleus testu izlaganje pune krvi muSkog donora trima razli¢itim
koncentracijama insekticida (Tablica 2), kao ni herbicida terbutilazina (Tablica 3), nije dovelo
do poveéanja razine sekundarnih oStecenja DNA niti do remecenja Kinetike proliferacije

limfocita stimuliranih na diobu mitogenom fitohemaglutininom.

Tretman pune krvi muSkog donora glifosatom i tembotrionom pokazao je moguci
citotoksi¢an i genotoksi¢an ucinak zabiljeZen parametrima mikronukleus testa (Tablica 3).
Izlaganje pune krvi muskog donora otopini glifosata pri koncentraciji 2,91 pg/mL (REL) dovelo
je do povecanja CBPI sugerirajuéi ubrzano dijeljenje stanica (Tablica 3). Pri koncentraciji 3,5
pg/mL (AOEL) zamjecuje se suprotan u¢inak na kinetiku proliferacije, usporavanje diobe
stanica (Tablica 3). Tembotrion pri svim primijenjenim koncentracijama uzrokuje povecanje
ucestalosti binuklearnih limfocita s mikronukleusima, pri ¢emu, pri dvije viSe koncentracije

AOEL i ADI, ujedno djeluje citostatski smanjenjem vrijednosti CBPI (Tablica 3).
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Tablica 2. Rezultati mikronukleus testa na limfocitima muskog donora. Puna krv izloZena je insekticidima u
uvjetima in vitro 24 h. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = standardna devijacija, te medijan mjerenja
za po 1000 binuklearnih limfocita s kromatinskim oSec¢enjima u triplikatu, odnosno mjerenja za po 500 limfocita

u triplikatu za odredivanje kinetike proliferacije.

Tretmani i koncentracije (ng/mL) Binuklearni limfociti s kromatinskim oste¢enjima | Kinetika
(Srednja vrijednost + standardna devijacija proliferacije
Medijan)
MN NB NPB CBPI
Negativna kontrola 3,00+ 1,00 1,67 +£2,89 0,33 +0,58 1,99 £0,22
3,00 0,00 0,00 1,87
DMSO 2,67+1,15 2,00 + 1,00 1,00 = 1,00 1,91 £ 0,05
2,00 2,00 1,00 1,90
Pozitivna kontrola 50,00 + 3,00* | 34,50+ 10,50* 5,00 + 5,00* 1,51+1,15*
50,00 34,50 5,00 1,51
Klorpirifos 0,01666 1,00 + 0,00 3,50+2,12 0,00 + 0,00 2,09+0,15
1,00 3,50 0,00 2,09
0,000623 2,50 + 3,54 1,00+ 1,41 0,50 £ 0,71 2,09+0,13
2,50 1,00 0,50 2,09
0,0262 1,00+ 1,00 4,00+ 2,00 0,00 + 0,00 1,97 £0,21
1,00 4,00 0,00 1,97
Imidakloprid 0,1 4,50+ 3,54 2,50+ 3,54 0,50 = 0,71 2,06+ 0,08
4,50 2,50 0,50 2,06
0,3146 1,50+ 1,50 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 2,03+0,14
1,50 0,00 0,00 2,03
0,13 0,50+ 0,50 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 2,13+ 0,08
0,50 0,00 0,00 2,13
a-cipermetrin 0,025 1,50+ 1,50 150+ 1,50 0,00 + 0,00 2,14 +0,10
1,50 1,50 0,00 2,14
0,003643 2,50+ 0,50 1,00 + 0,00 0,50+ 0,50 2,12 +0,09
2,50 1,00 0,50 2,12
0,262 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 2,13+0,13
0,00 0,00 0,00 2,13

Negativna kontrola je tretman suvi§kom medija RPMI 1640 (V = 20 pL)a pozitivna kontrola je tretman
mitomicinom C u koncentraciji 1 pg/mL 24 sata. DMSO — dimetilsulfoksid, MN — binuklearne stanice s
mikronukleusima, NB - binuklearne stanice s jezgrenim pupovima, NPB — binuklearne stanice s

nukleoplazmatskim mostovima, CBPI — indeks proliferacije stanica pod blokadom citokineze.

57



Tablica 3. Rezultati mikronukleus testa na limfocitima muskog donora. Puna krv izloZena je i herbicidima u
uvjetima in vitro 24 h. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija, te medijan mjerenja

za po 1000 binuklearnih limfocita s kromatinskim o$ec¢enjima u triplikatu, odnosno mjerenja za po 500 limfocita

u triplikatu za odredivanje kinetike proliferacije.

Tretmani i koncentracije (ng/mL) Binuklearni limfociti s kromatinskim Kinetika
oste¢enjima proliferacije
(Srednja vrijednost + standardna devijacija
Medijan)
MN NB NPB CBPI
Negativna kontrola 3,00+ 1,00 1,67 +£2,89 0,33+ 0,58 1,99 + 0,22
3,00 0,00 0,00 1,87
DMSO 2,67+1,15 2,00+ 1,00 1,00+ 1,00 1,91 £ 0,05
2,00 2,00 1,00 1,90
Pozitivna kontrola 50,00 £+ 3,00* | 34,50 +£10,50* | 5,00 £ 5,00* 1,51+1,15*
50,00 34,50 5,00 1,51
Glifosat 0,5 5,33+ 1,15 1,33+0,58 0,33+ 0,58 2,04 £ 0,05
6,00 1,00 0,00 2,06
2,91 3,00 £2,00 0,00 £+ 0,00 0,00 + 0,00 2,30+ 0,06*
3,00 0,00 0,00 2,27
3,5 5,67+ 0,58 1,33 +1,53 0,33 £0,58 1,73 £0,07*
6,00 1,00 0,00 1,74
Terbutilazin 0,000583 3,00 £ 2,65 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 1,96 £ 0,07
4,00 0,00 0,00 1,93
0,0008 2,00 + 1,00 0,00 =+ 0,00 0,33+ 0,58 2,00 + 0,04
2,00 0,00 0,00 2,01
0,008 4,00 + 4,00 0,00 =+ 0,00 0,33+ 0,58 2,04 + 0,06
4,00 0,00 0,00 2,03
Tembotrion 0,17 13,00 £+ 5,00* 0,33 +0,58 0,67 + 0,58 1,57 £ 0,05*
13,00 0,00 1,00 1,55
0,0012 7,00 = 1,73* 0,67 +0,58 0,33+ 0,58 1,98 £ 0,03
8,00 1,00 0,00 1,98
0,002 12,33 £6,51* 0,33 +0,58 0,00 + 0,00 1,56 £ 0,07*
12,00 0,00 0,00 1,57

Negativna kontrola je tretman suviskom medija RPMI 1640 (V = 20 uL), a pozitivna kontrola je tretman
mitomicinom C u koncentraciji 1 pg/mL 24 sata. DMSO — dimetilsulfoksid, MN — binuklearne stanice s
mikronukleusima, NB - binuklearne stanice s jezgrenim pupovima, NPB — binuklearne stanice s
nukleoplazmatskim mostovima, CBPI — indeks proliferacije stanica pod blokadom citokineze, * - statisti¢ki

znacajno u odnosu na negativnu kontrolu (p<0,05, hi kvadrat test).
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U limfocitima periferne krvi zenskog donora izlagane trima koncentracijama
insekticida, i trima koncentracijama herbicida terbutilazina u trajanju 24 h u uvjetima in vitro
nije zapazen genotoksi¢ni ucinak u vidu pojave sekundarnih osSte¢enja kromatina, niti
citostatski ili proliferacijski u vidu promjene vrijednosti CBPI (Tablica 4 i 5). Ne zamjecuje se
ni u¢inak na ucestalost sekundarnih oste¢enja DNA niti kinetiku proliferacije niti u izlaganju

pune Kkrvi glifosatu odnosno tembotrionu neovisno o primjenjenoj koncentraciji (Tablica 5).
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Tablica 4. Rezultati mikronukleus testa na limfocitima Zenskog donora. Puna krv izloZena je insekticidima u
uvjetima in vitro 24 h. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija, te medijan mjerenja
za po 1000 binuklearnih limfocita s kromatinskim o$te¢enjima u triplikatu, odnosno mjerenja za po 500 limfocita

u triplikatu za odredivanje kinetike proliferacije.

Tretmani i koncentracije (ng/mL) Binuklearni limfociti s kromatinskim ostecenjima | Kinetika
(Srednja vrijednost + standardna devijacija proliferacije
Medijan)
MN NB NPB CBPI
Negativna kontrola 8,67+1,15 0,33 +0,58 0,33 +0,58 1,95 +£0,03
8,00 0,33 0,33 1,96
DMSO 8,33 +£2,08 0,33 +0,58 0,00 £+ 0,00 2,10+ 0,08
9,00 0,33 0,00 2,11
Pozitivna kontrola 53,00 + 3,50* 37,80 £11,00* | 8,00+3,00* | 1,35+1,15*
53,00 37,80 8,00 1,35
Klorpirifos 0,01666 11,33 £3,21 0,67+ 1,15 0,00 + 0,00 2,01 £0,01
10,00 0,00 0,00 2,01
0,000623 6,67 £2,52 0,67 +0,58 0,00+ 0,00 | 2,00+0,03
7,00 1,00 0,00 2,01
0,0262 7,33+£1,53 0,33+ 0,58 0,00 + 0,00 1,97 £ 0,07
7,00 0,00 0,00 1,93
Imidakloprid | 0,10 10,67 4,16 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00 | 2,03+0,03
12,00 0,00 0,00 2,03
0,3146 8,33+ 1,53 0,67 +0,58 0,00 + 0,00 1,94 + 0,05
8,00 1,00 0,00 1,95
0,13 733+ 1,53 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00 | 2,04+0,03
7,00 0,00 0,00 2,03
a-cipermetrin | 0,025 8,67 +£3,79 0,33 +£0,58 0,33+ 0,58 2,05+ 0,05
9,00 0,00 0,00 2,05
0,003643 7,67 £2,52 1,33+ 1,15 0,67+ 1,15 1,96 + 0,02
8,00 2,00 0,00 1,95
0,262 11,33 +3,21 0,67 £0,58 1,00 £ 0,00 1,98 + 0,02
10,00 1,00 1,00 1,97

Negativna kontrola je tretman suvi§kom medija RPMI 1640 (V = 20 uL), a pozitivna kontrola je tretman
mitomicinom C u koncentraciji 1 pg/mL 24 sata. DMSO — dimetilsulfoksid, MN — binuklearne stanice s
mikronukleusima, NB - binuklearne stanice s jezgrenim pupovima, NPB — binuklearne stanice s

nukleoplazmatskim mostovima, CBPI — indeks proliferacije stanica pod blokadom citokineze.
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Tablica 5. Rezultati mikronukleus testa na limfocitima Zenskog donora. Puna krv izloZena je herbicidima u

uvjetima in vitro 24 h. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija, te medijan mjerenja

za po 1000 binuklearnih limfocita s kromatinskim o$e¢enjima u triplikatu, odnosno mjerenja za po 500 limfocita

u triplikatu za odredivanje kinetike proliferacije.

Tretmani i koncentracije (ng/mL)

Binuklearni limfociti s kromatinskim oste¢enjima

(Srednja vrijednost + standardna devijacija

Kinetika
proliferacije

Medijan)

MN NB NPB CBPI

Negativna kontrola 8,67+1,15 0,33 +0,58 0,33 +0,58 1,95+0,03
8,00 0,33 0,33 1,96

DMSO 8,33 +£2,08 0,33+ 0,58 0,00 + 0,00 2,10+ 0,08
9,00 0,33 0,00 2,11

Pozitivna kontrola 53,00 + 3,50* 37,80 +11,00* | 8,00+3,00* | 1,35+ 1,15*
53,00 37,80 8,00 1,35

Glifosat 0,5 8,67+ 5,51 1,00+1,73 0,67 1,15 1,96 £ 0,02
6,00 0,00 0,00 1,95

2,91 7,00 £+ 3,00 0,00 £ 0,00 0,33 +£0,58 2,01 +£0,02
7,00 0,00 0,00 2,02

3,5 9,67 +3,21 1,00 = 1,00 1,00 £ 1,00 2,07 +0,04
11,00 1,00 1,00 2,06

Terbutilazin | 0,000583 10,33 £1,53 0,33+ 0,58 0,00 + 0,00 1,90 £ 0,02
10,00 0,00 0,00 1,90

0,0008 7,67 +£2,08 0,00 £+ 0,00 0,33+ 0,58 1,93 £0,04
7,00 0,00 0,00 1,95

0,008 8,33 +£2,08 0,33 +0,58 0,33+ 0,58 1,91 £ 0,00
9,00 0,00 0,00 1,91

Tembotrion | 0,17 12,33+ 3,06 2,33+ 1,15 0,33+ 0,58 2,04+ 0,02
13,00 3,00 0,00 2,04

0,0012 11,67+ 1,53 0,67 0,58 1,33+1,53 | 2,00+0,03
12,00 1,00 1,00 2,01

0,002 8,33+0,58 2,33+ 1,53 0,67+ 1,15 | 1,97+0,07
8,00 2,00 0,00 1,97

Negativna kontrola je tretman suviskom medija RPMI 1640 (V = 20 uL), a pozitivna kontrola je tretman

mitomicinom C u koncentraciji 1 pg/mL 24 sata. DMSO — dimetilsulfoksid, MN — binuklearne stanice s

mikronukleusima, NB — binuklearne stanice s jezgrenim pupovima, NPB - binuklearne stanice s

nukleoplazmatskim mostovima, CBPI — indeks proliferacije stanica pod blokadom citokineze.
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Primjeri binuklearnih stanica sa razli¢itim vrstama kromatinskih o$tecenja su prikazani

na slici 18.

Slika 18. Fotografije binuklearnih limfocita sa i bez kromatinskih o$te¢enja vidljivin mikronukleus testom
bojanjem Giemsom. Na slici A prikazani su binuklearni limfociti iz pune krvi muskog donora tretirane glifosatom
koncentracije 2,91 ug/mL.Limfocit a) ne sadrzi kromatinsko o$te¢enje, a limfocit b) sadrzi mikronukleus. Na slici
B je prikazan binuklearni limfocit s dva mikronukleusa iz krvi muskog donora tretirane terbutilazinom u
koncentraciji 0,000583 pg/mL. Na slici C nalazi se binuklearni limfocit s jezgrenim pupom iz pune krvi muskog
donora tretirane terbutilazinom u koncentraciji 0,000583 pg/mL. Slika D prikazuje binuklearni limfocit s
mikronukleusom i nukleoplazmatskim mostom iz krvi Zenskog donora tretirane klorpirifosom u koncentraciji

0,01666 pg/mL.
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4.1.3. FISH analiza razdiobe kromosoma

Unato¢ izostanku genototoksi¢nog uc¢inka u mikronukleus testu na stanicama muskog
donora, svi insekticidi su remetili pravilnu razdiobu kromosoma 18, 9, X i Y na preparatima
binuklearnih limfocita hibridiziranim fluorescentnim sondama za pancentromerne dijelove
kromosoma (Tablica 6). Klorpirifos je pokazao najintenzivniji aneugeni u¢inak povecavajuci
ucestalost pogreSaka u razdvajanju i gubitak svih ispitivanih kromosoma. Ujedno, doveo je do
povecanog broja stanica s viskom kromosoma Y (Tablica 6). Sli¢no djelovanje zabiljeZili smo

I za imidakloprid. Njegovo aneugeno djelovanje rezultiralo je gubitkom svih pracenih
kromosoma bez u¢inka na pogreske u razdvajanju kromosoma (Tablica 6). O-cipermetrin nije

remetio pravilnu razdiobu kromosoma 18, medutim doveo je do gubitka ostalih kromosoma te

pogresaka u pravilnom razdvajanju kromosoma 9 (Tablica 6).

Tablica 7 prikazuje rezultate analize razdiobe kromosoma 18, 9, X i Y u limfocitima
muskog donora, tretiranima herbicidima glifosatom, terbutilazinom i tembotrionom. Svi
ispitivani herbicidi pokazali su aneugenu aktivnost remeteci pravilnu razdiobu kromosoma 18
1 9. Najizrazeniji aneugeni ucinak po oba kromosoma pokazao je glifosat (Tablica 7). Svi
ispitivani herbicidi uzrokovali su povecanje gubitka kromosoma Y (Tablica 7). Tembotrion je,
ujedno, povecao i udio stanica s istovremenom nulisomijom i bisomijom za kromosom Y
(Tablica 7). Nismo zabiljezili znacajan utjecaj herbicida na pravilnost razdiobe kromosoma X

u limfocitima muskog donora (Tablica 7).
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Tablica 6. Rezultati analize razdiobe kromosoma 18, 9, X i Y u binuklearnim limfocitma muskog donora nakon

24-satne izlozenosti uzoraka krvi insekticidima. Analizirano je 1000 binuklearnih limfocita. Praéene kategorije

objasnjene su na Slici 12.

0,003643

Kromosom | Tretman i | Postotak binuklearnih limfocita s poremeéajima u broju i razdiobi kromosoma
koncentracija
(ng/mL)

Manjak Visak Manjak/visak Pogresna razdioba
kromosoma kromosoma kromosoma kromosoma

18 Negativna kontrola 8,40 2,96 1,40 2,20
Klorpirifos 0,000623 | 11,60* 2,40 0,40 4,20*
Imidakloprid 0,10 11,80* 1,20 1,20 2,00
a-cipermetrin 7,80 1,40 1,20 3,80
0,003643

9 Negativna kontrola 4,00 7,20 1,20 4,20
Klorpirifos 0,000623 | 15,60* 7,40 0,60 6,30*
Imidakloprid 0,10 11,20* 6,40 1,40 3,40
a-cipermetrin 6,00* 7,00 1,20 5,60*
0,003643

X Negativna kontrola 1,60 9,20 0,00 2,60
Klorpirifos 0,000623 | 6,20* 9,00 0,00 5,00*
Imidakloprid 0,10 18,40* 8,20 0,00 1,80
a-cipermetrin 1,20* 2,80 0,00 1,60
0,003643

Y Negativna kontrola 4,80 7,20 0,00 2,40
Klorpirifos 0,000623 | 17,80* 9,00* 0,00 4,90*
Imidakloprid 0,10 9,00* 2,00 0,00 1,40
a-cipermetrin 6,80* 5,20 0,20 3,00

* - statisticki znac¢ajno u odnosu na negativnu kontrolu (p < 0,05, hi kvadrat test).
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Tablica 7. Rezultati analize razdiobe kromosoma 18, 9, X 1 Y u binuklearnim limfocitma muskog donora nakon

24-satne izloZenosti uzoraka krvi herbicidima. Analizirano je 1000 binuklearnih limfocita. Pracene kategorije

objasnjene su na Slici 12.

Kromosom | Koncentracija Postotak binuklearnih limfocita sa poremec¢ajima u broju i razdiobi kromosoma
(ng/mL) . — —— . .
Manjak Visak Manjak/visak Pogresna razdioba
kromosoma kromosoma kromosoma kromosoma
18 Negativna kontrola 8,40 2,96 1,40 2,20
Glifosat 0,5 6,37 16,28* 2,45 7,70*
Terbutilazin 10,88 6,34* 0,40 3,30
0,000583
Tembotrion 0,0012 15,41* 0,00* 0,00* 0,00*
9 Negativna kontrola 4,00 7,20 1,20 4,20
Glifosat 0,5 7,54* 12,60* 0,60 19,95*
Terbutilazin 5,90* 7,20 1,80 5,25
0,000583
Tembotrion 0,0012 13,76* 0,60* 1,80 5,25
X Negativna kontrola 1,60 9,20 0,00 2,60
Glifosat 0,5 2,90 0,38* 0,00 0,22*
Terbutilazin 2,76 0,35* 0,29 1,66
0,000583
Tembotrion 0,0012 2,94 1,97* 0,54 1,08
Y Negativna kontrola 4,80 7,20 0,00 2,40
Glifosat 0,5 34,25* 0,91* 0,00 1,85
Terbutilazin 5,90* 2,22* 0,41 1,48
0,000583
Tembotrion 0,0012 61,58* 0,16* 1,84* 1,00

* - statisticki znacajno u odnosu na negativnu kontrolu (p < 0,05, hi kvadrat test).
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Ispitivani insekticidi djelovali su aneugeno i na limfocite zenskog donora (Tablica 8).
Klorpirifos djeluje na kromosome 9 i X znacajno povecavajuc¢i udio hipoploidnih i
hiperploidnih binuklearnih limfocita (Tablica 8). Ujedno uzrokuje i pogreske u razdiobi
kromosoma X (Tablica 8). Imidakloprid djeluje povecavajuci hipo- i hiperploidiju kromosoma
9 (Tablica 8). Takoder znacajno povecava hipoploidiju kromosoma X (Tablica 8). O-
cipermetrin je znac¢ajno povecao hipoploidiju kromosoma 18 i X (Tablica 8).

Svi herbicidi su u limfocitima zenskog donora povecali ucestalost gubitka kromosoma
X (Tablica 9). Terbutilazin je smanjio ucestalost gubitka kromosoma 18, te povecao ucestalost

gubitka kromosoma 9 (Tablica 9). Pored znacajnog smanjenja hipoploidije tembotrion uzrokuje

1 znacajno povecanje hiperploidije kromosoma 18 (Tablica 9).
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Tablica 8. Rezultati analize razdiobe kromosoma 18, 9 i X u binuklearnim limfocitma zenskog donora nakon 24-

satne izloZenosti uzoraka krvi insekticidima. Analizirano je 1000 binuklearnih limfocita. Pradene kategorije

objasnjene su na Slici 12.

0,003643

Kromosom | Koncentracija Postotak binuklearnih limfocita sa poremec¢ajima u broju i razdiobi kromosoma
(ng/mL) . — —— - .
Manjak Visak Manjak/visak Pogresna razdioba
kromosoma kromosoma kromosoma kromosoma
18 Negativna kontrola 28,26 4,41 0,80 2,40
Klorpirifos 0,000623 | 28,83 6,96 0,20 1,00
Imidakloprid 0,10 24,40 4,40 0,00 0,80
a-cipermetrin 37,47* 3,41 0,80 1,60
0,003643
9 Negativna kontrola 22,24 5,81 0,40 2,40
Klorpirifos 0,000623 | 33,80* 9,94* 0,20 2,19
Imidakloprid 0,10 42,94* 14,72* 1,00 4,03
a-cipermetrin 26,40 4,00 0,40 1,60
0,003643
X Negativna kontrola 13,37 10,00 0,60 1,60
Klorpirifos 0,000623 | 19,60* 15,40* 0,80 4,40*
Imidakloprid 0,10 70,20* 0,60* 0,00 0,20*
a-cipermetrin 87,28* 0,40* 0,20 0,60

* - statisticki znacajno u odnosu na negativnu kontrolu (p < 0,05, hi kvadrat
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Tablica 9. Rezultati analize razdiobe kromosoma 18, 9 1 X u binuklearnim limfocitima Zenskog donora nakon 24-
satne izloZenosti uzoraka krvi herbicidima. Analizirano je 1000 binuklearnih limfocita. Pracene kategorije

objasnjene su na Slici 12.

Kromosom | Koncentracija Postotak binuklearnih limfocita sa poremecajima u broju i razdiobi
(ng/mL) kromosoma
Manjak Visak Manjak/visak Pogresna
kromosoma kromosoma kromosoma razdioba
kromosoma
18 Negativna kontrola 28,26 441 0,80 2,40
Glifosat 0,5 23,86 3,78 0,00 1,79
Terbutilazin 0,000583 | 19,52* 4,58 0,20 1,00
Tembotrion 0,0012 18,20* 11,40* 1,60 1,60
9 Negativna kontrola 22,24 5,81 0,40 2,40
Glifosat 0,5 18,49 3,18 0,00 1,19
Terbutilazin 0,000583 | 38,84* 4,58 0,20 2,60
Tembotrion 0,0012 19,40 7,40 0,80 2,20
X Negativna kontrola 13,37 10,00 0,60 1,60
Glifosat 0,5 71,00* 2,00* 0,60 1,20
Terbutilazin 0,000583 | 31,86* 1,60* 1,00 1,00
Tembotrion 0,0012 77,40* 1,00* 0,20 0,80

* - statisticki znacajno u odnosu na negativnu kontrolu (p < 0,05, hi kvadrat test).

Primjeri fotografija jezgara binuklearnih limfocita s razlicitim stanjima ploidije

prikazani su na slici 19.
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Slika 19. Fotografije jezgara binuklearnih limfocita iz uzoraka krvi tretiranih pesticidima s razli¢itim oblicima
ploidije. Zeleni signali predstavljaju centromere kromosoma 18 (A-C), te kromosoma X (D-F). Crveni signali
predstavljaju centromere kromosoma 9 (A-C), te kromosoma Y (D i F). Jezgre su obojane DAPI-jem. .(A)
euploidna stanica iz krvi zenskog donora tretirane terbutilazinom u koncentraciji 0,000583 pg/mL s uobi¢ajenom
raspodjelom kromosoma 18 i 9, (B) stanica iz krvi zenskog donora tretirane a-cipermetrinom u koncentraciji
0,003643 pg/mL s pogresnom razdiobom jednog kromosoma 18, (C) stanica iz krvi Zenskog donora tretirane
klorpirifosom u koncentraciji 0,000623 pg/mL s gubitkom jednog kromosoma 18 i s s dodatnim gubitkom jednog
kromosoma 9 u mikronukleusu, (D) euploidna stanica iz krvi muskog donora negativne kontrole s uobi¢ajenom
raspodjelom kromosoma X i Y u muskog donora, (E) euploidna stanica iz krvi zenskog donora tretirane
klorpirifosom u koncentraciji 0,000623 ug/mL s uobi¢ajenom raspodjelom kromosoma X, (F) stanica iz krvi
muskog donora tretirane imidaklopridom u dozi 0,1 pg/mL s gubitkom jednog kromosoma X i uobi¢ajenom

raspodjelom kromosoma Y.
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4.2. Istrazivanja u uvjetima in vivo
4.2.1. Alkalni komet test na odraslim Stakoricama

Rezultati alkalnog komet testa u uvjetima in vivo na leukocitima gravidnih i/ili dojecih
Stakorica soja Wistar izlaganima trima dozama a-cipermetrina su prikazani na Slici 20.. U
Stakorica zrtvovanih unutar 24 h nakon okota dolazi do znacajnog povecanja duljine repa u
odnosu na negativnu kontrolu pri dozi 0,57 mg/kg tj.m./dan (1/100 LDso) (Slika 20A), odnosno
znacajnog povecanja intenziteta repa pri dozi 0,015 mg/kg tj.m./dan (AOEL) (Slika 20B). Kod
Stakorica Zrtvovanih nakon odbijanja od mladunaca jedini znacajni ucinak na indukciju
primarnih o$tecenja zamijecen je u vidu povecanja vrijednosti duljine repa u leukocitima pri
dozi 0,015 mg/kg tj.m./dan (AOEL) (Slika 20C i 20G). Kod Stakorica zrtvovanih nakon ulaska
njihovih mladunaca u pubertet dolazi do zna¢ajnog povecanja duljine repa pri dozi 0,015 mg/kg
tj.m./dan (AOEL) (Slika 20E), odnosno znacajnog povecanja intenziteta repa pri dozi 0,010
mg/kg tj.m./dan (ADI) (Slika 20F).
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Slika 20. Rezultati alkalnog komet testa in vivo na leukocitima majki izlozenih a-cipermetrinu. Prikazani su duljina
i intenzitet repa tretmana nakon gestacije (A,B), nakon tretmana tijekom gestacije i laktacije sa zrtvovanjem nakon
odbijanja (C, D), nakon ulaska mladunaca u pubertet (E, F), te nakon tretmana isklju¢ivo tijekom laktacije (G, H).
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD mjerenja na 3 Zivotinje po dozi. Analizirano je 150 nukleoida
u triplikatu. NK — negativna kontrola (redestilirana voda), PK — pozitivna kontrola (ciklofosfamid u dozi 5 mg/kg
tj.m./dan). * - statisticki zna¢ajno u odnosu na NK (p < 0,05, Mann-Witney U test).
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Rezultati alkalnog komet testa u uvjetima in vivo na stanicama jetre gravidnih i/ili
dojecih Stakorica soja Wistar izlaganima trima dozama a-cipermetrina su prikazani na Slici 21.
Ni u jednoj skupini niti u bilo kojoj tocki zrtvovanja nismo zamijetili znacajnu indukciju

primarnih o$te¢enja DNA u odnosu na negativnu kontrolu.
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Slika 21. Rezultati alkalnog komet testa in vivo na stanicama jetre majki izloZenih a-cipermetrinu. Prikazani su
duljina odnosno intenzitet repa tretmana tijekom gestacije (A,B), nakon tretmana tijekom gestacije i laktacije sa
zrtvovanjem nakon odbijanja (C, D), nakon ulaska mladunaca u pubertet (E, F), te nakon tretmana tretmana
iskljucivo tijekom laktacije (G, H). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD mjerenja na 3 Zivotinje po
dozi. Analizirano je 150 nukleoida u triplikatu. NK — negativna kontrola (redestilirana voda), PK — pozitivna
kontrola (ciklofosfamid u dozi 5 mg/kg tj.m./dan) * - statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na NK (p < 0,05, Mann-Witney
U test).
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Rezultati alkalnog komet testa u uvjetima in vivo na leukocitima gravidnih i/ili dojecih
Stakorica soja Wistar izlaganima trima dozama tembotriona prikazani su na Slici 22. Pri
izlaganju Stakorica tembotrionu doslo je do znacajnog genotoksi¢nog ucinka u vidu povecanja
razine primarnih oste¢enja DNA.. Znacajno su povecane vrijednosti obaju parametara komet

testa u odnosu na negativnu kontrolu u svim tretmanima i svim tockama zrtvovanja (Slika 22(A-

H)).
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Slika 22. Rezultati alkalnog komet testa u uvjetima in vivo na leukocitima majki izlozenih tembotrionu. Prikazani
su duljina i intenzitet repa nakon tretmana tijekom gestacije (A, B), tretmana tijekom gestacije i laktacije sa
zrtvovanjem nakon odbijanja (C, D), majki Zrtvovanih nakon ulaska mladunaca u pubertet (E, F), te nakon
tretmana iskljuéivo tijekom laktacije (G, H). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD mjerenja na 3
zivotinje po dozi. Analizirano je 150 nukleoida u triplikatu. NK — negativna kontrola (redestilirana voda), PK —
pozitivna kontrola (ciklofosfamid u dozi 5 mg/kg tj.m./dan) * - statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na NK (p < 0,05,
Mann-Witney U test).
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Rezultati alkalnog komet testa u uvjetima in vivo na stanicama jetre gravidnih i/ili
dojecih stakorica soja Wistar izlaganima trima dozama tembotriona prikazani su na Slici 23.
Kao 1 kod leukocita, u jetri Stakorica zrtvovanih 24 h nakon okota dolazi do znac¢ajnog porasta
duljine i intenziteta repa u odnosu na negativnu kontrolu (Slika 23(A-B)). U Stakorica tretiranih
iskljucivo tijekom laktacije i Zrtvovanim nakon odbijanja od mladunaca zamijetili smo znacajan
porast duljine repa u odnosu na negativnu kontrolu pri dozi 20 mg/kg tj.m./dan (Slika 23G).
Kod S$takorica tretiranih tijekom gestacije i laktacije te Zrtvovanih nakon odbijanja doslo je do
znacajnog porasta duljine repa pri dozama 0,0007 i 20 mg/kg tj.m./dan (Slika 23C) te intenziteta
repa pri svim dozama (Slika 23D). Nakon prestanka tretmana i ulaska mladunaca u pubertet jo$
uvijek dolazi do znacajnog povecanja intenziteta repa pri svim dozama u odnosu na negativnu
kontrolu (Slika 23F), dok je duljina repa znacajno povecana tek pri dozi od 20 mg/kg tj.m./dan
(Slika 23E).
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Slika 23. Rezultati alkalnog komet testa u uvjetima in vivo na stanicama jetre majki izlozenih tembotrionu.

Prikazani su duljina i intenzitet repa nakon tretmana tijekom gestacije (A, B), tretmana dodatno tijekom gestacije

i laktacije sa zrtvovanjem nakon odbijanja (C, D), majki zrtvovanih nakon ulaska mladunaca u pubertet (E, F), te

nakon tretmana iskljucivo tijekom laktacije (G, H). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD mjerenja na

3 Zivotinje po dozi. Analizirano je 150 nukleoida u triplikatu. NK — negativna kontrola (redestilirana voda), PK —

pozitivna kontrola (ciklofosfamid u dozi 5 mg/kg tj.m./dan) * - statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na NK (p < 0,05,

Mann-Wit

ney U test).
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4.2.2. Alkalni komet test na mladuncima

Slike 24 i 25 prikazuju rezultate alkalnog komet testa u uvjetima in vivo na leukocitima
mladunaca muskog i zenskog spola Cije su majke izlagane o-cipermetrinu. NajizraZenije
povecéanje primarnih oSte¢enja DNA zabiljezeno je nakon tretmana zenki tijekom gestacije i to
u vidu povecéanja vrijednosti intenziteta fluorescencije repa u muskih mladunaca pri dozi 0,010
mg/kg tj.m./dan (Slika 24B). Kod Zenskih mladunaca nije utvrden genotoksi¢an ucinak ni u
vidu povecanja vrijednosti duljine repa ni intenziteta (Slika 25(A-B)). Kod mladunaca majki
izlaganih isklju¢ivo tijekom perioda laktacije, doza od 0,57 mg/kg tj.m./dan (1/100 LDso)
uzrokovala je znacajan porast duljine repa u odnosu na negativnu kontrolu u mladunaca obaju
spolova (Slike 24G i 25G). U mladunaca zrtvovanih nakon odbijanja od majki izlaganih tijekom
gestacije i laktacije utvrdili smo poveéanja intenziteta repa kod muskih mladunaca pri dozi
0,010 mg/kg tj.m./dan (ADI) (Slika 24D). Nakon ulaska mladunaca u pubertet zabiljezili smo
znacajna povecanja duljine repa u odnosu na negativnu kontrolu pri dozama 0,010 mg/kg
tj.m./dan (ADI) i 0,57 mg/kg tj.m./dan (1/100 LDsp) u mladunaca muskog spola (Slika 24E).
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Slika 24. Rezultati alkalnog komet testa (duljina i intenzitet repa) u uvjetima in vivo na leukocitima muskih
mladunaca majki svakodnevno izlozenih a-cipermetrinu tijekom: gestacije i Zzrtvovanima nakon okota (A,B);
gestacije i laktacije 1 zrtvovanima nakon odbijanja (C, D); gestacije i laktacije i Zrtvovanima nakon ulaska
mladunaca u pubertet (E, F), laktacije i Zrtvovanima nakon odbijanja (G, H). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + SD mjerenja na 5 zivotinja po dozi. Analizirano je 150 nukleoida u triplikatu. NK — negativna kontrola
(redestilirana voda), PK — pozitivna kontrola (ciklofosfamid u dozi 5 mg/kg tj.m./dan). * - statisti¢ki znac¢ajno u
odnosu na NK (p < 0,05, Mann-Witney U test).
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Slika 25. Rezultati alkalnog komet testa (duljina i intenzitet repa) u uvjetima in vivo na leukocitima Zenskih
mladunaca majki svakodnevno izlozeniha-cipermetrinu tijekom: gestacije i zrtvovanima nakon okota (A,B);
gestacije i laktacije i zrtvovanima nakon odbijanja (C, D); gestacije i laktacije i Zzrtvovanima nakon ulaska
mladunaca u pubertet (E, F), laktacije i Zrtvovanima nakon odbijanja (G, H). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost = SD mjerenja na 5 Zivotinja po dozi. Analizirano je 150 nukleoida u triplikatu. NK — negativna kontrola
(redestilirana voda), PK — pozitivna kontrola (ciklofosfamid u dozi 5 mg/kg tj.m./dan). * - statisti¢ki znagajno u
odnosu na NK (p < 0,05, Mann-Witney U test).
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Slike 26 i 27 prikazuju rezultate alkalnog komet testa u uvjetima in vivo na stanicama
jetre mladunaca muskog i Zenskog spola majki tretiranih a-cipermetrinom. U stanicama jetre
najizrazeniji genotoksi¢ni ucinak u vidu nastanka primarnih o$te¢enja zamijetili smo u
mladuncima majki tretiranih tijekom gestacije do okota (Slika 26B odnosno 27B). Tretman
Stakorica tijekom laktacije doveo je do znacajnog povecéanja vrijednosti duljine repa U odnosu
na negativnu kontrolu pri dozi 0,57 mg/kg tj.m./dan (1/100 LDso) u mladunaca oba spola, te
dodatno pri dozi 0,015 mg/kg tj.m./dan (AOEL) u Zenskih mladunaca (Slike 26G i 27G). U
muskim mladuncima Zrtvovanim nakon odbijanja ¢ije su majke tretirane tijekom gestacije i
laktacije zabiljezili smo znacajan porast vrijednosti intenziteta repa u odnosu na negativnu
kontrolu pri svim dozama (Slika 26D), dok je kod Zenskih mladunaca tako znacajan porast
intenziteta repa bio vidljiv samo pri dozi 0,010 mg/kg tj.m./dan (ADI) (Slika 27D). Nakon
ulaska mladunaca u pubertet dolazi do znac¢ajnog povecanja duljine repa u 0odnosu na negativnu
kontrolu pri dozi 0,010 mg/kg tj.m./dan (ADI) (Slike 26E i 27E).
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Slika 26. Rezultati alkalnog komet testa (duljina i intenzitet repa) u uvjetima in vivo na stanicama jetre muskih
mladunaca majki svakodnevno izlozenih a-cipermetrinu tijekom: gestacije i zrtvovanima nakon okota (A,B);
gestacije i laktacije i Zrtvovanima nakon odbijanja (C, D); gestacije i laktacije i Zrtvovanima nakon ulaska
mladunaca u pubertet (E, F), laktacije i Zrtvovanima nakon odbijanja (G, H). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost = SD mjerenja na 5 Zivotinja po dozi. Analizirano je 150 nukleoida u triplikatu. NK — negativna kontrola
(redestilirana voda), PK — pozitivna kontrola (ciklofosfamid u dozi 5 mg/kg tj.m./dan). * - statisti¢ki znagajno u
odnosu na NK (p < 0,05, Mann-Witney U test).
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Slika 27. Rezultati alkalnog komet testa (duljina i intenzitet repa) u uvjetima in vivo na stanicama jetre Zenskih
mladunaca majki svakodnevno izlozenih a-cipermetrinu tijekom: gestacije i Zrtvovanima nakon okota (A, B);
gestacije i laktacije i Zrtvovanima nakon odbijanja (C, D); gestacije i laktacije i Zrtvovanima nakon ulaska
mladunaca u pubertet (E, F), laktacije i Zrtvovanima nakon odbijanja (G, H). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost = SD mjerenja na 5 Zivotinja po dozi. Analizirano je 150 nukleoida u triplikatu. NK — negativna kontrola
(redestilirana voda), PK — pozitivna kontrola (ciklofosfamid u dozi 5 mg/kg tj.m./dan). * - statisti¢ki znagajno u
odnosu na NK (p < 0,05, Mann-Witney U test).
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Rezultati alkalnog komet testa u uvjetima in vivo na leukocitima mladunaca majki
izlaganih tembotrionu prikazani su na Slici 28 za mladunce muskog i Slici 29 za mladunce
zenskog spola. Najizrazeniji genotoksi¢ni ucinak u vidu znafajnog porasta vrijednosti
intenziteta repa u odnosu na negativnu kontrolu zamijetili smo u mladuncima oba spola
zrtvovanima nakon okota (Slike 28B i 29B). Znacajan porast vrijednosti intenziteta repa U
odnosu na negativnu kontrolu vidljiv je i u mladunaca oba spola majki tretiranih tijekom
laktacije (Slika 28H i 29H). Dodatno kod zenskih mladunaca dolazi do znacajnog porasta
duljine repa u odnosu na negativnu kontrolu pri dozi 20 mg/kg tj.m./dan (1/500 LDsp) (Slika
29G),. Porast intenziteta repa je znacajan U odnosu na negativnu kontrolu i u mladunaca
zrtvovanih nakon odbijanja od majki tretiranih tijekom gestacije i laktacije (Slike 28D i 29D).
Nakon ulaska muskih mladunaca u pubertet zabiljezili smo znacajno povecanje vrijednosti
intenziteta repa pri dozama 0,0004 i 0,0007 mg/kg tj.m./dan (ADI i AOEL) (Slika 28F), dok
smo kod Zenskih mladunaca uo¢ili zna¢ajno povecéanje vrijednosti intenziteta repa u odnosu na

negativnu kontrolu pri svim dozama (Slika 29F).
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Slika 28. Rezultati alkalnog komet testa (duljina i intenzitet repa) u uvjetima in vivo na leukocitima muskih
mladunaca majki svakodnevno izlozenih tembotrionu tijekom: gestacije i Zrtvovanima nakon okota (A,B);
gestacije i laktacije i zrtvovanima nakon odbijanja (C, D); gestacije i laktacije i Zzrtvovanima nakon ulaska
mladunaca u pubertet (E, F), laktacije i Zrtvovanima nakon odbijanja (G, H).Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost = SD mjerenja na 5 Zivotinja po dozi. Analizirano je 150 nukleoida u triplikatu. NK — negativna kontrola
(redestilirana voda), PK — pozitivna kontrola (ciklofosfamid u dozi 5 mg/kg tj.m./dan). * - statisti¢ki znagajno u
odnosu na NK (p < 0,05, Mann-Witney U test).
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Slika 29. Rezultati alkalnog komet testa (duljina i intenzitet repa) u uvjetima in vivo na leukocitima Zenskih
mladunaca majki svakodnevno izlozenih tembotrionu tijekom: gestacije i Zrtvovanima nakon okota (A,B);
gestacije i laktacije i zrtvovanima nakon odbijanja (C, D); gestacije i laktacije i Zrtvovanima nakon ulaska
mladunaca u pubertet (E, F), laktacije i Zrtvovanima nakon odbijanja (G, H). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost = SD mjerenja na 5 zivotinja po dozi. Analizirano je 150 nukleoida u triplikatu. NK — negativna kontrola
(redestilirana voda), PK — pozitivna kontrola (ciklofosfamid u dozi 5 mg/kg tj.m./dan). * - statisti¢ki znagajno u
odnosu na NK (p < 0,05, Mann-Witney U test).
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Rezultati alkalnog komet testa na stanicama jetre u uvjetima in vivo za muske mladunce
majki izlaganih tembotrionu prikazani su slikom 30, a za zenske slikom 31. Kod mladunaca
majki tretiranih tijekom gestacije uocili smo povecanu genotoksicnost u vidu znacajnog
povecanja oba parametra primarnih oSte¢enja DNA u odnosu na negativnu kontrolu (Slika
30(A-B) i Slika 31(A-B)). U mladuncima majki tretiranih tijekom laktacije takoder je doSlo do
znacajnog povecanja razine primarnih o$te¢enja U odnosu na negativnu kontrolu (Slika 30H i
31(G-H)). Kod mladunaca majki tretiranih tijekom gestacije i laktacije zabiljezili smo znacajan
porast vrijednosti intenziteta repa u odnosu na negativnu kontrolu pri zrtvovanju nakon
odbijanja (Slika 30D i 31D). Nakon ulaska u pubertet zamijetili smo zna¢ajno povecanje
intenziteta repa u odnosu na negativnu kontrolu pri dozama 0,0004 i 0,0007 mg/kg tj.m./dan
(ADI i AOEL) u muskim mladuncima (Slika 30F), te pri dozama 0,0004 i 20 mg/kg tj.m./dan
(Slika 31F).
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Slika 30. Rezultati alkalnog komet testa (duljina i intenzitet repa) u uvjetima in vivo na stanicama jetre muskih
mladunaca majki svakodnevno izlozenih tembotrionu tijekom: gestacije i Zrtvovanima nakon okota (A,B);
gestacije i laktacije i zrtvovanima nakon odbijanja (C, D); gestacije i laktacije i Zzrtvovanima nakon ulaska
mladunaca u pubertet (E, F), laktacije i Zrtvovanima nakon odbijanja (G, H). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost = SD mjerenja na 5 zivotinja po dozi. Analizirano je 150 nukleoida u triplikatu. NK — negativna kontrola
(redestilirana voda), PK — pozitivna kontrola (ciklofosfamid u dozi 5 mg/kg tj.m./dan). * - statisti¢ki znagajno u
odnosu na NK (p < 0,05, Mann-Witney U test).
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Slika 31. Rezultati alkalnog komet testa u uvjetima in vivo na stanicama jetre Zenskih mladunaca majki
svakodnevno izlozenih tembotrionu tijekom: gestacije i Zrtvovanima nakon okota (A,B); gestacije i laktacije i
Zrtvovanima nakon odbijanja (C, D); gestacije i laktacije i Zrtvovanima nakon ulaska mladunaca u pubertet (E, F),
laktacije i zrtvovanima nakon odbijanja (G, H). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD mjerenja na 5
zivotinja po dozi. Analizirano je 150 nukleoida u triplikatu. NK — negativna kontrola (redestilirana voda), PK —
pozitivna kontrola (ciklofosfamid u dozi 5 mg/kg tj.m./dan). * - statisticki znacajno u odnosu na NK (p < 0,05,
Mann-Witney U test).

Primjeri nukleoida analiziranih u sklopu istrazivanja u uvjetima in vivo prikazani su
slikom 32.
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Slika 32. Fotografije nukleoida mladunaca $takora majki tretiranih tembotrionom u razli¢itim periodima razvoja

ploda: (A) nukleoidi jetre Zenskih mladunaca majki izlaganih redestiliranoj vodi tijekom laktacije; (B) nukleoidi
leukocita Zenskih mladunaca majki izlaganih dozi 0,0004 mg/kg tj.m./dan (ADI) tijekom laktacije; (C) nukleoidi
jetre muskih mladunaca majki izlaganih dozi 20 mg/kg tj.m./dan (1/500 LDsp) tijekom laktacije; (D) nukleoidi
leukocita muskih mladunaca majki izlaganih dozi 0,0007 mg/kg tj.m./dan (AOEL) tijekom gestacije.
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5. RASPRAVA

Cilj naseg istrazivanja bio je ispitati genotoksi¢ni ucinak c¢esto koristenih aktivnih tvari
pesticidnog djelovanja pri niskim razinama izlozenosti koje predstavljaju realnu izlozenost
stanovniStva. Za ispitivanje smo odabrali po tri aktivne tvari insekticidnog odnosno herbicidnog
djelovanja razli¢itih generacija; insekticide klorpirifos, imidakloprid i a-cipermetrin, te
herbicide terbutilazin, glifosat i tembotrion. Genotoksi¢ni u¢inak u uvjetima in vitro ispitali
smo na ljudskoj perifernoj krvi izlozenoj niskim koncentracijama pesticida koriStenjem
alkalnog komet testa za detekciju primarnih oste¢enja DNA, te mikronukelus testa za detekciju
sekundarnih oste¢enja DNA u vidu MN, NB i NPB. Kako bismo dodatno okarakterizirali
genotoksi¢ni ucinak koristili smo metodu FISH za kromosome 18 1 9 koji su ¢esto ukljuceni u
limfoidne malignosti povezane s izlaganjem pesticidima, te X i Y kao biomarkere gubitka
kromosoma. Genotoksi¢ni u¢inak u uvjetima in vivo istrazili smo primjenom alkalnog komet
testa na gravidnim i dojec¢im Stakoricama soja Wistar. Naposljetku, primjenom alkalnog komet
testa ispitali smo moguc¢i genotoksi¢ni ucinak u mladuncima oba spola ¢ije su majke bile

ploda.

U alkalnom komet testu u uvjetima in vitro utvrdili smo povecanje primarnih oStecenja
u DNA leukocita uslijed izlaganja uzoraka krvi muSkog 1 Zenskog donora pesticidima (Slika
14-17). Navedeni ucinak bio je izraZeniji u leukocitima muskog donora, u skladu s dosadasnjim
istrazivanjem (Hofer i sur., 2006), iako je kod Zenskog donora zabiljeZen porast varijabilnosti
(Slika 16-17). Iz literature je poznato da postoje razlike po spolu u odgovoru na oste¢enja DNA
izazvana djelovanjem razli¢itih ksenobiotika. Nekoliko autora ukazalo je na povezanost
ostec¢enja kromosoma i spola (Bonassi i sur., 1995; Bonassi i sur., 2001; Fenech i sur., 1994).
Spolne razlike nastaju spolnom diferencijacijom, uz aktivno djelovanje spolnih hormona. Kao
posljedica razlika u razvoju dolazi do razlika u metabolizmu ksenobiotika (Chella i sur., 2018)
koje bi mogle doprinijeti razlici u genotoksicnom ucinku. Ni kod muskog ni kod Zenskog
donora nismo uocili povezanost povecanja duljine repa s koncentracijom pesticida (Slika (14A-
17A). Pri izlaganju insekticidima u leukocitima muSkog donora zamijetili smo znac¢ajan porast
intenziteta repa u ovisnosti o primijenjenoj dozi koji je bioloski znacajan pri najviSoj
koncentraciji (Slika 14B). Porast repnog intenziteta pri najvisoj dozi je znacajan i kod
terbutilazina, dok glifosat i tembotrion pokazuju trend ne-monotonog odnosa koncentracije
(engl. Non monotonic dose response, NMDR) i porasta repnog intenziteta (Slika 14B). Pri

niskim razinama izlozenosti genotoksi¢nom agensu popravak oste¢enja DNA moze nadvladati
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njegov genotoksicni u¢inak (USEPA, 2013) §to se u nasem istrazivanju ispoljava kao smanjenje
repnog intenziteta pri srednjoj koncentraciji. Porast repnog intenziteta u leukocitima Zenske
donorice nije dovoljan da bi se smatrao bioloski znacajnim (Slika 16B i 17B). U mikronukleus
testu insekticidi Klorpirifos, imidakloprid i a-cipermetrin te herbicid terbutilazin nisu doveli do
znacajnog porasta sekundarnih ostec¢enja DNA niti su utjecali na kinetiku proliferacije stanica
(Tablica 2-5). Razlika u broju stanica sa MN izmedu muskog i zenskog donora u skladu je s
prethodnim istrazivanjima (Bonassi i sur., 2001; Fenech i sur., 1994). Porast MN i pad CBPI
kojeg smo uocili u limfocitima muskog donora je nasumican i incidentalnog karaktera buduci
da nije koreliran s koncentracijom tembotriona, niti pokazuje trend NMDR (Tablica 3).
Takoder, porast CBPI pri srednjoj, odnosno pad CBPI pri viSoj koncentraciji glifosata je
nasumican i bioloski neznacajan (Tablica 3). Svi pesticidi su pokazali aneugeno djelovanje
najviSe povecavajuci udio hipoploidnih stanica, potom hiperploidnih stanica te stanica s
pogresnom razdiobom kromosoma (Tablica 6-9). Uoceni aneugeni u¢inak nije u korelaciji s
parametrima mikronukleus testa, s iznimkom tembotriona gdje smo uo¢ili povezanost porasta
hipoploidnih stanica za kromosome 18, 9 i Y s porastom MN (Tablica 7). Najznacajniji
aneugeni u¢inak pokazuju imidakloprid i a-cipermetrin povecavajuéi udio hipoploidnih stanica
za zenski kromosom X (Tablica 8), te glifosat i tembotrion povecavajuéi udio hipoploidnih
stanica za kromosom Y (Tablica 7) te zenski kromosom X (Tablica 9). lzlaganje odraslih
Stakorica a-cipermetrinu je dovelo do o dozi zavisnog povecanja ostecenja DNA u leukocitima
majki Zrtvovanih nakon okota iskazanog jedino parametrom duzine repa. Ostala statisticki
znacajna povecanja u duzini repa 1 intenzitetu nisu pokazivala zavisnost o dozi te se smatraju
nasumiénima i nisu bioloski znacajna (Slike 20 i 21), dok je kod majki izloZenih tembotrionu
zamijeceno povecanje ostecenja DNA u oba tkiva pri svim dozama i tockama Zrtvovanja (Slike
22 i 23). Znacajno povecanje je zabiljezeno za vrijednosti oba parametra komet testa (duZina i
intenzitet repa) te je obrnuto zavisno o dozi i pokazuje NMDR. U mladuncima majki izlozenih
a-cipermetrinu najizrazeniji, ali bioloski neznacajan ucinak na oste¢enja DNA je u leukocitima
muskih mladunaca nasumican s obzirom na intenzitet repa (Slika 24B), dok je u jetri mladunaca
oba spola obrnuto zavisan o dozi (Slike 26B i 27B). Povecanje repnog intenziteta u mladuncima
majki izloZenih tembotrionu tijekom gestacije bilo je obrnuto zavisno o dozi u leukocitima
muskih i jetri mladunaca oba spola (Slike 28B, 30B i 31B), te nasumic¢no u leukocitima zenskih
mladunaca (Slika 29B). Kod mladunaca majki izlaganih tembotrionu tijekom gestacije i
laktacije smo zamijetili povecanje repnog intenziteta koje je bilo obrnuto ovisno o dozi u
leukocitima (Slike 28D i 29D), te nasumicno u jetri (Slike 30D i 31D). S druge strane, nakon

ulaska u pubertet povecanja repnog intenziteta u Zenskim mladuncima su bila ovisna o dozi u
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leukocitima (Slika 29F) te ne-monotona u jetri (Slika 31F). U odraslim $takoricama i njihovim
mladuncima izlaganje tembotrionu rezultiralo je izrazenijim genotoksi¢nim u¢inkom u odnosu
na izlaganje a-cipermetrinom. Genotoksi¢ni u¢inak je i u odraslim Stakoricama i mladuncima
najizrazeniji nakon okota. Kao 1 u uvjetima in vitro, muski mladunci su se pokazali
mitohondrija zenki u odnosu na muzjake Stakora upucuju na ucinkovitiji respiratorni lanac

(Justo i sur., 2005) i posljedi¢no u¢inkovitiji metabolizam genotoksi¢nih agenasa.

Dugotrajno izlaganje niskim razinama pesticida moze ostetiti DNA preko nastanka
alkilacija (Mehl i sur., 2000), adukata (Alleva i sur., 2018) i lomova okosnice (Kaur i Kaur,
2018). Pogresnim popravkom DNA ta oSteCenja se u genomu mogu fiksirati kao mutacije
povecavajuci rizik od maligne transformacije stanice (Alleva i sur., 2018). Oste¢enja DNA
vidljiva komet testom mogu nastati izravno djelovanjem pesticida i/ili nepotpunim popravkom
izrezivanjem, ukljuéujuci i endogene izvore oStecenja poput oksidacijskog stresa. Osteéenja
koja detektira komet test nisu fiksirana u vidu mutacija i brzo se popravlju, $to oteZzava
utvrdivanje znacaja i korelacije njihovog nastanka s razvojem malignih oboljenja. Medutim,
uslijed izvanrednih okolnosti, poput nastanka oSte¢enja netom prije ili nakon replikacije DNA
ili izostanka njihovog popravka, ta primarna o$tecenja ¢e se fiksirati u vidu mutacija ili ¢ak
dovesti do kromosomskih aberacija. Stoga su rezultati komet testa bioloski biljeg (biomarkeri)
izlozenosti ispitivanoj tvari i popravka oste¢enja DNA. U nasem istrazivanju uslijed izlaganja
pune krvi pesticidima u uvjetima in vitro intenzitet fluorescencije repa kometa se pokazao
(Collins, 2004). U leukocitima Zenskog donora smo zabiljezili porast varijabilnosti ¢ak i u
odsutnosti statistiCcke znacajnosti razlike (Slike 16B i 17B), $to upucuje na vecu distribuciju

intenziteta oStecenja, ali 1 prisutnost populacije leukocita rezistentnijih na oSte¢enja DNA.

Ranija istrazivanja genotoksicnosti pesticida koji su obuhvaceni ovom disertacijom
takoder ukazuju na mogucu genotoksi¢nost. Ojha i Gupta (2014) su izlagali leukocite odraslih
muzjaka Stakora soja Wistar niskim koncentracijama klorpirifosa od 0,02 i 0,05 pg/mL tijekom
2, 4, 8 1 12 h. Nakon usporedne provedbe komet testa u alkalnim i neutralnim uvjetima
elektroforeze otkrili su statisticki znac¢ajno, ali o uvjetima neovisno povecanje indeksa oStecenja
DNA §to upucuje na genotoksi¢ni ucinak nastajanjem lomova u okosnici. Povecanje oStecenja
DNA u navedenom istrazivanju bilo je ujedno veée od onoga u nasim uvjetima. Ostala
istrazivanja genotoksi¢nog ucinka klorpirifosa koristila su viSe koncentracije od onih u naSem

istrazivanju. Sandal i Yilmaz (2010) su utvrdili poveéanje oste¢enja DNA alkalnim komet
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testom u limfocitima muskih dobrovoljaca tretiranih klorpirifosom kroz 1 h u koncentraciji od
3,5 ug/mL. Pri koncentracijama od 3,1 ug/mL na viSe potvrden je genotoksi¢ni uéinak
klorpirifosa u misjim hepatocitima (Cui i sur., 2011). Lu i suradnici (2015) su izlagali
krvotvorne stanice fetalne jetre klorpirifosu u koncentraciji 10 uM (3,5 ug/mL) kroz 24 h i
otkrili porast intenziteta repa u komet testu u neutralnim uvjetima, $§to upucuje na indukciju
dvolan¢anih lomova okosnice DNA. U istoj studiji zamijeéena je i povecana ucestalost
translokacija gena MLL, smjestenog na kromosomu 11, vaznog za diferencijaciju krvotvornih
stanica, $to se dovodi u vezu s povecanim rizikom razvitka djecje leukemije. Genotoksicni
uéinak pri koncentracijama 50-750 pM zabiljezen je i u ljudskim spermijima (Salazar-
Arredondo i sur., 2008). Pri 24-satnom tretmanu porast ostecenja DNA zabiljeZen je pri i iznad
koncentracija 90 uM u HEK293 te 200 uM u HeLa stanicama (Li i sur., 2015). Stakori tretirani
Klorpirifosom u dozama od 3 i 12 mg/kg tj.m./dan kroz 7 i 14 dana (100 do 1000X vise doze
od onih koriStenih tijekom disertacije, ali dvostruko kraéi tretman) takoder pokazuju porast
intenziteta repa (Sandhu i sur., 2013). Takoder visa doza od 1,12 mg/kg tj.m./dan davana kroz
tri mjeseca je djelovala genotoksi¢no u alkalnom komet testu (Mehta i sur., 2008). lIzlaganje
miSeva klorpirifosu pokazuje povecanje duljine repa i 24 h 1 48 h poslije tretmana. Vrijednosti
se vracaju na pocetnu bazalnu razinu 96 h nakon tretmana (Rahman 1 sur., 2002). Povecanje
primarnih o$tecenja je uoceno pri sedmodnevnom izlaganja Stakora dozi 10 mg/kg tj.m./dan
(Muller i sur., 2014). Izlaganje Stakora klorpirifosu pri srednjoj dozi LDso 155 mg/kg tj.m./dan
dovodi do velikog poveéanja parametra komet testa (duljina i intenzitet repa) u mozgu i jetri uz
histoloske promjene u mozgu (Yahia i Ali, 2018). Imidakloprid je povecao primarna oStecenja
DNA u uvjetima in vitro izlaganjem leukocita koncentraciji od 0,05 i 0,1 pg/mL kroz 1 h (Feng
i sur., 2005). Ispitivane koncentracije su u razini onih koje smo koristili u naSem istraZivanju.
Stanice TKG6 su se pri 24-satnom izlaganju imidaklopridu u koncentraciji 0,1 pg/mL pokazale
2020). Povecana oStecenja DNA iskazana parametrom intenziteta repa nakon 24-satnog
tretmana potvrdena su pri visim koncentracijama; u stanicama neuroblastoma SHSY-5Y pri

127 pg/mL te u stanicama HepG2 pri 51 pg/mL (Senyildiz i sur., 2018).

Unato¢ istovremenoj prisutnosti cipermetrina kao racemicne mjeSavine svih 8
enantiomera, te mjeSavina odredenih enantiomera (o-cipermetrin, B-cipermetrin, cis-
cipermetrin, trans-cipermetrin), vecina dosadasnjih studija istraZivala je genotoksi¢nost
cipermetrina. lako enantiomeri mogu imati razli¢ito biolosko djelovanje, smatra se da

cipermetrin i njegovi izomeri imaju usporedivi toksikoloski profil (IPCS, 1992). Cipermetrin je
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pokazao genotoksi¢ni u¢inak u alkalnom komet testu u leukocitima u koncentraciji 10 uM
(Sandal i Yilmaz, 2010) §to odgovara oko 4,16 ug/mL, oko 15,8 puta vecoj od najvise
koncentracije u nasem istrazivanju. Pri koncentraciji 3,1 pg/mL i viSoj potvrden je genotoksi¢ni
uc¢inak cipermetrina u misjim hepatocitima metodom alkalnog komet testa (Cui i sur., 2011).
Undeger i Basaran (2005) su izlagali ljudske leukocite cipermetrinu tijekom pola sata i
detektirali znac¢ajno povecanje oste¢enja pri koncentraciji od 200 pg/mL $to je 1000 puta visa
koncentracija od najviSe koju smo mi koristili pri izradi disertacije. Genotoksi¢ni u¢inak u
komet testu u stanicama jajnika kineskog hréka pokazan je na 4,1 ug/mL kroz 3 h izlaganja
(Patel i sur., 2007). Intraperitonealna primjena cipermetrina u visokim dozama, izmedu 12,5 i
200 mg/kg tj.m./dan, $to je 20 do 400 puta veca doza od najvise koristene u nasoj studiji, kroz
5 dana dovela je do povecanja oSte¢enja DNA povecanjem duljine repa i repnog intenziteta u

mozgu, jetri, bubregu i slezeni miseva (Patel i sur., 2006).

U limfocitima triju donora muskog te jednog donora zenskog spola izlozenima glifosatu
kroz 4 h koncentracijama 0,16 i 1,6 pg/mL, koje su u razini onih koje smo mi koristili, nije
utvrdeno znacajno povecanje oste¢enja DNA (Nagy 1 sur, 2019). U ostalim studijama utvrdena
su povecana ostecenja DNA u leukocitima tretiranima 24 h koncentracijama od 20 pg/mL
(Koller 1 sur, 2012), 42 pg/mL (Wozniak 1 sur, 2018) te 84,53 pg/mL (Kwiatkowska 1 sur,
2017). U literaturnim podacima nismo uspjeli pronaci studije kojima su prije nas komet testom
istrazivani genotoksi¢ni ucinci uslijed izlaganja pune krvi a-cipermetrinu, terbutilazinu i

tembotrionu in vitro tako da dobivene rezultate ne mozemo usporediti s literaturnima.

Vrijednosti parametara komet testa u naSem istraZivanju u negativnoj kontroli
odrazavaju osSte¢enja DNA koja nastaju pod utjecajem endogenih Cimbenika. Vrijednosti
intenziteta repa od 0 do 10 % u negativnoj kontroli smatraju se bazalnima (Lovell i Omori,
2008). Blagi porast vrijednosti parametara alkalnog komet testa u uvjetima in vitro u nasem
istraZivanju nastao je izlaganjem pune krvi niskim koncentracijama pesticida kroz period od 24
sata. Tijekom tretmana je nakon odredenog vremena doSlo do uspostave ravnoteze izmedu
novonastalih oSteCenja i popravka istih mehanizmima izrezivanja nukloetida ili baza koji
djeluju brzo. Zbirni rezultat oba ucinka ocitovao se u izmjerenim vrijednostima parametara
komet testa. [ako su promjene bile statisti¢ki znacajne, malen dio njih je dovoljno odstupao od
bazalnih vrijednosti ili pokazivao trend ovisnosti koncentracija-u¢inak, odnosno NMDR za
niske doze, da bi se smatrao bioloski zna¢ajnima. Bioloski znacajne promjene su vece promjene
parametara komet testa i prac¢ene su drugim Stetnim ucincima poput patohistoloskih promjena

umozgu Stakora (Yahiai Ali, 2008). Temeljem navedenoga statisticki znacajna blaga indukcija
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primarnih oste¢enja DNA nije ujedno i bioloski znacajna, ali je vrijedan putokaz koji ukazuje
na eventualnu potrebu uklju¢ivanja ostalih tehnika u istrazivanje u svrhu detekcije biomarkera

ucinka.

Primarna oste¢enja DNA koja se ne mogu popraviti ili se produljeno popravljaju,
prelaze u sekundarna ostecenja. Klastogeni ucinak ksenobiotika na ovoj razini vidljiv je u
obliku kromosomskih i kromatidnih lomova, fragmenata odlomljenih kromosoma, te
dicentri¢nih kromosoma. Aneugeni u¢inak vidi se po nepravilnostima u broju kromosoma.
Povecéana ucestalost MN ukazuje na postojanje acentri¢nih fragmenata ili ¢itavih kromosoma
izvan glavne jezgre; povecanje ucestalosti NB upucuje na prisutnost velikog broja oSte¢enja
DNA na maloj udaljenosti; povecanje ucestalosti NPB ukazuje na postojanje dicentricnih
kromosoma. Pri povecanoj izlozenosti stanice genotoksi¢nim agensima navedena kromatinska
oste¢enja prelaze jedna u druge; MN prelaze u NB procesom reintegracije u jezgru, NB
odvajanjem postaju MN, dok NPB pucaju tvore¢i MN i nove mostove ponovnim spajanjem.
Da bi se navedena kromatinska oSte¢enja mogla detektirati, potrebna je aktivna dioba stanica.
Pojedini agensi djeluju i na kinetiku diobe; ukoliko dolazi do zastoja stani¢nog ciklusa povec¢an
udio mononuklearnih stanica ¢e dovesti do smanjenja vrijednosti CBPI; obrnuto uslijed ubrzane
diobe do¢i ¢e do povecanog udjela tri- i1 tetranuklearnih stanica te pove¢anja CBPI. Budu¢i da
se u netransformiranim stanicama vec¢ina oste¢enja DNA popravlja u interfazi prije diobe radi
prevencije njihovog prijenosa u stanice kceri, povecanje parametara mikronukleus testa ukazuje
na bioloSku znacajnost oStecenja DNA budu¢i da dolazi do njihove fiksacije u genomu.
Obrnuto, izostanak znacajnog ucinka u mikronukleus testu s obzirom na prisutnost primarnih
ostecenja upucuje na njihov uspjesan popravak (Goethem, 1997; Vrzoc i Petras, 1997). Upravo

to je slucaj s ve¢inom ispitivanih pesticida u nasem istrazivanju.

Pri 4-satnom tretmanu Stakorskih limfocita u uvjetima in vitro klorpirifos nije znac¢ajno
utjecao na indukciju kromosomskih aberacija (Gollapudi i sur., 1995). Ostala istrazivanja
genotoksi¢nog ucinka klorpirifosa koristila su viSe koncentracije i/ili dulja vremena izlaganja.
30-minutni tretman limfocita klorpirifosom u vis§im koncentracijama od primijenjenih u ovoj
studiji doveo je do povecanja kromosomskih aberacija (Vindas i sur., 2004). 48-tretman
Klorpirifosom koncentracije 0,37 pg/mL u stanicama pluéa kineskog hrcka doveo je do
povecanja kromosomskih lomova (Sultana Shaik i sur., 2016). Ferré i sur. (2020) su kroz 72 h
izlagali govede limfocite klorpirifosu u koncentraciji 11 pg/mL te su detektirali povecanje
ucestalosti MN i NB. Genotoksi¢ni u¢inak pri visim dozama potvrden je i u studiji in vivo; pri

dozi 12 mg/kg tj.m./dan nakon 7 i 14 dana oralne izlozenosti u Stakorima je dokazano povecanje
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primarnih oSte¢enja i MN (Sandhu i sur., 2013). Komercijalne formulacije pesticida pokazuju
jaci genotoksi¢ni ucinak uslijed potencirajuce ili sinergisticke interakcije aktivne pesticidne
tvari i adjuvanasa. Ezzi i suradnici (2015) su tako pri dozama 3,1 i 6,2 mg/kg tj.m./dan
komercijalne formulacije klorpirifosa kroz 4 tjedna izlaganja muskih Stakora otkrili pove¢anu

ucestalost MN u koStanoj srzi.

Nasi rezultati za imidakloprid u mikronukleus testu odgovaraju onima Demsie i
suradnika (2007) koji nisu detektirali znac¢ajnu indukciju MN u rasponu koncentracija izmedu
0,1 1100 pug/mL. Takoder, Guo i suradnici (2020) su zamijetili indukciju primarnih osteéenja,
MN, ali i NPB pri 24-satnom tretmanu i koncentracijama 0,1 pg/mL i vise u TK6 stanicama. S
druge strane, indukcija MN je detektirana u drugom istrazivanju pri koncentraciji 0,1 pg/mL,
ali pri dvostruko duljem vremenu tretmana (Feng i sur., 2005). Pri 24-satnom tretmanu u
koncentraciji 5 pg/mL zamijecena je indukcija MN, ali tek nakon 24-satne stimulacije
fitohemaglutininom (Costa i sur., 2009). Genotoksi¢ni u¢inak imidakloprida u uvjetima in vivo
na miSevima, §takorima i zeCevima ukljucuje indukciju MN (Stivaktakis i sur., 2016; Vardavas
i sur., 2018), indukciju MN i kromosomskih aberacija (Bagri i sur., 2015; Karabay i Oguz,
2005) te indukciju MN i kromosomskih aberacija uz zastoj u diobi stanica (Kataria i sur., 2016).
Ponovno, navedeni ucinci dokazani su pri dozama viS§im od onih u naSem istrazivanju. U
formulaciji pri 0,36 pg/mL i visSim dozama imidakloprid povecava MN u HepG2 stanicama
NPB u govedim limfocitima (Ferré i sur., 2020). Inducirao je aberacije u mi§jim stanicama
slezene nakon 4 h tretmana u rasponu koncentracija 0,25 — 400 pg/mL i u misjoj slezeni i
kostanoj srzi pri jako visokoj jednokratnoj dozi od 180 mg/kg (Amer i sur., 1993). Pri nizim
dozama u rasponu 5,54-22 mg/kg tj.m./dan, 5x tjedno davan kroz 4 tjedna cipermetrin nije
inducirao aberacije (Nehez i sur., 2000). Uzrokovao je i porast MN u ze¢evima (Vardavas i
sur., 2016). Kao i u naSem istrazivanju, terbutilazin nije pokazao indukciju MN u in vivo

uvjetima na kostanoj srzi misa (Gebel i sur., 1997).

Santovito i suradnici (2018) su izlagali punu krv glifosatu 48 h u koncentracijama
izmedu 0,0125 1 0,5 pg/mL, detektiraju¢i povisenje aberacija, MN te NPB pri najvisoj
koncentraciji, bez u¢inka na mitostki indeks i CBPI. Razlika u znacajnosti rezultata izmedu
prethodno navedene i ove studije, osim u duljem trajanju tretmana, moZe se objasniti i analizom
vecéeg broja stanica po koncentraciji. U ostalim dosada$njim istrazivanjima glifosata u uvjetima
in vitro dokazan je njegov citostatski u¢inak na razli¢itim vrstama stani¢nih linija. U dva

istrazivanja pri koncentracijama usporedivima sa onima u naSem istraZivanju zamijecen je
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zastoj u rastu granuloza stanica izoliranih iz jajnika svinje i goveda (Gigante i sur., 2018; Perego
I sur., 2017). Tretman visokim koncentracijama glifosata (15 mM i vise) kroz 72 h dovodi do
zastoja u rastu transformiranih stani¢nih linija (Li i sur., 2013). Adjuvansi u komercijalnim
formulacijama s glifosatom kao aktivnhom tvari dodatno poja¢avaju citostatski u¢inak (Hao i
sur., 2020; Lin i Garry, 2000; Luaces i sur., 2017; Martini i sur., 2012). S druge strane,
proliferativno djelovanje zabiljezeno je na ljudskim keratinocitima pri 72-satnom tretmanu u
koncentraciji 16,91 pug/mL (George i Shukla, 2013). Velika interindividualna varijabilnost u
parametrima mikronukleus testa (Wojewddzka i sur., 1998) je doprinijela razlici u znacajnosti
rezultata naSeg istrazivanja za tembotrion i glifosat izmedu muskog i Zenskog donora. Iz
navedenoga se daje zakljuciti kako ucinak izlaganja glifosata na diobu stanica in vitro ovisi 0
karakteristikama donora, vrsti stanice te uvjetima tretmana. Citostatski u¢inak moZe nastati kao
posljedica oSte¢enja DNA. Uslijed optere¢enosti genotoksi¢nim agensima stanica zaustavlja
stanicni ciklus radi popravka ostecenja DNA, §to dovodi do zastoja u diobi (Lawrence i sur.,

2014).

Uslijed aneugenog djelovanja genotoksi¢nih agenasa dolazi do poremecaja u sintezi i
Sirenju niti diobenog vretena 1/ili funkcije kinetohora za koje se te niti vezu. Kromosomi vezani
na takve niti zaostaju u anafazi diobe stanice, te u telofazi pri kondenzaciji jezgrine ovojnice
tvore MN ili se neravnomjerno rasporeduju po novonastalim jezgrama. Primjenom
fluorescentno obiljezenih sondi moguce je istraziti prisutnost odredenih kromosoma. Aneugeni
ucinak se tako vidi po odstupanju (hipo- odnosno hiperploidiji) od uobicajenog broja
kromosom 9 sadrzi gen JAK2 koji je najée$ce ostecen u non-Hodgkinovim limfomima pod
utjecajem izlaganja pesticidima (Hu i sur., 2017; Taylor i sur, 2017). Za spolni kromosom X je
dokazano poveéano gubljenje i posljedi¢no hipoploidija u zena ovisno o dobi, kao i za
kromosom Y u muskaraca (Galloway i Buckton, 1978), stoga smo koristili sonde za spolne
kromosome kao biomarkere remecenja u razdvajanju i aneuploidije. Vrijednosti hipoploidije u
naSem istrazivanju u negativnoj kontroli su vece od vrijednosti hiperploidije i pogresaka u
razdiobi kromosoma (Tablice 6-9), §to je u skladu sa studijom Nowinskog i suradnika (1990).
To upucuje na nastanak aneuploidije mehanizmom zastoja u diobi (Jackson-Cook, 2011).
Aneugeni ucinak svih ispitivanih pesticida osim tembotriona dokazan je u odsutnosti znacajne
indukcije MN (Tablica 2-5). Medutim, usprkos pove¢anju MN u limfocita muskaraca izloZzenog
djelovanju tembotriona u najnizoj koncentraciji 0,0012 ug/mL (REL) (Tablica 3), zamijetili

smo vrlo malen broj izdvajanja FISH signala za ispitivane kromosome u MN (Slika 18C).
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Aneugeni ucinci u nasem istrazivanju ispoljavaju se kao nepravilnosti u raspodjeli signala
izmedu jezgara neovisno o indukciji MN. Budu¢i da mehanizam aneugenog ucinka preko
remecenja funkcije diobenog vretena dovodi do povecane mikronukleacije, u naSim uvjetima
rije¢ je o drugom vjerojatnom mehanizmu, Koji se Sastoji u remecenju kohezije sestrinskih
kromatida. Centromere kromosoma su bogate heterokromatinom te predstavljaju vezno mjesto
za protein kohezin. Uloga kohezina je da omoguci koheziju sestrinskih kromatida umnozenog
kromosoma i pravilnu orijentaciju u metafazi (Sagi i sur., 2017). Djelovanjem genotoksi¢nih
agenasa na kohezin, onemogucavanjem razdvajanja sestrinskih kromatida u anafazi te
njihovom migracijom u jednu od jezgara kéeri mogu¢ je nastanak aneuplodnih stanica bez
nastanka MN. Raimondi i suradnici (1989) su dokazali aneugeni u¢inak benzimidazolnog spoja
benomila povec¢anjem hipoploidije kromosoma 9 u uvjetima in vitro na ljudskim limfocitima.
S druge strane, Radwan i suradnici (2015) su korelirali razinu metabolita piretroidnih
insekticida u urinu s hiperploidijom kromosoma 18, X i Y u spermijima. Fisetin, inhibitor
enzima topoizomeraze Il doveo je do pogreSaka u razdvajanju kromosoma (Olaharski i sur.,
2005), Sto ukazuje na jos jedan moguci mehanizam aneugenog ucinka pesticida pogotovo pri
viS§im dozama. 1z navedenoga proizlazi da se indukcija MN u limfocitima muSkog donora pri
niskoj koncentraciji 0,0012 ug/mL (REL) vjerojatnije odvija klastogenim nego aneugenim

mehanizmom.

Aneuploidija moze djelovati promotivno na razvoj tumora u ranijim fazama (Milan i
sur, 2014), ali moZze nastati 1 kao posljedica genomske nestabilnosti u kasnijim stadijima razvoja
tumora (Gordon i sur., 2012; Fang i Zhang, 2012). Ovo je prvo istraZivanje aneugenog ucinka
klorpirifosa, imidakloprida, a-cipermetrina, glifosata, terbutilazina i tembotriona pri niskim
koncentracijama s kojima ljudska populacija svakodnevno dolazi u dodir. Buduce studije bi

trebale istraziti to¢an mehanizam djelovanja pesticida na razini citoskeleta.

U nasim istrazivanjima u uvjetima in vivo Koristili smo dvije niske doze pesticida koje
predstavljaju prihvatljive razine izlozenosti ljudske populacije. Trec¢a doza, izraCunata kao
frakcija LDso vrijednosti, koriStena je tako da dopire do ciljanih tkiva krvi i jetre, i ujedno ne
izazove smrtnost ili patnju zivotinja. Usporeduju¢i uéinak a-cipermetrina i tembotriona na
gravidnim S$takoricama uocava se ja¢i uCinak tembotriona na oba parametra komet testa.
Povecanje repnog intenziteta u novorodenim mladuncima majki izlaganih pesticidima tijekom
gestacije ukazuje na mogucénost transplacentalnog prijenosa pesticida. Iako posteljica djeluje
kao barijera sprjecavaju¢i dolazak nekih stranih tvari u plod, ne djeluje dovoljno dobro kao

barijera u slucaju brojnih pesticida koji ju mogu prijec¢i (Alvarado-Hernandez i sur., 2013;
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Debost-Legrand i sur., 2016; Dufour i sur., 2018; von Ehrenstein i sur., 2019; Shukla i Arora,
2001; Silver i sur., 2016; Whyatt i sur., 2005). Metaboliti organofosfornih pesticida su
detektirani u plodovoj vodi trudnica u prvom tromjeseéju trudno¢e (Bradman i sur., 2003).
Diuron, herbicid derivat fenilureje i poznati reprotoksikant i karcinogen u Stakorskom urotelu
prelazi ljudsku posteljicu u uvjetima in vitro (Mohammad i sur., 2018). Buduc¢i da je zamije¢en
uc¢inak a-cipermetrina u dozi 0,02 mg/kg tj.m./dan davanoj u hrani kroz gestaciju na porast
oksidativnog stresa (Hocine i sur., 2016), mozemo pretpostaviti da bi i u nasem slu¢aju moglo
do¢i do porasta oksidativnog stresa koji moze doprinijeti oSteCenjima DNA. U naSem
istrazivanju leukociti zenskih mladunaca pokazali su se manje osjetljivima na genotoksi¢nost
a-cipermetrina u odnosu na leukocite muskih mladunaca (Slike 24B i 25B). Medutim, u oba
spola ne dolazi do znaajnog genotoksi¢nog ucinka pri najviSoj primijenjenoj dozi u
leukocitima, dok su kod jetre uoCena statisticki znacajna, ali vrlo blaga povecanja repnog
intenziteta obrnuto zavisna o dozi (Slike 26B i 27B). Izostanak genotoksi¢nog ucinka u krvi uz
prisutnost istoga u jetri ukazuje na mogucnost metabolicke razgradnje a-cipermetrina u jetri na
metabolite cis-2,2-diklorovinildimetilciklopropansku kiselinu i 3-fenilbenzojevu kiselinu. S
druge strane, prisutnost statisticki zna¢ajnog, ali ponovno blagog, genotoksi¢nog ucinka u oba
tkiva mladunaca izloZenih tembotrionu (Slike 28-31) upucuje na slabiju moguénost

metabolizma i eliminacije tog spoja u mladuncima.

Mnogi pesticidi i ksenobiotici se mogu raspodijeliti i u maj¢ino mlijeko te biti preneseni
potomstvu tijekom dojenja (de Castro i sur., 2005; Iszatt i sur., 2019; Laugeray i sur., 2017
Gomez-Meda i sur., 2016). U Stakoricama izlozenih pesticidima tijekom dojenja je doslo do
genotoksi¢nog uéinka samo u leukocitima majki izloZenih tembotrionu (Slike 22(G-H) i 23(G-
H)). Sukladno izostanku ucinka tijekom oba perioda izlaganja zasebno, u majkama izlaganim
a-cipermetrinom nije zamijecen genotoksi¢ni u¢inak niti u jednom tkivu (Slike 20(C-D) i 21(C-
D)), dok je u majkama izlaganim tembotrionu zamijecen izrazeniji genotoksi¢ni u¢inak u oba
tkiva (Slike 22(C-D) i 23(C-D)) u odnosu na izlaganje samo tijekom laktacije (Slike 22(G-H) i
23(G-H)). Ukoliko je sposobnost prijenosa pesticida preko majcinog mlijeka znacajna,
genotoksicni u¢inak u mladuncima majki izlaganih tijekom gestacije i laktacije do odbijanja od
mladunaca trebao bi biti znacajnije veci i od ucinka tijekom gestacije i u¢inka tijekom laktacije.
U leukocitima muskih (Slika 24D) te jetri zenskih mladunaca (Slika 27D) majki izlaganih o-
cipermetrinu u dozi 0,010 mg/kg tj.m./dan (ADI) tijekom gestacije i laktacije zamijetili smo
nasumicno blago povecanje repnog intenziteta. S druge strane, nismo zamijetili genotoksi¢ni

ucinak u leukocitima zenskih mladunaca (Slika 25D), dok u jetri muskih mladunaca dolazi do
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povecanja repnog intenziteta pri svim dozama (Slika 26D) slicno kao kod tretmana tijekom
gestacije (Slika 26B), i znacajnije u odnosu na tretman tijekom laktacije (Slika 26H). Mladunci
majki izlaganih tembotrionu tijekom gestacije i laktacije pokazuju genotoksi¢ni uéinak u
leukocitima sli¢an izlaganju tijekom laktacije (Slike 28D i 29D), dok se jetra pokazala
osjetljivijom, s najizraZenijim povecanjem repnog intenziteta U dozi 0,0007 mg/kg tj.m./dan u
odnosu na tretman tijekom gestacije (Slike 30D i 31D). Ovi rezultati ukazuju na potencijal

tembotriona za prijenosom preko majcinog mlijeka u niskim dozama.

Nakon prekida izlaganja majki tembotrionu te nakon ulaska u pubertet zenski mladunci
pokazuju porast intenziteta ovisno o dozi u leukocitima (Slika 29F), odnosno NMDR u jetri
(Slika 31F). Budu¢i da je znacajan, ali i slabiji porast repnog intenziteta zabiljezen u tocki
Zrtvovanja nakon odbijanja pri izlaganju majki istoj dozi (Slike 29D i 31D), moguce je da se
tembotrion zadrzao u mladuncima do ulaska u pubertet. Medutim, porast oste¢enja DNA nakon
ulaska u pubertet moze biti uzrokovan i drugim ¢imbenicima. Tijekom ulaska u pubertet pod
utjecajem estrogena u jetri dolazi do promjena u metabolizmu Zzeljeza (Kozlov i sur., 2010), i
posljedi¢no do oksidativnog stresa koji ostecuje DNA (Hanada i sur., 2010). Promjene u
metabolizmu lipida pod utjecajem estrogena zajedno sa izlaganjem ksenobioticima mogu
doprinijeti propadanju jetre S$to se vidi kao porast oStecenja DNA (Maradonna i Carnevali.,
2010).

izlaganja a-cipermetrinu 1 tembotrionu. Gravidne Stakorice nalaze se pod povecanim
metaboli¢kim opterecenjem 1 kao takve su osjetljivije na Stetne ucinke okoliSnih kemikalija,

stanica i nedovoljno razvijenog metaboli¢kog kapaciteta (Fu¢i¢ i sur., 2017).

Dosadasnja istrazivanja genotoksi¢nosti pesticida u uvjetima in vivo su u pravilu
koristila viSe doze u odnosu na doze koristene u sklopu ovog istrazivanja. Cipermetrin u dozama
od 25, 50 i 75 mg/kg tj.m./dan doveo je do neznacajnog povecanja oStecenja DNA u gravidnim
Stakoricama (Murkunde i sur., 2012). U mozgu mladunaca majki izlaganih istom pesticidu u
dozama 5 i 20 mg/kg tj.m./dan kroz gestaciju i laktaciju do 15. dana nakon okota dokazane su
promjene u ekspresiji gena vaznih za homeostazu proteina §to dovodi do poremecaja u
ponasanju mladunaca u pubertetu (Laugeray i sur., 2017). U mladunaca majki izloZenih
cipermetrinu u dozi 25 mg/kg tj.m./dan tijekom laktacije dokazan je poremecaj u razvoju testisa
I spermatogenezi, te prolazno smanjenje razine testosterona (Wang i sur., 2011). U jos visim
dozama od 40 i 80 mg/kg tj.t. jednokratno klorpirifos djeluje transplacentalno genotoksi¢no
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povecavajuéi mikronukleuse u misjim zamecima (Tian i Yamauchi, 2003). Jo§ jedan primjer
djelovanja na spolni razvoj je odgodeno odvajanje prepucija mladunaca i poveéanje prostate
mladunaca Stakora soja Long Evans ¢ije su majke od 15. do 19. dana gestacije bile izlozene

atrazinu u dozi 100 mg/kg tj.m./dan (Rayner i sur., 2007).

Izrazenije genotoksi¢no djelovanje izlaganja tembotrionu u odnosu na a-cipermetrin u
naSem istrazivanju moglo bi se objasniti sporijim prelaskom cipermetrina kroz ljudsku
posteljicu dokazanim u istrazivanju Mathiesena i suradnika (2020). U nasem istrazivanju nismo
u svim sluéajevima dokazali statisticki znaCajan porast oStecenja DNA pri svim dozama
ispitivanih pesticida u izloZenih majki i njihovim mladuncima. Statisti¢ki znac¢ajan genotoksi¢ni
ucinak pri svim ili tek pri vi§im dozama predstavlja blagi porast oSte¢enja DNA te nije pracen
pove¢anom smrtnoS¢u ili pogorSanjem opceg stanja laboratorijskih Zivotinja. Ujedno, uz
navedena istrazivanja koja su dokazala nepovoljna djelovanja na razvoj tek pri visim dozama,
genotoksi¢ne ucinke kroz porast parametara komet testa ne smatramo bioloski znacajnima.
Medutim, statisticki znaCajan porast parametara komet testa, napose repnog intenziteta, u
mladuncima koji nisu bili izravno izloZeni pesticidima ukazuje na mogucénost njihove
1zlozZenosti pesticidima preko posteljice 1/ili maj¢inog mlijeka. Kasnija istrazivanja bi trebala

dodatno karakterizirati moguc¢e u¢inke tembotriona na razvoj mladunaca.

102



6. ZAKLJUCCI
Na temelju rezultata u sklopu ovog istrazivanja donosimo sljedece zakljucke:

U uvjetima in vitro izlaganjem pune krvi zdravih odraslih osoba insekticidima
Klorpirifosu, imidaklopridu i a-cipermetrinu te herbicidima glifosatu, terbutilazinu i

tembotrionu niskim koncentracijama kroz 24 h:

o svi ispitivani pesticidi djeluju genotoksi¢no povecavajuéi razinu primarnih
ostecenja DNA

o svi ispitivani insekticidi te herbicid terbutilazin ne djeluju genotoksi¢no
povecéavajuci razinu kromatinskih oste¢enja u mikronukleus testu

o tembotrion djeluje citostatski 1 genotoksi¢no induciraju¢i mikronukleuse
klastogenim mehanizmom

. glifosat djeluje citostatski bez indukcije kromatinskih oStecenja

U uvjetima in vitro aneugeni ucinak izlaganja najnizoj dozi ispitivanih pesticida ocCituje

se ometanjem razdvajanja sestrinskih kromatida:

o za klorpirifos 1 imidakloprid na kromosomima 18 1 Y u limfocitima muskog
donora te kromosomima 9 i X u limfocitima donora oba spola

o za insekticid a-cipermetrin i herbicid terbutilazin na kromosomima 9 i Y u
limfocitima muskog donora te kromosomima 18 1 X u limfocitima Zenskog donora

o za glifosat na kromosomima 91 Y u limfocitima muskog donora te kromosomu X
u limfocitima Zzenskog donora

. za tembotrion na kromosomima 18, 9 i Y u limfocitima muskog donora te

kromosomima 18 i X u limfocitima Zenskog donora

U uvjetima in vivo izlaganjem odraslih gravidnih i dojecih Stakorica soja Wistar niskim

dozama insekticida a-cipermetrina i herbicida tembotriona:

o tembotrion djeluje izrazenije genotoksi¢no u odnosu na a-cipermetrin u gravidnim
1 doje¢im Stakoricama tijekom svih to¢aka razvoja njihovih mladunaca do
njihovog ulaska u pubertet

. a-cipermetrin djeluje genotoksi¢no na gravidne Stakorice bez ucinka u doje¢im

Stakoricama
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Konaé¢no, u uvjetima in vivo u mladuncima Stakora soja Wistar majki izlozenih
insekticidu a-cipermetrinu i herbicidu tembotrionu u niskim dozama tijekom gestacije i/ili

laktacije:

o a-cipermetrin i tembotrion djeluju genotoksi¢no u novooko¢enim mladuncima
oba spola

J tembotrion djeluje genotoksi¢no u dojec¢im mladuncima oba spola

J genotoksi¢ni u€inak zadrzava se nakon prestanka izlaganja tembotrionu u Zenskim
mladuncima

o genotoksiéni ucinci ukazuju na moguéi prijenos a-cipermetrina i tembotriona

preko posteljice, te tembotriona preko majc¢inog mlijeka
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