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1 UVOD

Endokrini sustav osigurava uskladenu i preciznu komunikaciju izmedu svih dijelova organizma.
Sastoji se od endokrinih Zlijezda koje pomoc¢u hormona reguliraju metabolizam, tjelesnu
temperaturu, elektrolitni sastav te omoguéavaju pravilan rast i razvoj jedinke. U danasnje vrijeme,
sve veci je broj tvari koje naruSavaju njegovo djelovanje i time otezavaju uspostavljanje ravnoteze
organizma (Diamanti-Kandarakis i sur., 2009). Takvi stetni spojevi nose naziv hormonski otrovi.
Najbrojniju skupinu hormonskih otrova ¢ine pesticidi, ¢ija primjena zadnjih pedesetak godina
neprestano raste. Zakonske regulative zabranjuju uporabu mnogih pesticida, ali na trzistu se
konstantno pojavljuju novi proizvodi sa sli¢cnim mehanizmom djelovanja. Nove varijante pesticida
smatraju se ekoloski prihvatljivijom alternativom, no ubrzo se uocava njihov toksi¢an ucinak.
Jedan od takvih primjera je zamjena organofosfata manje toksi¢nim piretroidima. Alfa-cipermetrin
(engl. Alpha-cypermethrin, a-CYP) se ubraja u piretroide Sirokog spektra djelovanja ¢ija je
primarna svrha zastita poljoprivrednih usjeva od nezeljenih insekata (Chrustek i sur., 2018).
Piretroidi mogu modulirati aktivnost ionskih kanala $to dovodi do remecenja prijenosa zivéanih
signala i hiperekscitabilnosti neurona. Zbog nespecifi¢nog i neselektivnog djelovanja mogu imati
Stetan ucinak i na druge vrste. Brojni piretroidi su odgovorni za smanjenu plodnost i reproduktivne

poremecaje kod muskaraca i Zena.

Cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati utjecaj potencijalnog hormonskog otrova a-CYP na

endokrinu disrupciju reprodukcije i razvoja prenatalno izlozenih muskih mladunaca F1 generacije.

U svrhu procjene u¢inaka prenatalne izlozenosti a-CYP na razvoj muskih mladunaca F1 generacije

promatrani su:

e Anogenitalni razmak

e Postojanje areola/bradavica

e Vanjski znakovi spolnog sazrijevanja (odvajanje prepucija)
e Mase muskih mladunaca F1 generacije u pubertetu

e Mase testisa muskih mladunaca F1 generacije u pubertetu



U svrhu procjene ucinaka prenatalne izlozenosti a-CYP na reprodukciju muskih mladunaca F1

generacije ispitani su:

e Parametri endokrine disrupcije reprodukcije prema odgovaraju¢im OECD protokolima
(engl. Organisation for Economic Co-operation and Development) — uspjesnost
parenja, duljina gestacije, ukupan broj oko¢enih mladunaca, broj Zivih mladunaca, broj
mrtvih mladunaca, stopa prezivljenja, omjer spolova mladunaca, mase muskih/zenskih

mladunaca i mase legla

U svrhu procjene ucinaka prenatalne izlozenosti a-CYP na procese steroidogeneze izmjerene su
razine steroidnih hormona imunokemijskom metodom ELISA. Procijenjene su razine testosterona
u serumu muskih fetusa i razine testosterona i progesterona u serumu muskih mladunaca F1

generacije u pubertetu.



2 TEORIJSKIDIO

2.1. HORMONSKIOTROVI

Hormonski otrovi (engl. endocrine disruptors, ED) su egzogene tvari ili smjese tvari koje
mijenjaju funkciju(e) endokrinog sustava i time dovode do Stetnih u¢inaka na zdravlje organizma,
njegovog potomstva ili (pod)populacija (WHO-IPCS, 2002). Djeluju na biosintezu, prijenos i
degradaciju hormona i time naruSavaju ravnotezu organizma. Hormonski otrovi obuhvacaju
razlicite vrste sintetskih spojeva poput industrijskih otapala (poliklorinirani bifenili), plastifikatora
(ftalati), pesticida (piretroidi), farmaceutskih pripravaka, itd. Osim sintetskih spojeva, u
hormonske otrove ubrajaju se i fitoestrogeni (kumesterol) koji oponasaju biolosku aktivnost

estrogena (Diamanti-Kandarakis i sur., 2009).

Pojedini hormonski otrovi pokazuju veéi afinitet prema receptoru u usporedbi s prirodnim
ligandom, tj. djeluju kao agonisti. Vezanjem za odgovarajuci receptor dolazi do promjene
konformacije receptora, pokretanja signalne kaskade i pripadajuceg stani¢nog odgovora. S druge
strane, pojedini hormonski otrovi pokazuju antagonisti¢ki u¢inak. Vezanjem na receptor ne
uzrokuju njegovu konformacijsku promjenu i aktivaciju, ve¢ samo onemogucavaju vezanje
pripadajuc¢eg liganda i samim time pokretanje stani¢nog odgovora. Hormonski otrovi mogu
inhibirati enzime uklju¢ene u metabolizam hormona i proteinske nosace pa time utjecati na razinu
i bioraspolozivost hormona u krvotoku. Osim toga, hormonski otrovi su ¢esto odgovorni za
modifikaciju ekspresije gena putem epigenetiCkih procesa poput metilacije DNA i
posttranslacijske modifikacije histona. Metilacija DNA i deacetilacija histona rezultiraju
utiSavanjem ekspresije gena, dok acetilacija histona pridonosi aktivaciji transkripcije specifi¢nih
gena. Dakle, remodeliranjem strukture kromatina dolazi do promjena ekspresije gena kljuénih za
procese steroidogeneze i spermatogeneze. Snizena razina androgena moze nepovoljno utjecati na
razvoj spermija sto rezultira pove¢anom stopom strukturnih anomalija spermija (uvinuti,

izlomljeni spermiji) (Sifakis i sur., 2017).

Posljedice toksi¢nosti hormonskih otrova ovise 0 nacinu na Kkoji dospijevaju u organizam
(dermalnim, inhalacijskim ili oralnim putem), ucestalosti i vremenskom razdoblju izloZenosti,

genetskoj predispoziciji te starosnoj dobi jedinke. Prisutnost drugih spojeva koji medusobno



medudjeluju takoder moze pridonijeti toksi¢nijem efektu (aditivni/sinergisti¢ki u¢inak) (Lushchak
i sur., 2018).

Sintetski hormonski otrovi izrazito su rezistentni spojevi, a njihovom razgradnjom obi¢no nastaju
jo$ Stetniji produkti. Pojedine vrste hormonskih otrova, poput organokloriranih pesticida iznimno
Su postojane. Vrijeme potrebno da se polovina pocetne koncentracije spoja razgradi, tj. vrijeme
poluzivota za pojedine pesticide iznosi ¢ak 15 godina. Vec¢ina hormonskih otrova odlikuje se
niskom topljivoséu u vodenom mediju i visokom topljivo§éu u mastima $to dovodi do njihovog
nakupljanja u masnom tkivu izlozene jedinke. Shodno tome, pretile osobe osjetljivije su na

djelovanje hormonskih otrova u usporedbi s osobama normalne tjelesne mase (Sifakis i sur., 2017).

Zbog prekomjerne upotrebe hormonskih otrova i njihove visoke mobilnosti, zastupljeni su u
gotovo svim segmentima okoliSa. Otpadne vode su jedan od izvora hormonskih otrova; visoke
koncentracije etinilestradiola (sintetski estrogen koji se koristi u proizvodnji kontracepcijskih
pilula) i bisfenola A pronadene su u jezeru Dianchi u Kini u kojem je uocena feminizacija riba
(Liu isur., 2011).

Najvece koncentracije hormonskih otrova o¢ekivano su pronadene u jetri, koja ima sredi$nju ulogu
u biotransformaciji i izlu¢ivanju Stetnih tvari. Hormonski otrovi se zbog svoje postojanosti
nakupljaju u razli¢itim tkivima $to naposlijetku rezultira biomagnifikacijom. Dakle, koncentracija
Stetnih tvari nakupljenih u ¢lanovima hranidbenog lanca proporcionalno se povecava s razinom
hranidbenog lanca. Najvisa koncentracija stetnih tvari zastupljena je u jedinkama najviSe troficke
razine, unato¢ tome $to one nisu bile s njima u direktnom kontaktu (Du i sur., 2014). Samim time,
hormonski otrovi ¢esto neocekivano postanu dio ljudske prehrane. Iako vecina prehrambenih
proizvoda sadrZi pesticide samo u tragovima, uslijed dugotrajne konzumacije namirnica tretiranih
pesticidima mozZe do¢i do nakupljanja Stetnih tvari, narusavanja ravnoteze organskih sustava i

razvoja mnogih bolesti.



2.1.1. Utjecaj hormonskih otrova na reproduktivni sustav ljudi

Izlozenost hormonskim otrovima u prenatalnom i postnatalnom razdoblju ostavlja daleko vece
posljedice na zdravlje jedinke u usporedbi s kontaktom u kasnijim fazama Zivota. Osim trenutnog
Stetnog ucinka, posljedice djelovanja hormonskih otrova na razvojne procese fetusa mogu se
manifestirati godinama nakon samog kontakta. U ranom postnatalnom razdoblju dolazi do
znacajnih razvojnih procesa hipotalamusa koji izmedu ostalog kontrolira razvoj reproduktivnih
organa. Stoga je izloZenost u tom razdoblju uvelike odgovorna za nastanak reproduktivnih
poremecaja u kasnijoj zivotnoj dobi. Bitno je naglasiti kako je odnos izmedu doze hormonskih
otrova i njihova djelovanja na organizam cesto nelinearan. Uobicajeno, najstetniji u¢inak ostvaruju
visoke i niske doze, dok izloZzenost dozama srednjih vrijednosti predstavlja najmanju vjerojatnost

za razvoj bolesti (engl. U-shaped curves) (Combarnous, 2017).

2.1.1.1. Poremecaji zenskog reproduktivnog sustava

Razvoj i funkcija zenskog reproduktivnog sustava ovisi o koordiniranim bioloskim procesima, a
njihova interferencija s egzogenim faktorima poput hormonskih otrova moze dovesti do brojnih

reproduktivnih poremecaja.

Hormonski otrovi djeluju na receptore zenskih spolnih hormona ostvaruju¢i antagonisticki ili
agonisticki ucinak $to naposlijetku moze dovesti do smanjenog broja jajnih stanica, gonadalne
disgeneze i prijevremenog zatajenja jajnika. Obzirom da hormonski otrovi prelaze postelji¢nu
barijeru Cest su uzrok komplikacija u trudno¢i koje mogu rezultirati spontanim pobacajima i

ispodprosje¢nom tezinom novorodenéadi (Garcia i sur., 2017).

2.1.1.2. Poremecaji muskog reproduktivnog sustava

Hormonski otrovi ¢esto su odgovorni za kongenitalno genitourinarne malformacije kod muskaraca
poput hipospadije (nepravilan polozaj otvora mokraéne cijevi), kriptorhizma (poremeca;j spustanja
testisa u mos$nju) i mikropenisa (Garcia i sur., 2017). Uvelike utjeGu na kvantitetu, mobilnost i

vijabilnost spermija te su jedan od najces¢ih uzroka neplodnosti kod muskaraca (Sifakis i sur.,



2017). Narusavaju razvoj reproduktivnih organa i spolnih Zlijezda; pokusni Stakori izlozeni

djelovanju pesticida razvili su prostatu manje mase u odnosu na kontrolnu skupinu stakora.

Estrogen ima bitnu ulogu u inicijaciji i progresiji raka prostate. Uocena je pozitivna korelacija
izmedu Sest vrsta pesticida (jedan dio njih oponasa funkciju estrogena) s ucestaloS¢u pojave
prostati¢ne intraepitelijske neoplazije koja prethodi raku prostate. Poljoprivredni radnici koji su
kontinuirano u kontaktu s pesticidima imaju minimalno dva puta vecu vjerojatnost za razvoj raka
prostate u usporedbi s pojedincima koji nisu dugotrajno izlozeni pesticidima (Silva i sur., 2016).
Takoder, kod Zena ¢iji su partneri bili kroni¢no izlozeni pesticidima zabiljeZena je poviSena stopa

spontanih pobacaja (Petrelli i Mantovani, 2002).

Pojedini hormonski otrovi poput herbicida atrazina narusavaju funkciju endokrinog sustava
izravnim djelovanjem na hipotalamus. Smanjenim luCenjem gonadotropin oslobadajuceg
hormona, posljedicno dolazi do smanjenog lucenja folikulostimulirajuceg (engl. Follicle-
stimulating hormone, FSH) i luteiniziraju¢eg hormona (engl. Luteinizing hormone, LH) iz hipofize
(Ramaswamy i Weinbauer, 2015). Receptori za FSH eksprimirani su u Sertolijevim stanicama
koje su smjesStene u sjemenim kanali¢ima, dok se receptori za LH nalaze u intersticijskim
Leydigovim stanicama. Sertolijeve stanice imaju ulogu u spermatogenezi, osiguravajuci
mehanicku i nutritivnu potporu potrebnu za razvoj spermalnih stanica, dok se u Leydigovim
stanicama odvija steroidogeneza. Smanjeno lucenje LH i FSH negativno se odrazava na razinu
testosterona te na kvantitetu spermalnih stanica. Posljedi¢no, dolazi do smanjene plodnosti i

razli¢itih oblika reproduktivnih poremecaja (Sharma i sur, 2014).

Provedeno je istrazivanje koje je pokazalo kako izloZenost hormonskim otrovima u perinatalnom
razdoblju moze utjecati na vrijeme ulaska u pubertet i razvoj sekundarnih spolnih karakteristika
mladi¢a. Ovisno o dozi i vremenu izlozenosti, pubertet kod mladi¢a nastupio je znatno ranije ili

kasnije od prosjeka (Parent i sur., 2015).



2.2. SINTEZATESTOSTERONA

Kolesterol je prekursor u sintezi estrogena, progesterona i testosterona. Veéina njegove sinteze
odvija se u jetri, a potom u obliku LDL (engl. Low-density lipoprotein) i HDL (engl. High-density
lipoprotein) krvlju dolazi do Leydigovih stanica testisa. Enzim StAR (engl. Steroidogenic acute
regulatory protein) prenosi kolesterol do matriksa mitohondrija. Prvi korak u biosintezi
testosterona predstavlja oksidativno cijepanje bo¢nog lanca kolesterola pomoc¢u enzima CYP11A
(engl. Cholesterol side-chain cleavage enzyme) pri ¢emu nastaje pregnenolon. Potom slijedi
prijenos pregnenolona od matriksa mitohondrija do glatkog endoplazmatskog retikuluma. Krajnji
produkt pretvorbe pregnenolona djelovanjem 3B-HSD (engl. 34-hydroxysteroid dehydrogenase) i
CYP17 je androstenedion. Pretvorba pregnenolona u pretecu testosterona moze se ostvariti
pomoéu dva razli¢ita metaboli¢ka puta; A* i A® (slika 1). Kod ljudi je dominantan A°> metabolicki
put jer CYP17 pokazuje veci afinitet prema 17a-hidroksi-pregnenolonu u usporedbi sa
17a-hidroksi-progesteronom. S druge strane, sinteza testosterona kod stakora odvija se pomoéu A*
metabolickog puta zbog veceg afiniteta CYP17 za 17a-hidroksi-progesteron. Naposljetku,
androstenedion se reducira djelovanjem 17B-HSD (engl. 77p-hydroxysteroid dehydrogenase) u
testosteron. Jedan dio testosterona otpusta se u krvotok gdje se veze za specifiéne proteine, dok se

drugi dio testosterona veze za androgene receptore u citoplazmi ciljnih stanica (Scott i sur., 2009).

\5 Metabolicki put \4 Metabolicki put
Kolesterol
CYP11A |
Pregnenolon Progesteron
17a-hidroksilaza | GNP | cYPI7
17u-hidroksi-pregnenolon 17a-hidroksi-progesteron
C1720taza | [IONPHH Citokrom bs X
VK } Androstenedion
DHEA

5-Androsten 3, 17f-diol ———) Testosteron

Slika 1. Metabolicki put pretvorbe kolesterola u testosteron kod ljudi i visih sisavaca

(prema Scott i sur., 2009)



2.3. PESTICIDI

Veliku grupu hormonskih otrova zauzimaju ve¢ spomenuti pesticidi. Pretezito spadaju u organske
spojeve, molekularne mase od 300 — 2000 Da (Combarnous, 2017). Najvise se upotrebljavaju u
poljoprivrednoj djelatnosti u svrhu poveéanja prinosa i zastite proizvoda od nametnika prilikom
transporta i skladiStenja. Kao posljedica njihove postojanosti, mobilnosti i neselektivnosti dolazi

do smanjenja bioraznolikosti i funkcionalnosti ekosustava.

Postojanost pesticida ovisi o temperaturi medija, pH, salinitetu, turbiditetu i prisutnosti drugih
ksenobiotika. Vecina pesticida pokazuje optimalnu stabilnost pri pH 4, a podlijeZzu procesu
hidrolize pri neutralnom i bazi¢nom pH. Pojedini pesticidi podlozni su fotolizi koja moze biti
direktna (apsorpcija UV zracenja) ili indirektna (interakcija sa slobodnim radikalima). Pesticidi
mogu biti osjetljivi na djelovanje metabolizma mikrobioloskih vrsta, stoga se postupci
bioremedijacije sve viSe unaprjeduju kako bi se $to brze i ucinkovitije provela detoksifikacija
kontaminiranih podrucja. Biotransformacija se u eukariotskim organizmima dijeli na tri faze. U
prvoj fazi pesticidi su podvrgnuti procesima oksidacije (djelovanjem monooksigenaza), redukcije
i hidrolize (djelovanjem esteraza) kojima prelaze iz hidrofobnih u hidrofilne spojeve. Nastali
produkti u drugoj fazi stupaju u reakciju s ugljikohidratima, reduciranim glutationom, sulfatima ili
amino kiselinama (reakcije konjugacije) pri ¢emu nastaju metaboliti dobro topljivi u vodi koji se
lako izlu¢uju iz organizma. Treca faza odnosi Se na izlu¢ivanje biotransformiranih ksenobiotika u

ekstracelularni prostor djelovanjem transportera ovisnih o ATP (Lushchak i sur., 2018).

Pesticidi se prema namjeni dijele na insekticide (suzbijanje Stetnih kukaca), fungicide (suzbijanje
gljivi¢nih oboljenja biljaka) i herbicide (suzbijanje korova). Izmedu ostalog, insekticidi djeluju na
ziv€ani 1 mi$iéni sustav ciljanih insekata, fungicidi inhibiraju biosintezu ergosterola i stani¢no
disanje patogenih mikrorganizama, dok herbicidi inhibiraju fotosintezu, biosintezu pigmenata i

uzrokuju disrupciju staniéne membrane (Casida, 2008).



2.4. PIRETROIDI

Piretroidi su skupina sintetskih kemijskih spojeva koja zauzima bitnu poziciju na trzistu insekticida
proteklih pedesetak godina. Najvise se upotrebljavaju u zastiti poljoprivrednih usjeva, ali
primjenjuju se i za suzbijanje prijenosnika zaraza, npr. komaraca koji su prijenosnici malarije.
Piretroidi su zapravo analozi piretrina, organskih spojeva ekstrahiranih iz cvjetova dalmatinskog
buhaca (lat. Chrisantemum cineraraefolum). Piretrini su esteri ciklopropankarboksilne kiseline i
ciklopentenolona. Kemijskom modifikacijom piretrina sintetizirani su spojevi povecane
selektivnosti, ué¢inkovitosti, postojanosti te smanjenog stupnja bio i foto degradacije (Chrustek i

sur., 2018).

Uzevsi u obzir da srednja letalna koncentracija (engl. 50 % Lethal Dose value, LDs) za razlicite
vrste piretroida ima raspon od 50 do 500 mg/kg, piretroidi spadaju u umjereno toksi¢ne spojeve.
Ovisno o nacinu UN0sa u organizam, ucinci piretroida mogu uslijediti nedugo nakon izloZenosti ili
satima nakon primjene. Ukoliko je pesticid apliciran na pokusne Zzivotinje dermalnim putem,
obi¢no dolazi do niske akutne toksi¢nosti tek nekoliko sati nakon aplikacije zbog nedostatne
apsorpcije putem koze. S druge strane, intravenozna aplikacija rezultira trenutnom akutnom
toksi¢nos¢u. Kao $to je ve¢ spomenuto, toksi¢nost hormonskih otrova ovisi o starosnoj dobi
jedinke. Istrazivanja su pokazala da piretroidi permetrin, deltametrin i cipermetrin (engl.
u usporedbi s odraslim jedinkama (Soderlund, 2010). Jedno od mogucih objasnjenja je nedovoljno
razvijen detoksifikacijski enzimski sustav. U uzroke veée osjetljivosti prema piretroidima
pripadaju i specifi¢ne izoforme natrijevih ionskih kanala koje su eksprimirane u ve¢em broju kod

neonatalnih Stakora u usporedbi s odraslim jedinkama (Soderlund, 2012).

Uocen je ucinak deltametrina na razvoj centralnog zivéanog sustava kod postnatalno izlozenih
pokusnih Stakora. ZabiljeZena je pove¢ana motorna aktivnost kod pokusnih §takora u dobi od éetiri
mjeseca Kkoji su u postnatalnom razdoblju bili izloZeni deltametrinu. Takoder, dugotrajna
izloZzenost CYP rezultirala je smanjenim brojem receptora za dopamin, oteZanim transportom

dopamina te neurodegeneracijom dopaminergickih neurona (Wakeling i sur., 2012).

lako su piretroidi usmjereni na remecenje prijenosa ziv¢anih signala kod insekata, oni mogu imati

negativan ucinak i na ziv€ani sustav ljudi. Ustanovljena je pozitivna korelacija izmedu razine



metabolita piretroida, 3-fenoksibenzojeve kiseline (engl. 3-phenoxybenzoic acid, 3-PBA) i
ucestalosti pojave poremecaja paznje s hiperaktivnoséu kod djece. Istrazivanjem provedenim u
Kaliforniji u razdoblju od 2007. — 2009. godine u kojem je sudjelovalo 173 ispitanika, utvrdene su
koncentracije 3-BPA u ¢ak 62,4 % slucajeva (Tang i sur., 2018). Takoder, poviSena razina 3-PBA
detektirana je u urinu musSkaraca sa znatno smanjenom koncentracijom, pokretljivoséu i
vijabilnosti spermalnih stanica. U istrazivanju je sudjelovalo 346 muskaraca u starosti od 20-50

godina koji su tijekom zivota povremeno bili izloZeni manjoj koli¢ini pesticida (Jin i sur., 2011).

S obzirom na njihovu ucestalu primjenu, piretroidi se nalaze u gotovo svim dijelovima biosfere.
Najmanje su zastupljeni u vodama upravo zbog njihova hidrofobnog karaktera. Zbog velike
mobilnosti i postojanosti znacajne koncentracije piretroida i pripadajuc¢ih metabolita otkrivene su

kilometrima udaljenim od mjesta upotrebe (Tang i sur., 2018).

2.4.1. TiCSsindrom

Postoji korelacija izmedu kemijske strukture piretroida i simptoma toksi¢nosti koje piretroidi
izazivaju. Esteri primarnih alkohola poput aletrina i resmetrina, pripadaju u piretroide tipa 1.
Relativno su nestabilni pri vanjskim uvjetima, stoga se uglavnom koriste za suzbijanje insekata u
kucanstvu. U vecini sluCajeva, piretroidi tipa 1 dovode do razvoja T sindroma (engl. Tremor
syndrome, T syndrome) kojeg karakterizira povetana osjetljivost na vanjske podrazaje,
agresivnost, ritmi¢ni poremecaji pokreta (tremor) i poviSena tjelesna temperatura. S druge strane,
esteri a-cijano-3-fenoksibenzilnih alkohola (CYP i deltametrin) ubrajaju se u piretroide tipa 2 i oni
su najéesce odgovorni za pojavu CS sindroma (engl. Choreoathetosis with salivation syndrome).
Uvodenjem fenoksibenzilne skupine povecana je njihova stabilnost pri vanjskim uvjetima stoga
imaju primjenu u zastiti poljoprivrednih usjeva. Ucestali simptomi CS sindroma su poviSena
salivacija, neritmi¢ni poremecaji pokreta, tj. trzaji (koreoatetoza), epilepti¢ni napadaji i snizena
tjelesna temperatura. lako su piretroidi tipa 1 odgovorni za nastanak T sindroma, postoje spojevi
koji obzirom na kemijsku strukturu pripadaju piretroidima tipa 1, ali dovode do razvoja simptoma

karakteristi¢nih za CS sindrom (Breckenridge i sur., 2009).
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2.4.2. Mehanizam djelovanja piretroida

Razlika u elektricnom naboju izvan i unutar ekscitabilne stanice naziva se membranski potencijal.
Ekscitabilne stanice imaju sposobnost pretvorbe kemijskih i mehanickih signala u elektri¢ne
impulse, a primjer takvih stanica su neuroni i mi$i¢ne stanice. Potencijal stanice u mirovanju iznosi
-70 mV. Zbog razlike u koncentraciji razli¢ito nabijenih iona, unutra$njost stanice je za 70 mV

manje pozitivna od ekstracelularnog prostora.

Akcijski potencijal oznacava brzu reverzibilnu promjenu membranskog potencijala ekscitabilnih
stanica. Mehanicka sila ili vezanje neurotransmitera inducira otvaranje specifi¢nih ionskih kanala.
Uslijed razlike u koncentraciji 1 naboju iona (elektrokemijski gradijent), odredeni ioni imaju
tedenciju ulaziti u stanicu putem ionskih kanala $to uzrokuje promjenu naboja s obje strane
membrane (Alberts B i sur., 2010). Promjena membranskog potencijala s -70 mV na -55 mV
(pocetak akcijskog potencijala) izaziva konformacijsku promjenu i otvaranje velikog broja Na*
kanala (slika 2).

Vezanjem za o podjedinicu, piretroidi usporavaju zatvaranje i inaktivaciju ionskih kanala Sto
rezultira ulaskom veCeg broja iona Na* pa naboj stanice postaje sve elektropozitivniji
(hiperdepolarizacija). Piretoridi tipa 1 zadrzavaju Na" kanale otvorenima krac¢i vremenski period
u usporedbi s piretroidima tipa 2. Piretroidi tipa 1 uzrokuju brze ponavljaju¢e promjene naboja,
dok piretroidi tipa 2 uzrokuju ireverzibilnu depolarizaciju (Shafer i sur., 2005). Uslijed nedostatne
repolarizacije dolazi do inhibicije prijenosa elektri¢nih impulsa duz aksona. Mehanizam djelovanja
piretroida ocituje se u hiperekscitabilnosti neurona $to u kratkom periodu dovodi do njihove

apoptoze (Wakeling i sur., 2012).
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Slika 2. Prikaz promjene konformacije ionskih kanala uslijed promjene vrijednosti
membranskog potencijala. Pasivni K* kanali konstantno su otvoreni; neovisno o vrijednosti
membranskog potencijala. Na* kanali regulirani naponom su otvoreni za vrijeme depolarizacije
dok su K* kanali regulirani naponom zatvoreni. Nakon postizanja amplitude akcijskog
potencijala dolazi do zatvaranja Na* kanala i otvaranja K* kanala. Nakon uspostavljanja
vrijednosti membranskog potencijala od -70 mV K* kanali regulirani naponom ponovno se

zatvaraju (prema Vaskovi¢, 2022)
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2.5. CIPERMETRIN

Cipermetrin (engl. Cypermethrin, CYP) (slika 3) nastaje kondenzacijom 2-hidroksi-2-(3-
fenoksifenil)acetonitrila i  3-(2,2-diklorovinil)-2,2-dimetilciklopropankarboksilne  kiseline
(‘Summary for CID 2912, Cypermethrin’). CYP se pojavljuje u obliku smjese cis i trans

enantiomera u omjeru 40:60 (Romero i sur., 2017).

Alfa-CYP (engl. Alpha-cypermethrin, a-CYP) pripada skupini piretroida tipa 2, a na trziStu se
pojavljuje u obliku kristalnog praha svijetlo zute boje (tablica 1) (Chrustek i sur, 2018). Pojavljuje
se u obliku smjese cis i trans enantiomera u omjeru 1:1. CYP dostupan na trzistu obi¢no sadrzi 20-
40% a-CYP te je nesto nize toksi¢nosti od a-CYP. Prihvatljivi dnevni unos za CYP iznosi do 0,05
mg/kg/tjelesne mase na dan (mg/kg tj. m./dan), dok za a-CYP iznosi 0,02 mg/kg tj. m./dan (Ritter
i Greenlees, 2022). U ljudski organizam moze dospjeti oralnim (gutanje tretiranih namirnica),
dermalnim (Cesta pojava kod poljoprivrednih radnika) ili respiratornim putem (nalazi se u sastavu

mrezica za suzbijanje komaraca).

u ljudski organizam moZe dospjeti oralnim, dermalnim ili respiratornim putem

B9 TQ g

Slika 3. Prikaz kemijske strukture CYP, naziv po IUPAC-u: [Cijano-(3-fenoksifenil)metil]3-
(2,2-dikloroetenil)-2,2-dimetilciklopropan-1-karboksilat (prema PubChem, 2021)

Obzirom da ne postoji skoro niti jedan istrazivacki rad u kojem je pracen utjecaj izloZenosti a-
CYP na razvoj i reprodukciju pokusnih zivotinja, prikazani su dostupni podaci koji se odnose na
piretroid CYP.

Postojanost CYP na tretiranim biljkama iznosi pet dana, dok se u vodi zadrzava oko pedeset dana.

Ovisno o sastavu tla i prisutnos¢u mikrobioloskih vrsta, vrijeme poluzivota CYP u tlu iznosi od
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Cetiri dana pa ¢ak do osam tjedana (Junquera, 2021). Detoksifikacijskim metabolizmom CYP
prelazi u polarne produkte koji se potom vezu za Cestice sedimenta. Zbog niske pokretljivosti u tlu
mala je vjerojatnost daljnje kontaminacije podzemnih voda. lzrazito je stabilan u neutralnom i
kiselom mediju, dok pri visim pH vrijednostima (pH 9) podlijeze procesima hidrolize (Chrustek i
sur., 2018). Kako bi se $to duze odrzala postojanost CYP u ciljnom organizmu, ¢esto se koristi u
kombinaciji s piperonil butoksidom. Piperonil butoksid djeluje kao sinergist jer inhibira citokrom

P450 i time otezava degradaciju CYP.

Iako su slucajevi akutnog trovanja izazvanih CYP kod ljudi vrlo rijetki, pri dozi od 100-1000
mg/kg tj. m./dan dolazi do pojave osipa, svrbeza, spazma misic¢a, gubitka koordinacije pokreta,
mucnina, urinarne inkotinencije i epilepti¢nih napadaja koji mogu rezultirati smrtnim ishodom

(Aman i sur., 2018).

CYP pripada skupini hormonskih otrova koji ostvaruju negativno djelovanje na reprodukciju; CYP
narusava procese steroidogeneze i spermatogeneze Sto dovodi do smanjene stope plodnosti.
Direktno snizava ekspresiju gena koji kodiraju za enzime ukljucene u sintezu androgenih hormona
te ekspresiju pripadajucih receptora. Tretman CYP u dozi od 25 mg/kg tj. m./dan kroz razdoblje
od 3 tjedna, na pokusnim miSevima u pubertetu rezultirao je snizenom razinom ekspresije MRNA
P45017a liaze (Jin i sur., 2011). Nadalje, toksi¢no djelovanje CYP moze izazvati hiperplaziju
Leydigovih stanica, atrofiju seminifernih tubula, prosirenje i zacepljenje krvnih zila, hemoragiju,

nakupljanje eksudata i edem testikularnog tkiva (Alaa-Eldin i EI-Shafei, 2017).

Takoder, kod Zenki pokusnih miseva perinatalno izlozenih CYP u dozi od 12 mg /kg tj. m./dan,
zabiljeZena je poviSena stopa pobacaja i veéi broj zenskih potomaka naspram muskih $to potvrduje

djelovanje CYP na endokrini i reproduktivni sustav (Xiangdong i Chaobin, 2014).

Sli¢no kao i kod drugih piretroida, toksi¢an uc¢inak CYP ocituje se u remecenju prijenosa zivéanih
signala, povisenoj razini glukoze, lipida i malonildialdehida (marker oksidativnog stresa),
smanjenoj razini inzulina i antioksidativnih enzima, promjeni ekspresije pro- i anti-apoptotickih
gena, smanjenoj razini citokina IL-2, IL-8, IL-12 i IFN- v, itd. lako je primarni cilj djelovanja CYP
neuroloski sustav, posljedice njegove toksi¢nosti odrazavaju se na cjeloukupan organizam

(Chrustek i sur., 2018).
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2.6. BIOMARKERI ENDOKRINE DISRUPCIJE

2.6.1. Anogenitalni razmak

Anogenitalni razmak (engl. Anogenital distance, AGD) odnosi se na udaljenost izmedu analnog
otvora i vanjskih genitalija (slika 4). Jedan je od klju¢nih parametara pri odredivanju uéinka
odredene kemikalije na endokrini sustav. Dakle, anogenitalni razmak je biomarker endokrine
disrupcije i pokazatelj potencijalnih poremecéaja reproduktivnog zdravlja. Brojna istrazivanja
potvrdila su korelaciju izmedu duljine anogenitalnog razmaka i pojave reproduktivnih poremecaja
kod muskaraca i Zena. Znatno manji anogenitalni razmak od uobiCajenog izmjeren je kod
novorodencadi s poremecajima mokra¢no-spolnog sustava; hipospadije i kriptorhizma.
Ispodprosjecan anogenitalni razmak moze ukazati na nisku razinu testosterona, smanjenu
kvantitetu spermija i shodno tome nisku stopu plodnosti u odrasloj dobi. Zabiljezena je veca
ucestalost tumora testikularnih germinativnih stanica kod muskaraca sa znatno krac¢im
anogenitalnim razmakom. Anogenitalni razmak kod muzjaka pokusnih Stakora dvostruko je veci
od anogenitalnog razmaka kod Zenki pokusnih Stakora. Naveden odnos vrijednosti anogenitalnih

razmaka takoder je prisutan kod muskaraca i zena (Schwartz i sur., 2019).

2.6.1.1. Signalni put androgena

Niske vrijednosti anogenitalnog razmaka ukazuju na remecenje signalnih puteva potaknutih
androgenim hormonima. Nakon difuzije testosterona u citoplazmu ciljne stanice dolazi do
njegovog vezanja za androgene receptore. Jedan dio molekula testosterona redukcijom,
djelovanjem Sa-reduktaze, prelazi u dihidrotestosteron koji pokazuje puno veéi afinitet vezanja za
androgene receptore. Androgeni receptor pojavljuje se u obliku monomera, a nakon vezanja
liganda dolazi do njegove dimerizacije i translokacije u jezgru. Kompleks liganda i receptora
ujedno predstavlja transkripcijski faktor; vezanjem za specificne sekvence na DNA (androgen
responzivne elemente) dolazi do aktivacije transkripcije specifiénih gena i pokretanja signalnih
puteva kljuénih za diferencijaciju muskih reproduktivnih organa (Roy i sur., 1998). Testosteron

potice diferencijaciju dosjeminika i testisa, dok je dihidrotestosteron odgovoran za razvoj prostate,

15



penisa i perineuma (prostor izmedu analnog otvora i skortuma). Niske razine testosterona i

dihidrotestosterona uzrokuju ispodprosjecan anogenitalni razmak te nepotpunu maskulinizaciju.

d ®

Slika 4. Prikaz mjerenja anogenitalnog razmaka kod pokusnih $takora i ljudi. Anogenitalni
razmak kod pokusnih $takora mjeri se od analnog otvora do genitalnog tuberkula (preteca penisa
kod muzjaka i klitorisa kod zenki). Anogenitalni razmak kod ljudi moZe se mjeriti na dva nacina.

AGDAar/AGDak ozna¢ava udaljenost od analnog otvora do penisa/klitorisa, dok se
AGDAas/AGDAar odnosi na udaljenost izmedu analnog otvora i skortuma/frenuluma malih usana

(prema Fischer i sur., 2020)

Hormonski otrovi mogu inhibirati enzime klju¢ne u sintezi i metabolizmu testosterona te djelovati
kao antagonisti androgenih receptora. Osim §to onemogucavaju vezanje testosterona i
dihidrosterona za odgovaraju¢e receptore, ometaju translokaciju androgenih receptora s

pripadajuc¢im ligandom i njihovo vezanje za androgen responzivne elemente (Roy i sur., 1998).
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2.6.2. Postojanje bradavica kod muzjaka pokusnih §takora

Jedan od neizostavnih biomarkera endokrine disrupcije prema OECD (engl. Organisation for
Economic Co-operation and Development) protokolima je i pojava bradavica kod muzjaka
pokusnih zivotinja. Kod muzjaka i zenki pokusnih $takora spolni dimorfizam ocituje Se u broju
bradavica. Kod Zenka je razvijeno 12 bradavica, dok kod muzjaka one nisu razvijene. “Kriti¢no”
razdoblje za maskulinizaciju u Stakora nastupa od 15.5 do 18.5 dana od zacec¢a. U tom prenatalnom
razdoblju dihidrotestosteron poti¢e razvoj muskih spolnih karakteristika te zaustavlja daljni razvoj
primordiuma bradavica. Ukoliko su muZzjaci pokusnih Stakora u tom razdoblju izlozeni
hormonskim otrovima koji ometaju signalni put androgena dolazi do nepotpune maskulinizacije i
razvoja bradavica karakteristinih za Zenke. Pojava bradavica kod muzjaka uslijed izlaganja
hormonskim otrovima u velikom broju slu¢aja predstavlja ireverzibilnu promjenu (Schwartz i sur.,
2021).
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3 EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Pokusne zivotinje

U ovom istrazivanju koristeni su Stakori soja Wistar HsdBrlHan. Naveden soj karakterizira Siroka
grada glave, duga uha i duzina repa koja je manja od tjelesne duzine. Prednosti koriStenja
navedenog soja Su niza tjelesna tezina (manji troskovi), jednostavan uzgoj i dug zivotni vijek.
Primjerice, soj Wistar Han ima za 37 % vecu stopu prezivljenja u usporedbi sa sojem Sprague
Dawley. Takoder, u¢estalost pojave tumora kod soja Wistar Han znatno je niza nego kod ostalih
sojeva (ENVIGO BLOG, 2022).

Laboratorijski Stakori koriSteni U ovom istrazivanju bili su iz vlastitog uzgoja Instituta za
medicinska istrazivanja 1 medicinu rada. Postupanje sa zZivotinjama odvijalo se u skladu s
Pravilnikom o zastiti zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe (NN 55/13 1 39/17) Uprave za
veterinarstvo 1 sigurnost hrane Ministarstva poljoprivrede. Za provodenje pokusa dobivena je
dozvola Etickog povjerenstva Instituta za medicinska istrazivanja 1 medicinu rada (Ur. Br.: 100-

21/20-20).

U ovom istrazivanju su koristene 72 spolno zrele Zenke Stakora u dobi od 3 mjeseca, koje su bile
podijeljene u Sest pokusnih skupina. Na pocetku samog pokusa zenke Su izvagane te su im repovi
oznaceni rimskim brojevima (I-1V). Potom su po ¢etiri zenke nasumi¢no smjestene U jedan kavez
srednje veli¢ine za drzanje malih pokusnih glodavaca (Techniplast, Italija; Ehret, Tulln, Austrija)
na na¢in da su im prosjecne tjelesne mase po kavezu bile podjednake. Sve Zivotinje su imale
slobodan pristup (ad libitum) teku¢ini za napajanje i standradnom krmivu za pokusne glodavce
(Complete feed for mice and rats 4RF21, Mucedola, Settimo Milanese, Italija) (slika 5). Tijekom
parenja zenke su rasporedene U kaveze s muzjacima u omjeru 1:1. Skotne zenke su prebacene U
male kaveze u kojima se nalaze s mladuncima sve do 21. dan nakon okocenja kada nastupa
odbijanje mladunaca. Nakon mjesec dana starosti, potomci su razvrstani po spolu i premjesteni iz

malih u kaveze srednje veli¢ine.
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Zivotinje su tijekom pokusa drzane pod kontroliranim uvjetima sukladno zakonskim propisima:

temperatura od 20 do 22 °C, vlaga od 40 do 60 % i izmjena ciklusa svjetlo/tama od 12 sati.

3.1.2.

Slika 5. Razmjestaj pokusnih Zivotinja po kavezima (vlastita fotografija)

Kemikalije

a-cipermetrin, analiticki standard, PESTANAL® (Sigma-Aldrich Laborchemikalien
GmbH, Njemacka)
voda
dietilstilbestrol (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Njemacka)
kukuruzno ulje (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Njemacka)
anestetici: ketamin-narketan (Vetoquinol UK Ltd., Towcester, United Kingdom)
ksilazin-ksilapan (Vetoquinol UK Ltd., Towcester, United Kingdom)

Kit za progesteron: Progesterone rat/mouse ELISA Kit (DEV9988)

(Demeditec Diagnostics GmbH, Kiel, Njemacka)
Kit za testosteron: Testosterone rat/mouse ELISA Kit (DEV9911)

(Demeditec Diagnostics GmbH, Kiel, Njemacka)
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Tablica 1. Usporedba fizikalnih svojstava a-cipermetrina i dietilstilbestrola

(prema PubChem, 2021)

- ocipermetrin | _ __dietilstilbestrol _ |
IUPAC ime [(S)-cijano-(3- 4-[(E)-4-(4-hidroksifenil)heks-
fenoksifenil)metil] (1R,3R)-3- 3-en-3-il]fenol
(2,2-dikloroetenil)-2,2-
dimetilciklopropan-1-

karboksilat
Molekularna masa 416.3 g/mol 268.3 g/mol
Boja/forma Zuti kristali¢ni prah Bijeli kristali¢ni prah
Tocka taliSta 81.3°C 169-172 °C
Tocka vrelista 200 °C 407.1+£25.0 °C
Topljivost Aceton, diklormetan,toulen Aceton, kloroform,etanol
LogP 6.06 5.07

3.1.3. Aparatura i pribor

e Analiticka vaga (New Classic MS303S, Mettler Toledo AG, Svicarska)

e Tehnitka vaga (P 400, Mettler, Svicarska)

e Svjetlosni mikroskop (Zeiss Axiostar plus)

e Centrifuga (Eppendorf AG, Njemacka)

e Instrument za mjerenja razina hormona u serumu imunokemijskom metodom ELISA:
Personal Lab instrument (IASON, Graz, Austria)

e Eppendorf pipete s nastavcima (Eppendorf AG, Njemacka)

e Staklena kapaljka, staklene plocice

20



3.2. METODE

3.2.1. Pracenje faza estrusnih ciklusa

U svrhu utvrdivanja Zenki s ujednacenim cetverodnevnim estrusnim ciklusima, svakog jutra u
razdoblju od Cetiri tjedna tehnicko osoblje uzimalo je ispirke rodnice pomocu staklene kapaljke
napunjene mlakom vodom iz vodovoda. Kapi s ispircima nanosene su redom (prema oznakama
Stakorica) na staklene plocice (slika 6). Pomocu svjetlosnog mikroskopa (Zeiss Axiostar plus) iz
citoloskih ispiraka promatrane su oljustene stanice epitela rodnicke sluzi. Ovisno o broju i vrsti

stanica odredena je faza estrusnog ciklusa te su podaci zabiljeZeni u dnevnik pokusa (slika 8).

Estrusni ciklus $takorica dijeli se na Cetiri faze: proestrus, estrus, metestrus i diestrus (slika 7).
Obicno traje 4-5 dana, a najduzi period zauzima diestrus (48-72 h). Trajanje pojedine faze moze
varirati od ciklusa do ciklusa §to je bio otezavajuci faktor pri odabiru Stakorica za parenje.
Proestrus obi¢no traje 14 h, u rodni¢kom ispirku dominantne su epitelne stanice s jezgrom. U
estrusu su najbrojnije roznate stanice, u ovoj fazi nastupa ovulacija te su stakorice spremne za
kopulaciju s muzjacima. Metestrus karakterizira podjednaka zastupljenost svih vrsta stanica;
leukocita, roznatih stanica i epitelnih stanica s jezgrom. Rodnic¢ki ispirak Stakorica u diestrusu

izrazito je gust i sluzav, a leukociti su najzastupljenija vrsta stanica (Ajayi i Akhigbe, 2020).

Slika 6. Staklene plocice na koje su naneseni ispirci rodnice (redom prema oznakama $takorica)

(vlastita fotografija)
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Slika 7. Faze estrusnog ciklusa stakorica (proestrus, estrus, metestrus, diestrus, redom s lijeva na

desno) gledane pod svjetlosnim mikroskopom
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Slika 8. Tablica u kojoj su biljezene faze estrusnog ciklusa Stakorica odredene na temelju
zastupljenosti pojedinih stanica. U ispircima rodnice, ovisno o fazi uo¢ene su roznate stanice (C),

epitelne stanice s jezgrom (NE) i leukociti (L) (vlastita fotografija)

3.2.2. Odabir zivotinja za pokus i parenje zivotinja

Nakon detaljnog proucavanja podataka o fazama estrusnog ciklusa svake pojedine zenke,
izdvojene su stakorice kod kojih se faze estrusnog ciklusa pravilno izmjenjuju. Na dan proestrusa
zenke Su stavljene u rasplod s neizlozenim muzjacima preko no¢i u omjeru 1:1. Sljedeceq jutra
muZjaci su izvadeni iz kaveza, a zenke su pregledane da se utvrdi ukoliko je u otvoru rodnice
zaostao sluzni &ep nakon parenja, koji je pokazatelj da je Zenka vjerojatno zanijela. Zenkama kod
kojih nije uocen sluzni ¢ep u rodnici su uzeti ispirci rodnice koji su pregledani pod svjetlosnim
mikroskopom (Zeiss Axiostar plus). Ukoliko su u ispircima rodnice pronadeni spermiji, Stakorice
su proglasene sperm pozitivnima i skotnima (slika 9). S obzirom na neujednacene cikluse zenki,
navedeni postupci ponavljani su kroz sljedec¢ih nekoliko dana. Kod zenki koje su proglasene sperm
pozitivnima, sljede¢ih par dana promatrani su citoloski rodnicki ispirci. Ukoliko su zenke zanijele,
zaustavljena je izmjena faza estrusnog ciklusa, tj. one viSe ne cikliraju. Dan u kojem je utvrdena
prisutnost spermija u rodnickim ispircima ili sluzni ¢ep u rodnici oznacen je kao prvi dan

graviditeta (DG).
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Slika 9. Sperm pozitivan ispirak rodnice (fotografirala Antonia Mercep)

3.2.3. Razvrstavanje skotnih Stakorica u pokusne skupine

Skotne Stakorice su razvrstane u 6 pokusnih skupina 0d 12 Zivotinja po svakoj skupini. Negativna
kontrolna skupina ukljucivala je skotne Stakorice izloZzene vodi, dok su skotne Stakorice izlozene
kukuruznom ulju predstavljale kontrolu samog otapala. Tri pokusne skupine bile su izloZene a-
CYP udozama od 1, 10 i 19 mg/kg tj. m./dan. Pozitivna kontrola bila je izlozena dietilstilbestrolu
u koncentraciji od 10 pg/kg tj. m./dan. Navedene doze izlozenosti a-CYP izraCunate su prema
trenutno dostupnim NOAEL (engl. No Observed Adverse Effect Level) i LOAEL (engl. Lowest
Observed Adverse Effect Level) vrijednostima za reproduktivnu toksi¢nost u Stakora, koje za a-
CYP iznose 7.5 mg/kg/dan (NOAEL) i 37.5 mg/kg/dan (LOAEL) (WHO, 2019). Zivotinje su
tretirane od 6. dana graviditeta (DG) do 21. DG odnosno do okocenja, 1 mL/dan, peroralno
zelu€anocrijevnom sondom kako bi se imitirao prirodan put unosa pesticida hranom i uz
istovremenu sigurnost da je svaka zivotinja bila izloZena to¢no Zeljenoj koncentraciji spoja. Sve

navedene skupine zivotinja drzane su pod jednakim uvjetima.
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3.2.4. Uzorkovanja tkiva

Dio skotnih Zenki Zrtvovan je 21. DG. Stakorice su uspavane intraperitonealnim ubrizgavanjem
kombinacije anestetika u dozi 0,8 mL/kg ketamina-narketana i 0,6 mL/kg ksilazina-ksilapana
(Narketan i Xylapan, Vetoquinol UK Ltd., Towcester, Ujedinjeno Kraljevstvo). Nakon toga,
prerezana je vratna arterija te izveden ventralni medijalni rez od kaudalnog dijela trupa do vrata.
Potom je izvadena gravidna maternica s plodovima (slika 10) i jajnicima koja je detaljno
pregledana. Gravidna maternica je razrezana te su otvoreni plodni mjehuri zarezivanjem ovojnica

pri ¢emu su se prikazale posteljice 1 fetusi.

Muskim fetusima F1 generacije (slika 11) prikupljena je krv radi utvrdivanja razine testosterona u
serumu. Krv je centrifugirana 2 puta na 3000 rpm/15 min/4°C (Eppendorf AG, Njemacka), a

izdvojeni krvni serum pospremljen do analiza na -20 °C.

Slika 10. Gravidna maternica Stakorice 21. DG (fotografirala Antonia Mercep)
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Slika 11. Fetusi izolirani iz gravidne maternice stakorice 21. DG

(fotografirala Antonia Mercep)

Nakon §to je kod muskih mladunaca F1 generacije potvrden ulazak u pubertet, dio mladunaca je
izvagan i uspavan intraperitonealnim ubrizgavanjem kombinacije anestetika u dozi 0,8 mL/kg
ketamina-narketana i 0,6 mL/kg ksilazina-ksilapana (Narketan i Xylapan, Vetoquinol UK Ltd.,
Towcester, Ujedinjeno Kraljevstvo) te im je uzorkovana krv u svrhu odredivanja razina
progesterona i testosterona u serumu. Krv je centrifugirana 2 puta na 3000 rpm/15 min/4°C
(Eppendorf AG, Njemacka), a izdvojeni krvni serum pospremljen do analiza na -20 °C.

Uzorkovani su testisi koji su izvagani, a mase su zabiljezene u tablice.

3.2.5. Pracenja parametara endokrine disrupcije razvoja muskih mladunaca F1 generacije

S ciljem procjene uc¢inaka a-CYP na razvoj prenatalno izlozenih muskih mladunaca F1 generacije
praceni su parametri endokrine disrupcije prema odgovaraju¢im OECD protokolima (OECD, 2018
a, b). Cetiri dana nakon okoéenja muskim mladuncima izmjeren je anogenitalni razmak i podaci
su zabiljezeni u tablice (MclIntyre i sur., 2002; Hotchkiss i sur., 2007; Van der Driesche i sur.,
2011; Schwartz i sur., 2021) .
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Trinaest dana nakon okocenja provjereno je postojanje areola/bradavica kod muskih mladunaca
(Mclntyre i sur., 2002; Hotchkiss i sur., 2007; Schwartz i sur., 2021). Podaci su zabiljeZeni.

Takoder nakon odvajanja od majke (koje je nastupilo 21 dan nakon oko¢enja) muskim mladuncima
su svakodnevno promatrani vanjski znakovi spolnog sazrijevanja, odnosno odvajanje prepucija,

kako bi se utvrdio ulazak u pubertet. Podaci su zabiljezeni u pripremljene tablice.

3.2.6. Pracenja parametara endokrine disrupcije reprodukcije muskih mladunaca F1 generacije

S ciljem praéenja uc¢inaka o-CYP na reprodukciju muskih mladunaca F1 generacije prenatalno
izloZzenih a-CYP dio muskih mladunaca kod kojih je potvrden ulazak u pubertet stavljen je na
parenje s neizloZenim spolno zrelim Stakoricama preko no¢i u omjeru 1:1 na jednak nac¢in kako su
parene Zenke FO generacije. Na dan okota praceni su parametri endokrine disrupcije reprodukcije
mladunaca F1 generacije sukladno odgovaraju¢im OECD protokolima (OECD, 2018 a, b):
uspjesnost parenja, duljina gestacije, ukupan broj oko¢enih mladunaca, broj Zivih mladunaca, broj
mrtvih mladunaca, stopa prezivljenja, omjer spolova mladunaca, mase muskih/zenskih mladunaca,

mase legla. Svi podaci su zabiljeZeni u pripremljene tablice.

3.2.7. Odredivanja steroidnih hormona u serumu muskih mladunaca F1 generacije

Pomoc¢u imunokemijske metode ELISA (Personal Lab instrument, IASON, Graz, Austria)
izmjerene su koncentracije testosterona u serumu muskih fetusa i progesterona i testosterona u
serumu mus$kih mladunaca F1 generacije u pubertetu (slika 12). Analize su provedene koriStenjem
standardnih kitova za testosteron (Testosterone rat/mouse ELISA Kit (DEV9911), Demeditec
Diagnostics GmbH, Kiel, Njemacka) i progesteron (Progesterone rat/mouse ELISA Kit
(DEV9988), Demeditec Diagnostics GmbH, Kiel, Njemacka). Koncentracije testosterona i
progesterona u serumu su izrazene u ng/mL. Donja granica osjetljivosti/detekcije za testosteron

iznosi 0,066 ng/ml, a za progesteron 0.156 ng/ml.
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Slika 12. Prikaz pripreme uzoraka za odredivanje razine hormona imunokemijskom metodom

ELISA

(vlastita fotografija)

3.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka obrada podataka provedena je koriStenjem licenciranog statistickog programskog
paketa Statistica verzija 14.0.0.15 (TIBCO Software Inc.). Testirana je normalnost raspodijele
podataka Shapiro-Wilkovim testom i podaci su prikazani kao srednje vrijednosti i standardne
devijacije za normalno raspodijeljene podatke te kao medijani i rasponi za podatke koji nemaju
normalnu raspodjelu.

Vrijednosti anogenitalnog razmaka te parametara endokrine disrupcije reprodukcije izmedu
razli¢itih pokusnih skupina usporedene su pomocu neparametrijskog Kruskal-Wallisovog testa.
Vrijednosti masa mladunaca i testisa u pubertetu te koncentracija testosterona u fetusima muskih
mladunaca F1 generacije i koncentracija testosterona i progesterona u muskih mladunaca F1
generacije u pubertetu statistiCki su obradene parametrijskim testovima analizom varijance
ANOVA i post hoc Fischer LSD testom.

Svi statisti¢ki testovi provedeni su na razini znacajnosti p <0,05 (95 %-tni interval pouzdanosti).
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4 REZULTATI | RASPRAVA

S ciljem utvrdivanja uc¢inaka prenatalne izlozenosti potencijalnom hormonskom otrovu a-CYP na
razvoj mu$kih mladunaca F1 generacije promatrani Su anogenitalni razmak, postojanje
areola/bradavica te vanjski znakovi spolnog sazrijevanja. Izmjerene su razine testosterona u
serumu muskih fetusa i razine testosterona i progesterona u serumu muskih mladunaca u pubertetu

F1 generacije. Takoder su izvagani testisi muskih mladunaca F1 generacije u pubertetu.

S ciljem utvrdivanja uc¢inaka prenatalne izlozenosti potencijalnom hormonskom otrovu a-CYP na
reprodukciju muskih mladunaca F1 generacije pra¢eni su parametri endokrine disrupcije

reprodukcije mladunaca F1 generacije u pubertetu prema odgovaraju¢im OECD protokolima.

Rezultati su raspodijeljeni u dva poglavlja te su prikazani u obliku 5 tablica. Prvi dio rezultata koji
se odnosi na ucinke prenatalne izloZenosti a-CYP na razvoj muskih mladunaca F1 generacije
prikazan je u tablicama 2 - 5. Drugi dio rezultata koji se odnosi na ucinke prenatalne izloZenosti

a-CYP na reprodukciju muskih mladunaca F1 generacije prikazan je u obliku tablice 6.
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4.1. UCINCI a-CYP NA RAZVOJ MUSKIH MLADUNACA F1 GENERACIJE

4.1.1. Anogenitalni razmak

U tablici 2 prikazani su anogenitalni razmaci izmjereni kod muskih mladunaca F1 generacije.

Tablica 2. Anogenitalni razmaci kod muskih mladunaca F1 generacije prenatalno izlozenih vodi
(negativna kontrola — NK), a-cipermetrinu u dozi od 1 (acypl), 10 (acyp10) i 19 mg/kg tj.
m./dan (acyp19), dietilstilbestrolu u dozi od 10 pg/kg tj. m./dan (pozitivna kontrola — PK) i

kukuruznom ulju (kontrola otapala — KO), od 6. DG do oko¢enja, 1 mL/dan, per os.

POKUSNE SKUPINE ANOGENITALNI RAZMAK (mm)

6,70

NS (6,60-7,50)
. 6,90

ocyp (5,70-8,00)
0 6,40

ocyp (5,30-7,30)
0 7,10

ocyp (5,50-9,00)
6,55

A (5,80-7,50)
7,30%

KO (6,40-8,40)

Rezultati su prikazani kao medijani s rasponom najmanje do najvecée vrijednosti u zagradi.
* statisticki znacajna razlika u odnosu na acyp10
Razina znacajnosti p<0.05

Nakon provedene statistiCke analize utvrdene su statistiCke znacajne razlike (*) u vrijednostima
anogenitalnog razmaka kod skupine tretirane a-CYP u dozi od 10 mg/kg tj. m./dan u odnosu na
skupinu tretiranu o-CYP u dozi od 19 mg/kg tj. m./dan i kontrolu otapala. Vrijednosti
anogenitalnog razmaka statisticki su znacajno nize kod skupine tretirane a-CYP u dozi od 10
mg/kg tj. m./dan u odnosu na skupinu tretiranu a-CYP u dozi od 19 mg/kg tj. m./dan i kontrolu
otapala. Statisti¢ki znacajne razlike u vrijednostima anogenitalnog razmaka nisu utvrdene kod

preostalih pokusnih skupina.

30



Dobiveni rezultati su usporedeni s rezultatima drugih istrazivanja koja se bave slicnom tematikom,

tj. ispitivanjem uc¢inaka potencijalnih hormonskih otrova na endokrinu disrupciju razvoja.

U istrazivanju u kojem je proucavan ucinak a-CYP na steriodogenezu u testisima je 19. dana
graviditeta izmjeren razmak kod muskih fetusa koji su prenatalno bili izlozeni a-CYP u dozama
0d 0.1, 1, 5,110 mg/kg tj. m./dan. Rezultati su pokazali kako ne postoje statisti¢ki znac¢ajne razlike
u vrijednostima anogenitalnog razmaka izmedu skupina izlozenih a-CYP i kontrolne skupine

zivotinja (Saillenfait i sur., 2017).

S druge strane, u istrazivanju utjecaja CYP na promjenu anogenitalnog razmaka kod muzjaka
pokusnih $takora u dobi od 3 tjedna izlozenih CYP u dozi od 80 mg/kg tj. m./dan tijekom 30 dana
pronadene Su statisticki znacajno snizene vrijednosti anogenitalnog razmaka kod skupine izlozene

CYP u usporedbi s kontrolnom skupinom (p < 0.05 ili 0.01) (Chaobin i Xiangdong, 2012).

Brazil je jedan od najvecih potrosaca pesticida u svijetu te je u skladu s time zabiljeZena visoka
ucestalost reproduktivnih poremecaja kod poljoprivrednih radnika. Provedeno je istrazivanje koje
je ukljucivalo 99 ispitanika iz ruralnih podrucja i1 36 ispitanika iz urbanih dijelova. Utvrdene su
statisticki znac¢ajne razlike izmedu vrijednosti anogenitalnog razmaka kod ispitanika iz ruralnih u
odnosu na ispitanike iz urbanih podrucja. Vrijednosti anogenitalnog razmaka kod ispitanika iz
ruralnih podrucja, ¢ije su majke za vrijeme trudnoce bile izloZene vecoj koli¢ini pesticida, su bile
znatno vece od vrijednosti anogenitalnog razmaka kod ispitanika iz urbanih podruc¢ja (Cremonese
i sur., 2017).

Nadalje, kod muskih potomaka Stakora koji su prenatalno bili izlozeni herbicidu linuronu u dozi
od 50 mg/kg tj. m./dan, anogenitalni razmak je bio za 8 % manji od anogenitalnog razmaka

izmjerenog kod kontrolne skupine (Mclntyre i sur., 2002).

Sliéno odstupanje vrijednosti anogenitalnog razmaka od prosjeka uoceno je pri analizi u¢inka
farmaceutskog pripravka flutamida. Kod muskih potomaka $takora, koji su prenatalno bili izlozeni
flutamidu u dozi od 100 mg/kg tj. m./dan, anogenitalni razmak je bio za 10 % manji od

anogenitalnog razmaka izmjerenog kod kontrolne skupine (Mclntyre i sur., 2001).
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4.1.2. Postojanje bradavica

Bradavice su uobicajeno prisutne samo kod zenskih mladunaca, no uslijed djelovanja hormonskih
otrova koji mogu utjecati na spolni razvoj moguca je pojava bradavica i kod muskih potomaka
(Mclntyre i sur., 2002).

U provedenom istrazivanju nije pokazan ucinak na postojanje bradavica kod muskih mladunaca
prenatalno izlozenih a-CYP u niti jednoj pokusnoj skupini. Kod jednog muskog mladunaca ¢ija je
majka bila izlozena hormonskom otrovu dietilstilbestrolu uoceno je osam bradavica. Uc¢inak
dietilstilbestrola u skladu je s ocekivanjima, s obzirom da je u mnogim istrazivanjima vec

potvrdeno njegovo djelovanje na endokrinu disrupciju razvoja pokusnih Zivotinja.

Osim $to je navedeno istraZivanje jedinstveno, nisu provedena ni istrazivanja u kojem je pracen
utjecaj drugih piretroida na postojanje bradavica u muskih mladunaca. Shodno tome, proucavani

su rezultati istrazivanja u kojima je istrazen utjecaj drugih vrsta insekticida na razvoj bradavica.

Osim §to linuron utjeCe na anogenitalni razmak, istrazivanja su potvrdila njegov utjecaj na pojavu
bradavica kod muskih mladunaca pokusnih Stakora. Naime, kod muskih mladunaca koji su
prenatalno bili izlozeni linuronu u dozi od 50 mg/kg tj. m./dan, zabiljeZena je pojava tri bradavice
(Mclntyre i sur., 2002).

Prenatalna izloZenost insekticidu piriflukuinazonu u dozi od 100 mg/kg tj. m./dan rezultirala je
pojavom 10 bradavica kod muskih potomaka, a kod nekih jedinki anogenitalni razmak bio je

snizen za 33 % (Schwartz i sur., 2021).

U veéini provedenih istrazivanja utvrdena je pozitivna korelacija izmedu utjecaja hormonskih
otrova na anogenitalni razmak i pojavu bradavica kod muskih jedinki. Takoder, uoc¢eno je da
hormonski otrovi koji ciljano inhibiraju Sa-reduktazu i vezanje dihidrotestosteron za androgene
receptore uzrokuju razvoj veceg broja bradavica kod muskih jedinki. Hormonski otrovi koji
inhibiraju sintezu T, pokazali su manji u¢inak na pojavu bradavica kod muskih jedinki (Schwartz
i sur., 2021).

Pri utvrdivanju postojanja bradavica, izuzetno je bitno vrijeme u kojem se obavlja procjena.
Ukoliko se postojanje bradavica odreduje prerano (4. postnatalni dan) moze doci do pogresnih

rezultata s obzirom da bradavice nisu dovoljno razvijene da bi se mogle identificirati. Procjenu je
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najprikladnije provesti izmedu 12. i 14. postnatalnog dana. U slucaju da se procjena obavlja u
kasnijem razdoblju, prethodno je potrebno obrijati pokusne zivotinje kako dlaka ne bi utjecala na

preciznost identifikacije (Schwartz i sur., 2021).

4.1.3. Pracenje ulaska u pubertet

U provedenom istraZivanju prenatalna izloZzenost a-CYP nije utjecala na ulazak muskih mladunaca
u pubertet. Vanjski znakovi spolnog sazrijevanja (odvajanje prepucija) nisu se bitno razlikovali

medu pokusnim skupinama.

U istrazivanju u kojem je proucavan ucinak perinatalne izlozenosti CYP na vanjske znakove
spolnog sazrijevana uoceno je kasnije odvajanje prepucija u muskih mladunaca F1 generacije
(Singh i sur., 2017). Kod kontrolne skupine odvajanje prepucija je nastupilo izmedu 35. i 37. dana
nakon okocenja, dok je kod skupine perinatalno izlozene CYP u dozi od 25 mg/kg tj. m./dan ono

nastupilo izmedu 39. i 45. dana nakon okocenja (slika 13).
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Slika 13. Utjecaj CYP na vanjske znakove spolnog sazrijevanja (odvajanje prepucija) kod
muskih mladunaca F1 generacije perinatalno izlozenih CYP u dozi od 1,10 i 25 mg/kg tj. m./dan.

Rezultati su prikazani kao aritmeticke sredine uz pripadajuce standardne devijacije, (n=20),

p <0.001 (prema Singh i sur., 2017).
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4.1.4. Tjelesne mase i mase testisa

U tablici 3 prikazane su tjelesne mase i mase testisa muskih mladunaca F1 generacije u
pubertetu.

Tablica 3. Tjelesne mase i mase lijevog i desnog testisa muskih mladunaca F1 generacije u
pubertetu prenatalno izlozenih vodi (negativna kontrola — NK), a-cipermetrinu u dozi od 1
(acypl), 10 (acyp10) i 19 mg/kg tj. m./dan (acyp19), dietilstilbestrolu u koncentraciji od 10 pug/kg
tj. m./dan (pozitivna kontrola — PK) i kukuruznom ulju (kontrola otapala — KO), od 6. DG do
okocenja, 1 mL/dan, per os.

POKUSNE MASE LIJEVOG | MASE DESNOG | TJELESNE MASE
SKUPINE TESTISA (g) TESTISA (g) ©)

1,82 £ 0,120 1,80 £ 0,112 372+£32,5

acypl 1,80 £ 0,123 1,75 + 0,106 328 + 16,6
acypl10 1,65+ 0,168 1,65+ 0,162 318 £30,0
acyp19 1,77 £ 0,061 1,77 £ 0,048 372 25,7
PK 1,71+ 0,090 1,68 + 0,106 336 + 28,6
KO 1,85 + 0,057 1,80 £ 0,133 326 £13,1

Rezultati su prikazani kao aritmeticke sredine uz pripadajuée standardne devijacije.

Nakon statisticke obrade podataka utvrdeno je kako ne postoje statistiCki znacajne razlike u
masama muskih mladunaca F1 generacije u pubertetu te masama pripadajucih spolnih Zlijezdi
izmedu pokusnih skupina. Najnize tjelesne mase zivotinja i najnize mase testisa zabiljezene su kod
muskih mladunaca prenatalno izlozenih a-CYP u dozi od 10 mg/kg tj. m./dan. Dakle, skupina kod
koje je izmjeren najnizi AGD, §to je vidljivo iz tablice 2, je ujedno i skupina s najnizom tjelesnom
masom i najnizom masom testisa. Navedena pozitivna korelacija izmedu spomenutih parametara

je u skladu s rezultatima drugih istraZivanjima.

U ve¢ spomenutom istrazivanju u kojem je utvrden u¢inak perinatalne izlozenosti CYP u dozi od

25 mg/kg tj. m./dan na odvajanje prepucija, takoder je zabiljeZzen u¢inak na smanjenje tjelesne
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mase muskih mladunaca F1 generacije i pripadajucih testisa u razli¢itim razvojnim fazama
(postnatalni dani 22, 45 i 75) (Singh i sur., 2017).

Brojna druga istrazivanja potvrdila su djelovanje CYP kao hormonskog otrova. Primjerice,
perinatalna izlozenost CYP u dozama od 0.12, 1.2 i 12 mg/kg tj. m./dan statisticki je znacajno
utjecala na smanjenje tjelesne mase i mase testisa muskih mladunaca F1 generacije (Xiangdong i
Chaobin, 2014).

Osim istrazivanja koja prate uinak prenatalne i perinatalne izloZzenosti potencijalnom
hormonskom otrovu, provedena su istrazivanja u kojem su pokusne Zivotinje izlozene piretroidima
tek nakon ulaska u pubertet te se promatra njihov utjecaj kroz dulji vremenski period. Na taj na¢in
procjenjuju se ucinci kroni¢ne izlozenosti hormonskim otrovima, a dobiveni rezultati nastoje se
upotrijebiti u prakticnom primjeru. Primjerice, uvode se povecane mjere zastite poljoprivrednih

radnika koji su svakodnevno u kontaktu s velikom koncentracijom razli¢ith vrsta pesticida.

U jednom takvom istrazivanju, spolno zreli Stakori izlagani su razli¢itim dozama permetrina
(0.013, 0.13, i 1.3 mg/kg tj. m./dan) u razdoblju od 30, 45 ili 60 dana. Utvrdeno je statisti¢ki
znacajno smanjenje tjelesne mase te mase testisa U pokusnim skupinama izlozenim permetrinu
(0.013i 1.3 mg/kg tj. m./dan) u razdoblju od 30 i 60 dana (p<0.05) u odnosu na kontrolnu skupinu.
IzloZenost permetrinu (0.13 mg/kg tj. m./dan) u razdoblju od 45 dana nije pokazala statisticki

znacajan uéinak na masu zivotinja i pripadajucih testisa (Issam i sur., 2011).

Tretman piretroidom fenvaleratom, u dozi od 20 i 40 mg/kg tj. m./dan kroz razdoblje od 30 dana,
na muskim Stakorima u dobi od 90 dana rezultirao je statisti¢ki zna¢ajnim smanjenjem tjelesne
mase i mase testisa u odnosu na kontrolnu skupinu $to potvrduje njegovo djelovanje kao

hormonskog otrova na razvoj (Arena i sur., 2008).
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4.1.5. Razine steroidnih hormona u serumu

U tablici 4 prikazane su razine testosterona izmjerene u krvnom serumu muskih fetusa F1
generacije, dok su u tablici 5 prikazane razine testosterona i progesterona izmjerene u krvnom

serumu muskih mladunaca F1 generacije u pubertetu.

Tablica 4. Razine testosterona izmjerene u krvnom serumu muskih fetusa F1 generacije prenatalno
izlozenih vodi (negativna kontrola — NK), a-cipermetrinu u dozi od 1 (acypl), 10 (acypl0) i 19
mg/kg tj. m./dan (acyp19), dietilstilbestrolu u dozi od 10 pg/kg tj. m./dan (pozitivna kontrola —
PK) i kukuruznom ulju (kontrola otapala — KO), od 6. DG do 21. DG., 1 mL/dan, per os.

POKUSNE SKUPINE | RAZINE TESTOSTERONA (ng/ml)

NK 0,835 £ 0,287
acypl 1,13 £ 0,363*
acypl0 1,53 +£0,241* **
acypl9 0,792 + 0,106** ***

PK 1,36 £ 0,257%*, ****

Rezultati su prikazani kao aritmeticke sredine uz pripadajuce standardne devijacije.
* statisticki znacajna razlika u odnosu na NK

** statisticki znacajna razlika u odnosu na aCYP1

*** statisticki znacajna razlika u odnosu na aCYP10

**%* statisticki znacajna razlika u odnosu na aCYP19

Razina znacajnosti p<0.05

Nakon provedene statisticke analize utvrdene su statisticke znadajne razlike u razinama

testosterona izmedu pojedinih pokusnih skupina.

Statisticki znacajne razlike (*) u srednjim vrijednostima za razinu testosterona u serumu muskih
fetusa pronadene su kod skupine negativne kontrole u odnosu na skupinu tretiranu a-CYP u dozi
od 1 mg/kg tj. m./dan, skupinu tretiranu a-CYP u dozi od 10 mg/kg tj. m./dan i skupinu pozitivne

kontrole. Razina testosterona kod skupine negativne kontrole statisti¢ki je znac¢ajno niza u odnosu
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na skupinu tretiranu a-CYP u dozi od 1 mg/kg tj. m./dan, skupinu tretiranu o-CYP u dozi od 10

mg/kg tj. m./dan i skupinu pozitivne kontrole.

Statisticki znacajne razlike (**) u srednjim vrijednostima za razinu testosterona u serumu muskih
fetusa pronadene su kod skupine tretirane a-CYP u dozi od 1 mg/kg tj. m./dan u odnosu na skupinu
tretiranu a-CYP u dozi od 10 mg/kg tj. m./dan i skupinu tretiranu a-CYP u dozi od 19 mg/kg tj.
m./dan. Razina testosterona kod skupine tretirane a-CYP u dozi od 1 mg/kg tj. m./dan statisti¢ki
je znacajno niza u odnosu na skupinu tretiranu o-CYP u dozi od 10 mg/kg tj. m./dan. S druge
strane, razina testosterona kod skupine tretirane a-CYP u dozi od 1 mg/kg tj. m./dan statisticki je

znacajno visa u odnosu na skupinu tretiranu a-CYP u dozi od 19 mg/kg tj. m./dan.

Statisticki znacajne razlike (***) u srednjim vrijednostima za razinu testosterona u serumu muskih
fetusa pronadene su kod skupine tretirane a-CYP u dozi od 10 mg/kg tj. m./dan u odnosu na
skupinu tretiranu a-CYP u dozi od 19 mg/kg tj. m./dan. Razina testosterona kod skupine tretirane
a-CYP u dozi od 10 mg/kg tj. m./dan statisticki je znac¢ajno viSa u odnosu na skupinu tretiranu a-
CYP u dozi od 19 mg/kg tj. m./dan.

Statisticki znacajne razlike (****) u srednjim vrijednostima za razinu testosterona u serumu
muskih fetusa pronadene su kod skupine tretirane a-CYP u dozi od 19 mg/kg tj. m./dan u odnosu
na skupinu pozitivne kontrole. Razina testosterona kod skupine skupine pozitivne kontrole

statisticki je znacajno viSa u odnosu na skupinu tretiranu o-CYP u dozi od 19 mg/kg tj. m./dan.

Brojna istrazivanja uocila su poveznicu izmedu hormonskih otrova i snizene ekspresije gena koji
kodiraju za enzime ukljuCene u procese steroidogeneze. SniZzena ekspresija gena i inhibicija
enzima ukljuenih u procese steroidogeneze uslijed djelovanja hormonskih otrova uzrokuje
snizenu koncentraciju testosterona. Osim direktnog djelovanja hormonskih otrova na proizvodnju

testosterona, zamijeceno je i indirektno djelovanje putem osi hipotalamus-hipofiza.

U prethodno spomenutom istrazivanju u kojem je proucavano djelovanje o-CYP na
steroidogenezu u testisima, razina testosterona kod pokusnih skupina prenatalno izlozenih a-CYP
u dozi od 5i 10 mg/kg tj. m./dan bila je statisti¢ki znac¢ajno niza od razine testosterona izmjerenog
kod kontrolne skupine (p<0.05) (Saillenfait i sur., 2017). U navedenom istrazivanju izmjerena je
razina testosterona u testisima fetusa (ex vivo), dok je u istrazivanju u sklopu kojeg je izraden ovaj

diplomski rad razina testosterona izmjerena u krvnom serumu fetusa. Dakle, trenuta¢no nije
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provedeno niti jedno istrazivanje s identicnom tematikom, stoga je provedena usporedba S

radovima koji se bave slicnom tematikom.

Tablica 5. Razine testosterona i progesterona izmjerene u krvnom serumu muskih mladunaca F1
generacije u pubertetu prenatalno izloZenih vodi (negativna kontrola — NK), a-cipermetrinu u dozi
od 1 (acypl), 10 (acyp10) i 19 mg/kg tj. m./dan (acyp19), dietilstilbestrolu u dozi od 10 ug/kg tj.
m./dan (pozitivna kontrola — PK) i kukuruznom ulju (kontrola otapala — KO), od 6. DG do

okocenja, 1 mL/dan, per os.

POKUSNE RAZINE TESTOSTERONA RAZINE PROGESTERONA
SKUPINE (ng/ml) (ng/ml)

NK 6,21 + 4,06 2,87 +1,76*
acypl 6,59 + 7,29 5,27 + 2,28
acypl0 463 +2,30 3,28 +1,57*
acypl9 4,92 + 2,50 3,39 £ 2,36*

PK 3,91 + 3,49 3,96 + 1,80

Rezultati su prikazani kao aritmeticke sredine uz pripadajuce standardne devijacije.

* statisticki znacajna razlika u odnosu na aCYP1

Razina znacajnosti p<0.05

Utvrdene su statisticki znacajne razlike (*) u srednjim vrijednostim za razinu progesterona u
serumu muskih mladunaca u pubertetu kod skupine tretirane a-CYP u dozi od 1 mg/kg tj. m./dan,
u odnosu na skupinu negativne kontrole, skupinu tretiranu a-CYP u dozi od 10 mg/kg tj. m./dan i
skupinu tretiranu a-CYP u dozi od 19 mg/kg tj. m./dan. Razina progesterona je statisticki znac¢ajno
visa kod skupine tretirane a-CYP u dozi od 1 mg/kg tj. m./dan, u odnosu na skupinu negativne
kontrole, skupinu tretiranu a-CYP u dozi od 10 mg/kg tj. m./dan i skupinu tretiranu a-CYP u dozi

od 19 mg/kg tj. m./dan.

Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u razini testosterona u serumu muskih mladunaca u

pubertetu izmedu pokusnih skupina. Uoc¢ene su sniZzene koncentracije testosterona u serumu
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mladunaca u pubertetu prenatalno izlozenih a-CYP u dozi od 10 mg/kg tj. m./dan i a-CYP u dozi

od 19 mg/kg tj. m./dan u odnosu na negativnu kontrolu, ali razlike nisu bile statisticki znacajne.

Dakle, izloZenost a-CYP utjecala je znacajno na razinu testosterona kod fetusa, dok nije pokazala
statisti¢ki znacajan u¢inak na razinu testosterona kod muskih mladunaca u pubertetu. Navedeni
rezultati mogu se objasniti ¢injenicom da je izloZenost a-CYP provedena samo prenatalno pa je

prilikom odrastanja mladunaca u¢inak a-CYP bio slabiji.

Izlozenost muzjaka pokusnih stakora (8 tjedana starosti) permetrinu u dozi od 70 mg/kg tj. m./dan
u razdoblju od 6 tjedana rezultirala je statisticki znacajno nizom razinom testosterona (izmjerena

u krvnom serumu zrtvovanih $takora) u odnosu na kontrolnu skupinu (Zhang i sur., 2007).

Jo§ jedno istrazivanje koje je proucavalo toksi¢nost permetrina potvrdilo je njegov ucinak na
steroidogenezu u testisima. Razina testosterona, izmjerena u krvnom serumu spolno zrelih Stakora
koji su u razdoblju od 60 dana bili izlozeni permetrinu u dozi od 1.3 mg/kg tj. m./dan, bila je

statisti¢ki znacajno niza od razine testosterona u kontrolnoj skupini (Issam i sur., 2011).

IzloZenost muzjaka pokusnih Stakora (u dobi od 2,5 do 3 mjeseca) CYP u dozi od 0.26 mg/Kkg tj.
m./dan u razdoblju od 15 dana nije uzrokovala statisti¢ki znac¢ajnu promjenu u razini testosterona
u odnosu na kontrolnu skupinu, p > 0.05 (ex vivo; razina testosterona izmjerena je u testisima

spolno zrelih Stakora) (Triutomo, 2020).

S druge strane, u istrazivanju u kojem su testirani u¢inci viSih doza CYP zabiljezena je znaajna
promjena u razini testosterona. Naime, utvrdene su statisti¢ki zna¢ajno snizene razine testosterona
kod miseva perinatalno izlozenih CYP u dozi od 1.2 i 12 mg/kg tj. m./dan u odnosu na kontrolnu
skupinu. Mijerenje hormona provedeno je na PD 21,5 (dan odbacivanja od majki), PD 45,5
(juvenilno razdoblje) 1 PD 90,5 (spolno zreli miSevi) te su u svim periodima razine testosterona

bile znacajno snizene u odnosu na kontrolnu skupinu (Xiangdong i Chaobin, 2014).

Obzirom da nema provedenih istrazivanja koje se bave prouc¢avanjem utjecaja izlozenosti a-CYP
na razinu progesterona kod muskih mladunaca pokusnih Stakora u pubertetu, provedena je

usporedba s rezultatima drugih istrazivanja koja se bave donekle sli¢cnom tematikom.
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Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u razinama progesterona izmjerenih u krvnom serumu
spolno zrelih Zenskih mladunaca perinatalno izlozenih -CYP (u dozi od 15 mg/kg tj .m./dan i 30
mg/kg tj. m./dan) u razdoblju od prvog dana graviditeta do PD 21 (Obinna i Agu, 2019).

Provedeno je istrazivanje u kojem je promatran utjecaj fenvalerata na proizvodnju progesterona u
stani¢noj kulturi (engl. Rat granulosa cells, rGCs). Izlozenost rGCs fenvaleratu u koncentraciji od

125 pM rezultirala je statisticki zna¢ajnom nizom razinom progesterona u usporedbi s kontrolom
(Chen i sur., 2005).
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4.2. UCINCI 0-CYP NA REPRODUKCIJU MUSKIH MLADUNACA F1 GENERACIJE

4.2.1. Parametri endokrine disrupcije reprodukcije

U tablici 6 prikazani su parametri endokrine disrupcije reprodukcije mladunaca F1 generacije u
pubertetu.

Tablica 6. Parametri endokrine disrupcije reprodukcije mladunaca F1 generacije u pubertetu
prenatalno izlozenih vodi (negativna kontrola — NK), a-cipermetrinu u dozi od 1 (acypl), 10
(acyp10) i 19 mg/kg tj. m./dan (acyp19), dietilstilbestrolu u koncentraciji od 10 pg/kg tj. m./dan
(pozitivna kontrola — PK) i kukuruznom ulju (kontrola otapala — KO), od 6. DG do okocenja, 1

mL/dan, per os.

Uspjesnost parenja o 1 1 - - .
(0-1) (0-1) (0-1) (0-1) (0-1) (1-1)
e e e — o 2 - = -
(22-22)  (22:22) (22-22) (21-24)  (2223) (22-22)
Ukupan broj okocenih 11 7 9 8 4 7
mladunaca (11-11)  (3-9) (6-11)  (3-13)  (3-9) (5-9)
Qo o 11 7 9 8 4 7
Broj zivih mladunaca (11-11)  (3-9) (6-11) (3-13) (3-9) (5-9)
. . 0 0 0 0 0 0
Broj mrtvih mladunaca (0-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0)
Stopa prezivljenja (%) 100 100 100 100 100 100
- (100-100) (100-100) (100-100) (100-100) (100-100) (100-100)
, 4 3 4 4 3 2
Broj M mfadunaca O o S (%) W ¢ X W o X
. 7 4 3 4 2 5
Broj F mladumaca @ a6 @5 (29 (15 (D
Postotak muskih mladunaca 36 43 67 50 44 31
% (3636)  (33-86)  (44-73)  (0-67)  (33-75)  (22-40)
Postotak zenskih mladunaca 64 57 33 48 56 69
% (64-64)  (14-67) (27-56) (33-100) (25-67)  (60-78)
69,3 46,9 39,0 57,0 33,0 415
Masa legla (g) 693-  (0,00-  (0,00-  (2L7-  (209-  (305-
69,3) 60,5) 56,1) 89,0) 54.8) 52,5)
26,1 202 25.1 27.4 245 12,8
Masa muskih mladunaca (g) ECLNE (0,00- (0,00- (0,00- (7.20- (12,7-
26,1) 33,9) 26,7) 48.3) 24.8) 12,9)
Masa zenskih mladunaca (g) 432 25,1 12,3 264 13,7 28,7
432-  (0,00-  (0,00-  (122-  (850- (176
432) 36.2) 30,7) 58.4) 30,0) 39.8)

* Uspjesnost parenja je oznacena s 0 i 1 (0- neuspjesno, 1- uspjesno).
Rezultati su prikazani kao medijani s rasponom najmanje do najvece vrijednosti u zagradi.
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Nakon statisticke obrade podataka utvrdeno je kako ne postoje statisticki znacajne razlike u

parametrima endokrine disrupcije reprodukcije izmedu razli¢itih pokusnih skupina.

Dobiveni rezultati prikazani u tablici 6 podudaraju se s rezultatima drugih autora koji su u svojim
istrazivanjima dokazali da prenatalna izlozenost a-CYP od 13. do 19. dana graviditeta (kritican
period za razvoj i diferencijaciju reproduktivnog sistema) u dozi od 10 mg/kg tj. m./dan nema
ucinak na parametre endokrine disrupcije reprodukcije muskih mladunaca F1 generacije
(Saillenfait i sur., 2017).

U prethodno spomenutom istrazivanju u kojem je analiziran utjecaj fenvalerata na tjelesnu masu
muZzjaka i masu testisa, takoder je pracen u¢inak na parametre endokrine disrupcije reprodukcije.
Primjerice, masa legla (izraZzena u obliku medijana) kod kontrolne skupine iznosila je 370,35 g
dok je masa legla kod pokusne skupine u kojoj su muzjaci bili izloZeni fenvaleratu u dozi od 40

mg/kg tj. m./dan iznosila 341,43 g (Arena i sur., 2008).

Iz tablice 6 moZemo uoditi kako je masa legla pokusne skupine a-CYP10 niza od mase legla
skupine negativne kontrole. Unato¢ tome, nakon provedene statisticke analize zaklju¢eno je kako

navedena razlika u masi nije od statisti¢ke znaCajne vaznosti.

Stopa prezivljenja okoc¢enih mladunaca F1 generacije prenatalno izlozenih CYP u dozi od 1.2
mg/kg tj. m./dan statisti¢ki je bila znacajno sniZzena u odnosu na stopu prezivljenja okocenih
mladunaca kontrolne skupine (p < 0.001) (Guo i sur., 2018). Iz tablice 6 je vidljivo kako a-CYP u

provedenom istrazivanju nije imao utjecaj na stopu prezivljenja.
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5 ZAKLJUCAK

U ovom radu su istrazeni uéinCi prenatalne izlozenosti piretroidu a-CYP na endokrinu disrupciju
reprodukcije i razvoja muskih potomaka pokusnih Stakora. Na temelju rezultata provedenog

istrazivanja mozemo zakljuciti sljedece:

e Vrijednosti anogenitalnog razmaka bile su statisti¢ki znac¢ajno nize kod muskih mladunaca
F1 generacije prenatalno izloZenih a-CYP u dozi od 10 mg/kg tj. m./dan u usporedbi s
mladuncima prenatalno izlozenima a-CYP u dozi od 19 mg/kg tj. m./dan i kontroli otapala.

e Prenatalna izloZenost a-CYP nije imala uc¢inka na postojanje bradavica kod muskih
mladunaca F1 generacije.

e Prenatalna izlozenost a-CYP nije imala uc¢inka na vanjske znakove spolnog sazrijevanja
(odvajanje prepucija) kod muskih mladunaca F1 generacije.

o Nije pokazan statisticki znacajan uc¢inak a-CYP na tjelesnu masu i masu testisa prenatalno
izlozenih muskih mladunaca F1 generacije u pubertetu.

e Parametri endokrine disrupcije reprodukcije spolno zrelih muskih mladunaca F1 generacije
prenatalno izlozenih a-CYP nisu se statisticki znacajno razlikovali izmedu pokusnih
skupina.

e Prenatalna izloZzenost a-CYP je imala statisti¢ki zna¢ajan ucinak na razinu testosterona u
serumu muskih fetusa F1 generacije i razinu progesterona u serumu muskih mladunaca F1

generacije u pubertetu.

Na temelju dobivenih rezultata zakljuceno je da prenatalna izlozenost a-CYP neznatno utjece na
razvoj i reprodukciju muskih potomaka pokusnih $takora, prvenstveno remecenjem razina
steroidnih hormona u serumu. Provedeno istrazivanje samo je dio kompleksne analize kojom se
procjenjuje pripadnost pojedinog pesticida hormonskim otrovima. Potrebno je provesti daljna
istrazivanja koja ¢e dati dodatan uvid u djelovanje a-CYP kao hormonskog otrova. S ciljem
dobivanja preciznijih 1 vjerodostojnijih rezultata, istrazivanja je potrebno provesti na ve¢em broju

uzoraka.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja Lea Bili¢i¢ izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam Kkoristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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