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1. UVOD

Pesticidi, odnosno sredstva za zastitu bilja, su kemijske tvari koje se u poljoprivredi koriste
za suzbijanje organizama S$tetnih za razvoj Zeljenih biljnih kultura. Bez njihove upotrebe
suvremena proizvodnja hrane bila bi nezamisliva. Svake se godine na globalnoj razini iskoristi
oko 2 milijuna tona pesticida, a Kina, SAD 1 Argentina su drZave koje prednjace u njihovoj
potrosnji (Sule i sur., 2022). S obzirom na to da postoje razliite formulacije istih
agrokemikalija, a ujedno se istovremeno koriste razli¢ite, kako formulacije tako i aktivne tvari,
Cesto se u okoliSu i u hrani mogu pronaci ostatci mjeSavina razlicitih sredstava za zastitu bilja.
Zbog njihove sve ucestalije upotrebe sve vise se povecava izlozenost ljudi Stetnom djelovanju
smjesa tih spojeva §to moze predstavljati ozbiljan zdravstveni rizik. Osim toga, povecana
primjena razli¢itih pesticida u poljoprivredi i prehrambenoj industriji dovodi i do vece
mogucénosti nastanka njihovih medusobnih interakcija koje mogu rezultirati aditivnim ili
sinergistickim toksi¢nim ucéinkom. Rezultati pojedinih studija pokazali su da kombinacije
odredenih pesticida i njihovih skupina mogu dovesti do takvih vrsta interakcija koje znatno i
nepredvidivo pojacavaju njihov toksicni u€inak. Takvi u¢inci mogu dovesti do sve vece pojave
rezistentnosti Stetnih organizama na pesticide, ali i do naruSavanja prirodnog ekosustava. U
danaSnje vrijeme, broj provedenih studija na pesticidima raste, a rezultati dobiveni u posljednjih
nekoliko desetlje¢a potaknuli su preispitivanja o sigurnosti primjene pesticida te doveli do

brojnih zabrana 1 ogranicenja.

Cilj ovog diplomskog rada bio je istraziti nekoliko vrsta toksi¢nih ucinaka na ljudskim
stanicama koje moZe uzrokovati mjeSavina pojedinih herbicida, insekticida i1 fungicida.
KoriStena mjeSavina sastojala se od 4 herbicida (glifosat, S-metolaklor, nikosulfuron,
terbutilazin), 3 insekticida (acetamiprid, deltametrin, spinosad) i 1 fungicida (kaptan).
Istrazivanje je provedeno na kontinuiranim humanim stani¢nim linijjama adenokarcinoma
epitela zeluca (AGS) 1 hepatocelularnog karcinoma jetre (Hep G2). Stanice su tretirane
spomenutom mjeSavinom pesticida nakon €ega su se odredivali citotoksi¢ni, proliferacijski,
prooksidacijski i genotoksi¢ni ucinci u koncentracijama relevantnim za okoliSnu izlozZenost.
Stoga, svrha ovog istrazivanja je dokazati potencijalnu interaktivnu toksi¢nost kod istovremene
izloZenosti razli¢itim vrstama pesticida te naglasiti vaznost razumijevanja tih uc¢inaka kako bi
se uspostavile smjernice za sigurniju primjenu pesticida i1 efikasniju zastitu zdravlja ljudi i

okolisa.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SREDSTVA ZA ZASTITU BILJA

U danasnje vrijeme gotovo je nemoguce zamisliti uzgoj voca, povrca, ljekovitog bilja 1
brojnih drugih biljnih vrsta bez primjene zastitnih tvari. Pesticidi (lat. pestis = kuga, posast;
concido = unistenje) su tvari koje se u poljoprivredi koriste za suzbijanje Stetnika poput kukaca,
korova, mikroorganizama, grinja, puzeva, ptica, glodavaca itd. Prema vrstama organizama za
¢ije su uniStenje namijenjeni, dijele se na insekticide (za suzbijanje kukaca), akaricide (za
suzbijanje grinja), fungicide (za suzbijanje gljivicnih bolesti), herbicide (za uniStavanje
korova), rodenticide (za suzbijanje glodavaca), nematocide (za suzbijanje obli¢a), limacide (za

suzbijanje puzeva) i korvicide (za odbijanje ptica) (Hrvatska enciklopedija, 2021).

Pojam ,,pesticidi* je Siri pojam koji obuhvaca veliki broj tvari koje se, osim u poljoprivredi,
koriste u javnom zdravstvu, komunalnoj higijeni, veterinarstvu za suzbijanje nametnika na
zivotinjama itd. To¢niji naziv za tvari koriStene u poljoprivredi je ,,sredstva za zastitu bilja“ i
odnosi se na pripravke koji sadrze aktivne tvari i dodatne nepesticidne tvari kao Sto su zastitne
tvari, antikoagulansi, nosaci, stabilizatori... Upotrebljavaju se za zastitu bilja i biljnih proizvoda
od Stetnih organizama i njihovih djelovanja, djeluju na Zivotne procese u biljci (npr. rast biljke),
koriste se za konzerviranje biljnih proizvoda, za uniStavanje nezeljenog bilja ili dijelova bilja
te za sprjecavanje ili suzbijanje neZeljenog rasta bilja U kategoriju pesticida, osim sredstava za
zastitu bilja, ubrajaju se 1 biocidni proizvodi. To su proizvodi koji se sastoje ili sadrze aktivnu
tvar ¢ija je svrha unistiti, sprijeciti djelovanje ili kontrolirati neki Stetni organizam nefizickim

ili nemehanickim putem (Bokuli¢ i sur., 2015).

Kada se govori o sredstvima za zastitu bilja, svako sredstvo, koje se u Hrvatskoj stavlja na
trZiSte, mora biti registrirano ili imati dozvolu Ministarstva poljoprivrede. Mora se nalaziti u
originalnom pakiranju i biti oznaceno etiketom s propisanim podatcima na hrvatskom jeziku.
Sva sredstva za zastitu bilja nose odredeno trgovacko ime koje je zakonom zasti¢eno, a uz ime
sadrze kraticu 1 broj koji se odnose na vrstu formulacije 1 koli¢inu aktivne tvari prisutne u
proizvodu. Primjerice, naziv ,,Fungicid SC 500 znaci da se radi o formulaciji koncentrirane

suspenzije koja sadrzi 500 g aktivne tvari na 1 L sredstva za zaStitu bilja (Bokuli¢ i sur., 2015).

Kao §to je ve¢ reCeno, sredstva za zastitu bilja sastoje se od aktivne tvari i dodatnih tvari

u odredenim koncentracijama koje su zajedno pomijeSane. Aktivna tvar je osnovni sastojak u



ovim proizvodima, a moze imati opc¢e 1 specificno djelovanje na Stetne organizme, biljke,
dijelove biljaka ili biljne proizvode. Najéesce aktivnu tvar c¢ine kemijski spojevi,
mikroorganizmi, virusi ili biljni ekstrakti, a svaka od njih ima svoj kemijski naziv koji je
definiran prema medunarodno dogovorenoj [UPAC nomenklaturi. S obzirom na to da se radi o
sloZenim 1 neprimjenjivim nazivima za Siru uporabu, za svaku tvar je definiran i trivijalni naziv
koji je pojednostavljen i odobren od strane Medunarodne organizacije za normizaciju (ISO).
Tako je, primjerice, glifosat trivijalni naziv za kemijski spoj N-(fosfonometil)glicin. Kada se
navodi koli¢ina aktivne tvari u sredstvu za zastitu bilja, vazno je razlikovati tekuce i krute
formulacije. U teku¢im formulacijama aktivna tvar je izrazena u gramima po litri sredstva, dok
se za krute formulacije izrazava u gramima po kilogramu sredstva. Uz aktivnu tvar vazan
sastojak sredstava za zastitu bilja su i dodane tvari ¢ija je uloga sprijeciti ili smanjiti fitotoksi¢ne
ucinke na odredeno bilje (zastitne tvari) ili poboljSati djelovanje aktivne tvari (sinergisticke
tvari). Dodane tvari, odnosno ko-formulanti se ne moraju navoditi na etiketi, osim u slucaju
kada imaju neka toksikoloska svojstva i tada se njihova koncentracija izrazava kao raspon

propisanih vrijednosti (Bokuli¢ i sur., 2015).

Kod primjene sredstava za zastitu bilja vazno je da je njihova upotreba jednostavna i
neskodljiva, ali da se pritom postigne adekvatna ucinkovitost aktivne tvari koja ¢e se tijekom
primjene moc¢i ravnomjerno rasprsiti, kao i stabilnost tijekom skladiStenja. Kako bi se to
postiglo, a da se istovremeno proizvod prilagodi odredenoj biljnoj vrsti, danas se u svijetu
primjenjuje vise od 90 vrsta formulacija sredstava za zaStitu bilja, dok se na hrvatskom trzistu
nalazi viSe od 30 vrsta formulacija ovih proizvoda. Formulacije sredstava za zaStitu bilja dijele
se prema agregatnom stanju i1 na¢inu primjene. Prema agregatnom stanju najceSc¢e tekuce
formulacije su koncentrati za emulziju (EC), koncentrirane suspenzije (SC), koncentrati za
otopinu (SL), a krute formulacije dolaze u obliku mocivih prasiva (WP) te mocivih granula
(WQ). S druge strane, prema nacinu primjene tekuce formulacije se primjenjuju rasprSivanjem,
zalijevanjem 1 prskanjem, dok se krute primjenjuju zapraSivanjem 1 rasipanjem granula
(Bokuli¢ 1 sur., 2015). Vecinu sredstava za zaStitu bilja prije same primjene potrebno je
razrijediti vodom pa se, ovisno o koriStenom koncentratu, dobivaju razli€iti oblici tekuc¢ina
(emulzije, otopine ili suspenzije) koje se nazivaju Skropiva. No, postoje i rjedi oblici sredstava
za za$titu bilja koje nije potrebno razrjedivati. Tako se, primjerice, neka prasiva 1 granule

direktno rasipaju po povrsini tla ili deponiraju uz biljke (Bokuli¢ i sur., 2015).

Uz sve navedeno, sredstva za zastitu bilja mogu se dijeliti prema nacinu djelovanja i prema

mehanizmu djelovanja aktivne tvari. Nacin djelovanja oznacava put ulaska aktivne tvari u Stetni



organizam. Tako se, primjerice, neki herbicid moze apsorbirati samo putem lista ili samo putem
korijena ili moze uéi i kroz list i kroz korijen. Usto, na¢in djelovanja se odnosi i na pokretljivost
primijenjenog sredstva za zasStitu bilja (kontaktno ili sistemi¢no). Kontaktna sredstva nakon
primjene ostaju u obliku zastitne prevlake na povrsini tretiranih biljnih dijelova, dok sistemi¢na
sredstva nakon primjene biljka apsorbira i ona ulaze u provodni sustav te biljke. Nakon §to ude
u Stetni organizam, ocituje se mehanizam djelovanja aktivne tvari koja moze ometati jedan ili
viSe biokemijskih procesa u organizmu tog Stetnika, kao Sto su inhibicija sinteze lipida ili

inhibicija sinteze sterola (Bokuli¢ i sur., 2015).

2.2. POVIJESNI RAZVOJ SREDSTAVA ZA ZASTITU BILJA

Od samih pocetaka poljoprivredne proizvodnje ljudi su se susretali sa Stetnim organizmima
koji su bili razlogom raznih bolesti i poljoprivrednih gubitaka. Usjevi, koje su uzgajali,
propadali bi zbog Stetnika i bolesti §to je nerijetko dovodilo do gladi i siromastva. Podatak iz
2010. navodi kako se i uz dotadasnji napredak u poljoprivrednim znanostima gubici zbog
Stetnika 1 bolesti kre¢u izmedu 10190 %, s prosjekom od 35 do 40 %, za sve potencijalne usjeve
hrane i1 vlaknaste usjeve. Tako veliki gubici bili su veliki poticaj za pronalazenje nacina za

prevladavanje problema uzrokovanih §tetnicima i bolestima (IUPAC, 2010).

Prije 10 000 godina ljudi su poceli napustati nomadski nacin zivota, odnosno osiguravati
hranu kroz lov divljih Zivotinja i sakupljanje plodova. Prelaskom na sjedilacki nacin zivota
zapocinje i uzgoj biljaka koje postaju izvor hrane. Razvoj pesticida odvijao se dosta sporo, a za
zaStitu od nametnika su se uglavnom primjenjivale prirodne, nekemijske metode. Prva
zabiljezena uporaba insekticida bila je prije 4500 godina u vrijeme Sumerana koji su koristili
spojeve sumpora iz prirodnih izvora kako bi se zastitili od kukaca i grinja. Sumporni spojevi su
se koristili najviSe za suzbijanje skladiSnih Stetnika kako bi se ocuvale zalihe hrane. Nadalje,
Kinezi su 800. godine poslije Krista koristili arsen pomijeSan s vodom za suzbijanje Stetnika u
polju, a zapocela je 1 primjena olovnog arsenata 1 kriolita kao stani¢nih otrova te boraksa kao

dehidratora u insekticidima (Bazok 1 sur., 2020).

S obzirom na to da nije bilo kemijske industrije, svi su preparati bili biljnog, Zivotinjskog
ili mineralnog podrijetla. Tako je, prema spisima iz anticke Gréke 1 Rima, zabiljeZeno koriStenje
dimova, koji su se dobivali spaljivanjem slame, Zivice, rakova, ribe, balege, govedeg roga itd.
u svrhu sprjecavanja razvoja plijesni i nastanka plamenjace u voénjacima. Nadalje, katran se
koristio na deblima drveca za hvatanje gmizuc¢ih insekata. Korovi su se uglavnom suzbijali

ru¢nim plijevljenjem, ali u te su svrhe postojale 1 neke ,,kemijske” metode, poput upotrebe soli



ili morske vode. Mnoge anorganske kemikalije koriStene su od davnina kao pesticidi. Tako se,
primjerice, Bordeaux smjesa, na bazi bakrenog sulfata i vapna, jo$ uvijek koristi protiv raznih
gljiviénih bolesti (IUPAC, 2010). Takoder, neki pesticidi iz prirodnih izvora poput piretruma iz
osusSenih cvjetova dalmatinskog buhaca ili nikotinskog ekstrakta iz duhanskih biljaka znacajno
su se upotrebljavali u poljoprivredi. Nadalje, 1660. godine je zabiljezeno da je ispiranje
sjemenki zitarica u morskoj vodi znac¢ajno smanjilo infekcije smrdljive snijeti ¢iji je uzro¢nik
gljivice Tilletia spp. Od 1880. je u Siru primjenu uslo je ispiranje snijetljivog sjemena toplom

vodom.

Tek je sredinom 19. stoljeca zapocela znacajnija upotreba kemikalija u zastiti bilja. Tako
se od 1871. primjenom bakrenog acetoarsenita, koji je poznat pod nazivom ,,Parisko zelenilo®,
uspjesno rjesavao problem krumpirove zlatice (Bazok 1 sur., 2020). Do 1940-ih godina zna¢ajno
su se upotrebljavale anorganske tvari poput natrijevog klorata i sumporne kiseline za suzbijanje
Stetnih organizama, a svoju upotrebu su pronasle i organske tvari dobivene iz ugljena ili
industrijskim putem kao Sto su naftalen, klorofenol i petrolejsko ulje za suzbijanje gljivica.
Problemi, koji su se javljali primjenom ovakvih tvari, su nedostatak selektivnosti, otrovnost i
fitotoksi¢nost. Zelena galica se od 1901. uspjeSno koristila za suzbijanje korova; natrijev
arsenoklorid se upotrebljavao kao herbicid, ali je njegovo koriStenje bilo zabranjeno zbog
ekotoksikoloskih razloga. Dolazi do sve veée primjene mineralnih gnojiva poput kalcijevog
cijanimida, kainita i Cilske salitre ¢ija je uloga bila i suzbijanje korova u Zitaricama poput

pSenice i je¢ma te u luku (Bazok i sur., 2020).

Krajem 19. stoljeca pocinje revolucija kemijskih metoda zastite bilja. Tako je 1874. godine
sintetiziran kemijski spoj diklor-difenil-trikloretan, poznat pod kraticom DDT. Upotrebljavao
se kao insekticid koji djeluje na Siroki spektar Stetnika. Zbog visoke u¢inkovitosti DDT-a doslo
je do proizvodnje drugih sintetickih pesticida poput benzenheksaklorida (BHC), aldrina,
dieldrina, endrina, klordana, parationa i kaptana, a uz njih, 50-ith godina proslog stoljeca
otkriven je herbicid 2,4-D, §to se smatra poCetkom modernog kemijskog suzbijanja korova.
Iako se DDT na pocetku cCinio sigurnim za upotrebu, te je kao velika prednost primjene ovog
sredstva bilo znac¢ajno smanjenje niza bolesti koje se prenose kukcima poput malarije, Zute
groznice 1 tifusa, 1946. zabiljezena je otpornost kuéne muhe na DDT. Osim toga, uocena je
njegova Stetnost 1 toksicnost za gmazove, ptice i sisavce kao i1 da se dugo zadrzava u okoliSu.
No, otkrice DDT-a i razvoj tehnologije u 20. stolje¢u doveli su do znacajnog povecanja
poljoprivredne proizvodnje na svjetskoj razini, suzbijanja gladi, razvoja visokorodnih sorti

zitarica, op¢u modernizaciju kao 1 razvoj sredstava za zaStitu bilja (Bazok 1 sur., 2020).



U danaSnje vrijeme suzbijanje korova predstavlja glavni troSak pri proizvodnji hrane
(Kipci¢, 2010), a nekontrolirana prekomjerna upotreba pesticida rezultirala je velikim
promjenama u okolisu koje su dovele do narusavanja ekosustava. Dolazi do razvoja Stetnih
organizama rezistentnih na pesticide, unistavanja prirodnih neprijatelja i konkurentskih vrsta.
Povecala se Stetnost dotad zanemarivo Stetnih organizama sto dovodi do poremecaja prirodne
ravnoteze. Doslo je i do porasta koncentracije ostataka pesticida u okolisu $to je imalo negativne
toksikoloSke posljedice na ljude i brojne neciljne organizme. Kako bi se postigla adekvatna
kemijska zaStita okoliSa potrebno je smanjiti dozu primjene odredenog pesticida s kg/ha
koristenih u proslosti na g/ha. Potrebno je provesti vise ekoloskih studija u procesu registracije
novog pesticida kako bi se pouzdano ispitala njegova toksi¢nost, kao i minimizirati uporabu

jako toksi¢nih pesticida (Bazok i sur., 2020).
2.3. ADITIVNI I SINERGISTICKI UCINCI KOMBINACIJE PESTICIDA

S obzirom na to da se pesticidi iz razli¢itih skupina nerijetko kombiniraju u svrhu
ucinkovitije zastite bilja od nametnika, u nekim slucajevima moze do¢i do raznih i tesko
predvidivih interakcija medu njima, Sto posljedicno moze izazvati nezeljene toksi¢ne ucinke.
Za potrebe ovoga rada spomenut ¢e se dvije ucestale vrste interakcija do kojih moze doci

prilikom istovremene primjene odredenih vrsta pesticida, a to su aditivni i sinergisticki ucinci.

Aditivni ucinci kombinacije pesticida definiraju se kao zbroj individualnih toksi¢nih
potencijala svakog pojedinog pesticida. Ovakav ucinak imaju pesticidi sli¢nih kemijskih
struktura koji izazivaju isti toksi¢ni ucinak na iste ciljane organe ili tkiva, ali 1 na kemijske
spojeve u biokemijskim mehanizmima. Na takav nacin, primjerice, djeluju pesticidi iz skupina
organofosfata, (di)tiokarbamata i1 kloroacetanilida. Aditivni u¢inak moZze se uociti kada
mjeSavina od najmanje dva pesticida, od kojih nijedan pri odredenoj koncentraciji samostalno
ne djeluje toksi¢no, u kombinaciji dovodi do indukcije toksi¢nih u¢inaka. Tada zbroj njihovih
koncentracija prelazi minimalnu koncentraciju pri kojoj taj toksi¢ni u€inak postaje vidljiv

(Hernandez 1 sur., 2013).

Sinergisti¢ki ucinak nastaje kada ukupna toksi¢nost znatno premasi zbroj pojedinacnih
toksic¢nih uc¢inaka pesticida u mjesavini, odnosno aditivni u¢inak. Osim toga, do sinergistickog
djelovanja dolazi kada dva ili vise pesticida djeluju nepredvidljivo na razli¢ite organe ili tkiva
te uzrokuju neocekivane toksi¢ne ucinke. Nadalje, pesticidi sa sliénim kemijskim strukturama,
kada se nadu u kombinaciji, ne uzrokuju uvijek isklju¢ivo aditivne ucinke, odnosno na

razliitim organima mogu inducirati razli¢ite toksi¢ne ucinke zbog drugacijeg mehanizma



djelovanja. Primjerice, unato¢ sli¢nostima u kemijskoj strukturi, piretroidni insekticidi mogu
djelovati na vise razli¢itih podrucja, a njihove mjesavine mogu uzrokovati razlicite sinergisticke
toksi¢ne ucinke. Takoder, mjesavine razlicitih klasa pesticida Cesto uzrokuju sinergisticke
ucinke koje je jako tesko predvidjeti. Isto tako, permetrin iz skupine piretroida i propoksur iz
skupine karbamata koji zasebno djeluju na razli¢ite komponente transmisije Zivéanog signala,
kvantitativno su uzrokovali vece toksi¢ne uc¢inke na obje komponente nego sto bi se ocekivalo
za aditivno djelovanje. Jo$ jedan od primjera je mjesavina diazinona (organofosforni insekticid)
1 benomila (benzimidazolni fungicid) koji zasebno ne uzrokuju genotoksi¢nost, dok u
kombinaciji djeluju genotoksi¢no (Hernandez i sur., 2013). Stoga, vazno je istraziti potencijalne
interakcije izmedu pesticida kako bi se procijenila njihova sigurnost i minimizirala izlozenost
ljudi tim spojevima i njihovim toksi¢nim u¢incima. U svrhu boljeg razumijevanja interakcija

medu pesticidima, u ovom radu koriStena je mjeSavina pesticida iz razlicitih skupina.

2.4. ODABRANI PESTICIDI ZA EKSPERIMENTALNO ISTRAZIVANJE

U ovom poglavlju ukratko ¢e biti opisani pesticidi koji su koriSteni u eksperimentalnom
dijelu rada. Rije¢ je o mjeSavini sastavljenoj od osam pesticida od kojih su njih Cetiri herbicidi
(glifosat, S-metolaklor, nikosulfuron i terbutilazin), tri su insekticida (acetamiprid, deltametrin

1 spinosad), a jedan je fungicid (kaptan).
2.4.1. Glifosat

Glifosat (N-fosfonometil glicin) je neselektivni sistemi¢ni herbicid kemijske
formule C3HsNOsP koji je namijenjen za suzbijanje velikog broja jednogodiSnjih travnih 1
Sirokolisnih korova te viSegodiSnjih korova s dubokim korijenom, rizomima 1 gomoljima. Jedini
je predstavnik herbicida iz grupe glicina (aminofosfonata) (Lipovski, 2022) te ima najSiri

spektar djelovanja medu svim herbicidima (Slika 1).

Slika 1. Kemijska struktura glifosata (NCBI, 2023a)



Primjenjuje se u formi izopropilamino soli na listove korova. Djeluje tako da prodire kroz
list 1 zeljaste dijelove biljke u provodne snopove, odakle se asimilatima translociraju u sve
ostale nadzemne 1 podzemne biljne organe. Prvi znakovi oSte¢enja uocavaju se ve¢ nekoliko
dana nakon tretmana, a brzina propadanja ovisna je o osjetljivosti vrste, primijenjenoj dozi,
starosti biljke i vremenskim prilikama (Ostoji¢ i sur., 2018). Na stani¢noj razini glifosat inhibira
enzim EPSP sintetazu i tako prijeci tvorbu aromatskih aminokiselina (triptofana, tirozina i
fenilalanina) koje su neophodne za sintezu proteina koji odreduju rast biljke (Lipovski, 2022).
EPSP sintetaza producira 5-enolpiruvilSikimat-3-fosfat (EPSP) iz Sikimat-3 fosfata i
fosfoenolpiruvata u metabolickom putu Sikiminske kiseline. Inhibicijom ove reakcije
posljedi¢no se onemogucuje i rast biljke, odnosno korova. U biljkama se razgraduje do
aminometilfosfonske kiseline koja, kada dospije u tlo, poc¢inje se nakupljati i adsorbirati u tlo.

Nastali spoj ima visok stupanj mineralizacije.

Kada se glifosat veze za tlo, ne desorbira i ne dospijeva u tekucu fazu tla pa ga biljke putem
korijena ne mogu apsorbirati $to znaci da ne dolazi do rezidualnog djelovanja. Ta svojstva
omogucuju sijanje 1 sadnju, neposredno nakon tretmana moze se sijati ili saditi bez ikakvih
Stetnih posljedica. Umjerene je perzistentnosti s prosjecnim vremenom poluraspada (DT50) od
6 dana do 41 dan. Tijekom jedne se sezone od dana primjene 10-70 % glifosata razgradi do
kona¢nog raspadnog produkta odnosno do CO: (Lipovski, 2022). ADI vrijednost za glifosat
iznosi 0,5 mg/kg t.m./dan, a izvedena je iz NOAEL vrijednosti od 50 mg/kg t.m./dan koja je
definirana na temelju tri studije (na Stakorima, psima i zeCevima) (EFSA, 2023). Toksikoloskim
istrazivanjima, uoceno je da pri viSim koncentracijama dolazi do povecane smrtnosti Zenki
Stakora kao 1 incidencije abnormalnosti kostiju fetusa. Pri koncentraciji od 350 mg/kg/dan,
trudne zecice pokazale su simptome proljeva, iscjetka iz nosa uz povecanu incidenciju smrtnosti

(Henderson 1 sur., 2010).

2.4.2. S-metolaklor

S-metolaklor je herbicid iz skupine kloracetamida molekulske formule CisH22CINO; ¢ija
aktivna tvar djeluje na zaustavljanje rasta klijanaca uskolisnih korova, ali i manjeg broja
klijanaca jednogodisnjih Sirokolisnih korova (Lipovski, 2022). Prema ITUPAC nomenklaturi
naziv kemijskog spoja je 2-kloro-N-(2-etil-6-metilfenil)-N-[(2S)-1-metoksipropan-2-
ilJacetamid (NCBI, 2023b). Na stani¢noj razini inhibira funkcije mikrotubulina Sto
onemogucava odvajanje kromatida kromosoma tijekom mitoze. Posljedi¢no, nije moguca dioba

stanica, a tako ni rast biljke (Slika 2).
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Slika 2. Kemijska struktura S-metolaklora (NCBI, 2023b)

Najcesce se upotrebljava poslije sjetve, ali prije nicanja uzgajane biljke u kombinaciji s
drugim aktivnim tvarima. To traje obi¢no oko mjesec dana jer mu je poluvrijeme razgradnje
15-25 dana. Tako se, primjerice, za bolji ucinak na Sirokolisne korove S-metolaklor koristi u
kombinaciji s mezotrionom i terbutilazinom (Bari¢, 2015). Na tlima, koja su siromasnija
humusom, upotrebljavaju se manje doze. Nije sklon ispiranju u dublje slojeve tla, kao ni
pretjeranom hlapljenju, a razgradnja se odvija na dva nacina: uz pomo¢ svjetlosti ako se
upotrebljava na povrSini tla i djelovanjem mikroorganizama ako se inkorporira u tlo. Iako
mehanizam djelovanja S-metolaklora nije u potpunosti jasan, poznato je da utjece na inhibiciju
biosinteze masnih kiselina, lipida, proteina, giberelina i antocijana (Lipovski, 2022). Kod
isklijati. ADI vrijednost, koja iznosi 0,1 mg/kg t.m./dan, izvedena je iz NOAEL vrijednosti od
15 mg/kg t.m./dan na temelju dvogodisnje studije na miSevima i jednogodisnje studije na psima.
Kod miseva je, pri koncentraciji od 450 mg/kg t.m./dan uoc¢ena povecana incidencija smrtnosti
te poviSena koncentracija alkalne fosfataze, AST i1 ALT enzima u krvi §to su pokazatelji
oStecenja stanica jetre. U studiji na psima, takoder je zabiljeZen znacajan porast razine alkalne

fosfataze u krvi kod Zenki pri koncentraciji od 9.7 mg/kg t.m./dan (OEHHA, 2017).

2.4.3. Nikosulfuron

Nikosulfuron (sulfonilurea) je herbicid koji se koristi za suzbijanje jednogodis$njih 1
viSegodisnjih uskolisnih (sirak iz rizoma, pirika, itd.), kao i nekih Sirokolisnih korova u usjevu
kukuruza (Lipovski, 2022). Njegova molekulska formula glasi CisHi1sNsOsS, a ITUPAC-ov
naziv 2-[(4,6-dimetoksipirimidin-2-il)karbamoilsulfamoil]-N,N-dimetilpiridin-3-karboksamid
(NCBI, 2023c). Strukturna formula prikazana je na Slici 3. Apsorpcija u biljkama odvija se



preko lista. Kod osjetljivih biljaka izaziva inhibiciju enzima acetolaktat sintetaze (ALS), Sto
posljedi¢no dovodi do nemogucénosti biosinteze esencijalnih aminokiselina (valina, leucina i

izoleucina). Krajnji rezultat je brzi prestanak rasta i ugibanje tretiranih biljaka (Lipovski, 2022).
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Slika 3. Kemijska struktura nikosulfurona (NCBI, 2023c¢)

VaZzno je navesti da nikosulfuron ima visoku biolosku u¢inkovitost na veliki broj korova.
Ima kratko vrijeme poluraspada, a brzu razgradnju pogoduju tla s nizom pH vrijednosti.
Karakterizira ga niska toksi¢nost za ljude i zivotinje jer ne posjeduju acetolaktat sintetazu
(Lipovski, 2022). Herbicidi iz skupine sulfonilurea skloni su ispiranju u tla, ali kako bi bili
kombinaciji s bentazonom, dikambom, bromoksinilom, atrazinom i 2,4-D (Lipovski, 2022). Za
nikosulfuron ADI vrijednost iznosi 2 mg/kg t.m./dan, Sto je izvedeno iz dvogodisnje studije na
Stakorima. Ustanovljena NOAEL vrijednost za ovu studiju iznosila je 199 mg/kg t.m./dan. Kod
Stakora je, prilikom primjene viSih koncentracija, utvrdena blaga anemija te blago povecanje
incidencije intersticijalnog adenoma 1 tiroidnog folikularnog karcinoma (EFSA, 2007).
Nikosulfuron pripada relativno novoj skupini herbicida ¢ija upotreba dovodi do sve cesce
pojave rezistentnosti Stetnih organizama na koriStene pripravke. Stoga, vrlo je vazno biti na

oprezu kod njihove primjene.
2.4.4. Acetamiprid

Acetamiprid je insekticid koji se koristi protiv insekata s usnim ustrojem za sisanje, kao i
gusjenica iz roda Lepidoptera. Pripada grupi neonikotinoida. Molekulska formula glasi

Ci10H14CIN4, dok je strukturna N-[(6-kloropiridin-3-il)metil]-N'-cijano-N-metiletanimidamid
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(NCBI, 2023d). Strukturna formula prikazana je na Slici 4. Insekticidi iz grupe neonikotinoida
djeluju na ziv€ani sustav insekata tako Sto uzrokuju ireverzibilnu blokadu postsinaptickih
nikotinergi¢nih acetilkolinskih receptora (nAChR). To posljedi¢no dovodi do odrzavanja stalno
otvorenih Na-kanala i stimulacije elektri¢nih impulsa. Na taj nacin dolazi do ometanja prijenosa
podrazaja u ziv€anom sustavu Stetnika $to na kraju rezultira blokiranjem njihovih osnovnih

funkcija (Lipovski, 2022). Usto, acetamiprid ima sistemi¢no, kontaktno i Zelucano djelovanje.
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Slika 4. Kemijska struktura acetamiprida (NCBI, 2023d)

ADI vrijednost za acetamiprid iznosi 0,025 mg/kg t.m./dan (EFSA, 2013), a izveden je iz
NOAEL vrijednosti za razvojnu neurotoksi¢nost Stakora od 2,5 mg/kg t.m./dan. ZabiljeZeni
simptomi su smanjeni broj prezivjelih mladunaca, manja masa i lokomotorna sposobnost
mladunaca. U 90-dnevnoj studiji na Stakorima, acetamiprid je uzrokovao hepatotoksi¢nost i
nefrotoksi¢nost pri koncentracijama od 15, 25 1 35 mg/kg. Znacajno su izmijenjeni udjeli
kolesterola, ALT, AST te uree, a bubrezi i jetra su dobili na pove¢anju mase (Karaca 1 sur.,
2019). Insekticidi iz grupe neonikotinoida svrstavaju se u IIl. skupinu otrova; zbog opasnosti
treba biti oprezan prilikom rukovanja s njima. Nije preporucljivo mijesati acetamiprid s
insekticidima poput imidakloprida, tiakloprida 1 tiametoksama jer imaju isti mehanizam

djelovanja, Sto moze dovesti do unakrsne rezistentnosti insekata (Lipovski, 2022).
2.4.5. Terbutilazin

Terbutilazin je herbicid iz grupe triazina koji se upotrebljava za suzbijanje jednogodiSnjih
Sirokolisnih korova u kukuruzu bez podusjeva te sjemenskih korova u nasadima voc¢aka i vinove
loze starijim od 2 godine (Lipovski, 2022). Prema [UPAC-u nosi naziv 2-N-tert-butil-6-kloro-
4-N-etil-1,3,5-triazin-2,4-diamin, a kemijska formula glasi CoHisCINs (NCBI, 2023e). Slika 5.
prikazuje strukturnu formulu terbutilazina. Opcenito, herbicidi iz grupe triazina imaju Sirok
spektar djelovanja na dikotiledone korove tako §to inhibiraju proces fotosinteze. Apsorpcija

terbutilazina odvija se preko korijena, zatim se ksilemom transportiraju do zelenih dijelova
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biljke i ulazi u kloroplaste. Dolazi do inhibicije u fotosustavu II. u tilakoidnim membranama
kloroplasta. Tako se onemogucava transport elektrona s kinonskog nosaca elektrona QA na
nosa¢ QB pa dolazi do zaustavljanja fiksacije CO., a posljedi¢no i do inhibicije proizvodnje
ATP-a i NADPH. Krajnji rezultat je onemogucen rast biljke (Lipovski, 2022). Na povrsini

biljaka vidljive su promjene boje; dolazi do pojave intravenozne kloroze (gubitak zelene boje)
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Slika 5. Kemijska struktura terbutilazina (NCBI, 2023e)

Herbicidi iz grupe triazina relativno su jeftini i duga je povijest njihove upotrebe. Skloni
su adsorpciji pa u tlu dugo perzistiraju. Razgradnja prosje¢no koristenih doza traje 4-6 mjeseci
(Lipovski, 2022). Najznacajniji predstavnik ove grupe herbicida u proslosti bio je atrazin. Zbog
masovne upotrebe 1 svojstva ispiranja, doslo je do nakupljanja atrazina u vodi u nedopustenim
koli¢inama te je zbog poostrenja propisa zabranjen. Zbog manje ispirljivosti od atrazina danas
je terbutilazin jedini dozvoljeni herbicid iz grupe triazina, a u tlu je manje ispirljiv od atrazina
(Bari¢, 2015). Za terbutilazin, ADI vrijednost iznosi 0,004 mg/kg t.m./dan, §to je ustanovljeno
na temelju dvije studije provedene na psima i na Stakorima (EFSA, 2011) na temelju kojih je
odredena NOAEL vrijednost od 0,4 mg/kg t.m./dan. Uocena je poviSena incidencija
adenokarcinoma dojki kod Zenki Stakora pri koncentraciji od 7,6 mg/kg t.m./dan, kao i
smanjena fertilnost Zenki, dok je u drugoj studiji zabiljezena poviSena incidencija malih

septalnih defekata na srcu kod Stenaca.

2.4.6. Deltametrin

Deltametrin je insekticid iz skupine sintetskih piretroida koji nosi kemijski naziv [(S)-
cijano-(3-fenoksifenil)metil] (1R,3R)-3-(2,2-dibromoetenil)-2,2-dimetilciklopropan-1-
karboksilat molekulske formule C2Hi9BraNO3 (NCBI, 2023f). Radi se o kontaktnom 1
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zelucanom insekticidu Sirokog spektra djelovanja koji je zbog svojstva visoke insekticidnosti
uc¢inkovit u vrlo niskim dozama s§to pridonosi smanjenju opasnosti od onecis¢enja okolisa (Slika
6). Ima dugo rezidualno djelovanje, a najcesce se koristi za suzbijanje jabucnog, breskvinog i
Sljivinog savijaCa, grozdavog 1 Stitastog moljaca, itd. Piretroidi djeluju na ZzivCani sustav
insekata na nacin da inhibiraju protok natrijevih iona kroz natrijeve kanale na membranama
ziv€anih stanica. To dovodi do poremecaja protoka zivéanih impulsa i na kraju do smrti insekta

(Lipovski, 2022).

Slika 6. Kemijska struktura deltametrina (NCBI, 2023f)

Piretroidi su djelotvorni pri nizim temperaturama, a na pcele djeluju kao repelenti zbog
¢ega su za njih manje opasni. S obzirom na to da su djelotvorni u niskim koli¢inama, smatraju
se opasnim sredstvima. Kao takvi znacajno povecavaju rizik od brze pojave rezistentnosti
Stetnika, a zbog svog Sirokog spektra djelovanja izazivaju uniStenje i mnogih korisnih insekata
(Lipovski, 2022). ADI vrijednost za deltametrin iznosi 0,01 mg/kg t.m./dan, a izveden je iz
NOAEL vrijednosti od 1 mg/kg t.m./dan, na temelju dvije studije na psima. U 90-dnevnoj
studiji, pri koncentraciji od 50 mg/kg t.m./dan, zabiljeZeni simptomi su povracanje, smanjenje
u tjelesnoj masi, kao 1 drhtanje te nesiguran hod, dok je u jednogodiSnjoj studiji pri
koncentracijama od 10 1 50 mg/kg t.m./dan zabiljezen smanjeni volumen eritrocita 1 ukupnog
hemoglobina (EMA, 2001). Kako bi se smanjila pojava rezistentnosti, nije preporucljivo ¢esto
upotrebljavati insekticide skupine piretroida, nego ih je potrebno koristiti naizmjeni¢no s
drugim grupama insekticida, a tijekom vegetacije dozvoljena je njihova primjena najvise dva

puta.
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2.4.77. Kaptan

Kaptan je fungicid molekulske formule CoHsCIzNO»S. Spada u grupu ftalimida i nosi
IUPAC-ov naziv 2-(triklorometilsulfanil)-3a,4,7,7a-tetrahidroizoindol-1,3-dion ~ (NCBI,
2023¢). Radi se o bijeloj kristalnoj tvari koja je gotovo netopiva u vodi 1 u vecini organskih
otapala. Topiv je u kloroformu, slabo hlapiv, a u suhom stanju je stabilan kad se izlaze svjetlosti
i toplini. Brzo se razlaze u vodenoj smjesi na 1000 °C kao i u alkalnom mediju (Slika 7). S
obzirom na to da je nisko topiv u vodi, ostatke je samo djelomi¢no moguce ukloniti s povrSine
pranjem. Kuhanje i1 drugi preradivacki postupci dovode do njegove brze razgradnje (Kipcié,
2010). Suzbija najopasnije gljivicne bolesti na vocu, vinovoj lozi, povréu i cvijecu i djeluje na

povrsini biljaka (Lipovski, 2022).

Slika 7. Kemijska struktura kaptana (NCBI, 2023g)

Opcenito, za ftalimide je karakteristicno da djeluju na vise razlicitih nacina, a imaju
kontaktno 1 protektivno djelovanje, odnosno djeluju kao nesistemici (Lipovski, 2022). S
obzirom na to da djeluju povrSinski, za efikasniju zastitu biljaka Cesto se kombiniraju sa
sistemi¢nim fungicidima. Nadalje, imaju mali rizik za razvoj rezistentnosti, a 1 ne dolazi do
pojave unakrsne rezistentnosti u kombinaciji s drugim fungicidima, kao $to su fungicidi na bazi
bakra 1 sumpora ili fungicidima iz grupa ditiokarbamata, kloronitrila, sulfamida, guanidina 1
kinona. Ftalimidi djeluju na veliki broj fitopatogenih gljiva, a imaju dugu povijest upotrebe.
Medu njima, najranije otkriveni fungicid je kaptan koji je u upotrebi jo§ od 1949. (Bazok 1 sur.,
2020). ADI vrijednost za kaptan izvedena je iz dvogodi$nje studije na Stakorima te iznosi 0,25
mg/kg t.m./dan dok NOAEL vrijednost iznosi 25 mg/kg t.m./dan. U 22-mjesecnoj studiji na
miSevima, zabiljezene su pojave makroskopskih i mikroskopskih lezija na tankom crijevu 1

tumori na duodenumu pri koncentracijama od 60,9 mg/kg t.m./dan. U koncentracijama iznad
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450 mg/kg t.m./dan, zabiljezene su manje skeletne promjene na fetusima, kao i smanjena masa

fetusa (EFSA, 2020).

2.4.8. Spinosad

Spinosad je insekticid koji se sastoji od mjesavine dva vrlo slicna kemijska spoja spinosina
A 1 spinosina D. ITUPAC-ov naziv za spinosin A glasi (1S,2R,5S,7R,9R,10S,14R,19S)-15-
[(2R,5S,6R)-5-(dimetilamino)-6-metiloksan-2-il]oksi-19-etil-14-metil-7-[(2R,3R,4R,5S,6S)-
3,4,5-trimetoksi-6-metiloksan-2-il]oksi-20-oksatetraciklo[10.10.0.0%,10.0%,”]dokoza-3,11-
dien-13,21-dion, dok za spinosin D glasi (1S,2S,5R,7S,9S,10S,14R,19S)-15-[(2R,5S,6R)-5-
(dimetilamino)-6-metiloksan-2-il]oksi-19-etil-4,14-dimetil-7-[(2R,3R,4R,5S,6S)-3,4,5-
trimetoksi-6-metiloksan-2-ilJoksi-20-oksatetraciklo[10.10.0.02,10.0°,°]Jdokoza-3,11-dien-
13,21-dion (Slika 8). Molekulska formula spinosada je Cs3Hi32N2020, ovaj spoj pripada grupi
spinosina koji nastaje kao produkt metabolizma bakterije Saccharopolyspora spinosa (NCBI,

2023h).

Slika 8. Kemijska struktura spinosada: spinosin A i spinosin D (NCBI, 2023h)

Karakterizira ga sistemic¢no, zelu¢ano i kontaktno djelovanje, a primjenjuje se za suzbijanje
razli¢itih insekata koji mogu biti prisutni u krumpiru vinovoj lozi i jabukama. Kao i ostali
spinosini, spinosad djeluje na Ziv€ani sustav insekata tako Sto alostericki aktivira nikotinergicke
acetilkolinske receptore (nAChR). Na taj na¢in dovodi do ometanja prijenosa podrazaja u
ziv€anom sustavu insekata $to rezultira blokiranjem njihovih osnovnih funkcija (Lipovski,
2022). ADI vrijednost za spinosad iznosi 0,024 mg/kg t.m./dan te je izveden na temelju NOAEL
vrijednosti od 2,4 mg/kg t.m./dan u dvogodis$njoj studiji nad Stakorima. NOAEL vrijednost
donesena je na temelju hematoloSkih promjena, vakuolizacije stanica StitnjaCe te stanica

bubrega, akumulacije retikuloendotelnih stanica 1 degradacije sr€anith i miSié¢nih vlakana
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(EFSA, 2018). Prema otrovnosti spinosad se ubraja u III. skupinu otrova i u akutnim je dozama
vrlo nisko otrovan za sisavce. Stoga, ne smatra se opasnim za ljudsko zdravlje (Cacija i sur.,

2018).

2.5. DOSADASNJA ISTRAZIVANJA TOKSICNIH UCINAKA ODABRANIH
PESTICIDA

Iako se pesticidi koriste prvenstveno za zastitu zeljenih kultura od posljedica djelovanja
Stetnih organizama, vazno je obratiti pozornost na njihov utjecaj na korisne organizme: biljke i
zivotinje, a osobito kakav u¢inak mogu imati na zdravlje i sigurnost ljudi. U te svrhe provedene
su brojne studije. Glifosat, koji je ve¢ dugo prisutan u komercijalnoj upotrebi, smatrao se
sigurnim za zdravlje ljudi. Medutim, novija istraZivanja pokazuju da je profesionalna izlozenost
glifosatu povezana s poveéanim rizikom od raka (Mesnage i sur., 2013). U jednom istrazivanju
mjerena je potencijalna toksicnost 9 formulacija na bazi glifosata, tehnickog glifosata i
polietoksiliranog lojamina POE-15 (pomo¢no sredstvo u formulacijama na bazi glifosata) na
ljudske stanice jetre, embrionalne 1 placentne stani¢ne linije nakon 24 sata izlaganja. Sve su
formulacije bile toksi¢nije od glifosata, ali se pokazalo da je POE-15 najotrovniji za ljudske

stanice (Mesnage i sur., 2013).

Isto tako, studije pokazuju da je glifosat, Ciji se ostatci mogu naci u hrani, u ljudskom
organizmu interferira s enzimima citokroma P450 i ometa biosintezu aromati¢nih aminokiselina
inhibiraju¢i put Sikiminske kiseline kod crijevnih bakterija koje imaju vaznu ulogu u
imunoloskom sustavu ljudi (Mesnage i sur., 2013). IstraZivanje provedeno na 48 eurozastupnika
iz 13 drzava clanica EU pokazalo je prisutnost glifosata u mokraéi kod svih zastupnika,
prosjecne koncentracije 1,7 pg/L §to je 17 puta viSa razina od europske norme za pitku vodu
(0,1 ng/L). Takoder, neka istrazivanja pokazala su da su koncentracije glifosata u mokraci bile
znatno nize kod zdrave populacije, naspram kroni¢no oboljelih (Denzi¢ Lugomer i sur., 2019).

Sve to ukazuje na njegov negativan u¢inak na metabolizam crijevnih bakterija.

Neke studije pokazale su da glifosat smanjuje mogucnost detoksikacije ksenobiotika iz
organizma pa posljedi¢no pojacava Stetne ucinke drugih kemijskih ostataka iz hrane i toksina
iz okolisa (Samsel i Seneff, 2013). Stoga, dugotrajna izloZenost glifosatu moze dovesti do
brojnih upalnih procesa u organizmu $to moZe uzrokovati oStecenja stani¢nih sustava u cijelom
tijelu ukljucujuci bolesti gastrointestinalnog trakta, pretilost, dijabetes, bolesti srca, depresiju,

autizam, neplodnost, rak i Alzheimerovu bolest.
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Studija iz 2013. proucavala je in vitro u¢inke S-metolaklora i njegove formulacije
Twin Pack Gold (sadrzi 96% aktivne tvari) na ljudske stanice jetre (Hep G2). Stanice su
izlozene koncentracijama S-metolaklora u rasponu 0,25-15 pug/mL tijekom 24 sata, a
koristeni su CBMN-cyt, MTT test i Neutral Red metoda kako bi se procijenila
genotoksi¢nost i citotoksi¢nost. Oba spoja su statisti¢ki neznacajno smanjila indeks
jezgrine diobe. Cisti S-metolaklor nije inducirao stvaranje mikronukleusa, dok je
Twin Pack Gold u koncentracijama 0,5-6 ug/mL povecéao njihovu frekvenciju §to je
pokazatelj genotoksi¢nosti. Nadalje, kod procjene citotoksi¢nosti S-metolaklor nije
imao utjecaja na lizosomske i mitohondrijske aktivnosti, dok je formulacija u rasponu
koncentracija 1-15 pg/mL inducirala zna¢ajno smanjenje mitohondrijske aktivnosti, a
sve primijenjene Kkoncentracije izazvale su znacajno smanjenje lizosomske
ucinkovitosti (Nikoloff i sur., 2013). Ovakvi rezultati pokazuju da je pri procjeni

sigurnosti potrebno obratiti pozornost na prisutnost pomo¢nih tvari u komercijalnim

.....

Godine 2022. provedeno je novije istrazivanje U kojem su jaja Zabe krastate (Bufo
spinosus) izloZena subletalnim, ali u okoli$u prirodno prisutnim koncentracijama nikosulfurona
(~0,1 ng/L i~0,8 ng/L) tijekom cijelog embrionalnog razvoja. Rezultati su pokazali da je doslo
do produzenja embrionalnog razvoja. Nakon izlaganja jedinke su bile ve¢e u odnosu na one
netretirane 1 povecala se ucestalost malformacija. Tretirane jedinke imale su poveéane
koncentracije tiola i katalazne aktivnosti, §to je pokazatelj oksidativnog stresa. Nije bilo utjecaja
na razine superoksid dismutaze 1 glutation peroksidaze. Ovakvi rezultati pokazali su da izmjena
u razinama antioksidansa moze biti jedan od mehanizama djelovanja nikosulfurona na stanice

embrija (Cheron i sur., 2022).

Istrazivanje iz 2014. godine provedeno je na miS§jim zametnim stanicama s ciljem
ispitivanja genotoksi¢nog uc¢inka acetamiprida i propineba (fungicid) pojedinac¢no i u mjeSavini.
Ispitivanje je provedeno pomocu testa morfologije spermija. MiSevima je intraperitonealno
ubrizgano 0,625, 1,25 1 2,50 pg/mL acetamiprida te 12,5, 25 1 50 ug/mL propineba, kao 1
njihova smjesa u istim koncentracijama tijekom 24 i 48 sati. Dobiveni rezultati pokazali su da
acetamiprid nije statisticki znacajno povecao postotak abnormalnosti spermija ni pri jednoj
koncentraciji. S druge strane, uestalost abnormalnosti spermija znacajno se povecala pri
izloZzenosti mjeSavini pesticida u koncentracijama 2,50 pg/mL acetamiprida te 50 pg/mL

propineba tijekom 24 1 48 sati. Dok se acetamiprid smatra nisko mutagenim sredstvom,
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propineb je snazan mutagen te je u ovom slucaju sinergisticki povecao citotoksi¢nost

acetamiprida (Rasgele, 2014).

Zatim, u studiji provedenoj na ljudskim perifernim limfocitima ispitivana je genotoksi¢nost
komercijalne formulacije acetamiprida (Mosetam 20 SP, koji sadrzi 20% acetamiprida kao
aktivnog sastojka). Stanice su tretirane s 25, 30, 35 i 40 pg/mL acetamiprida tijekom 24 i 48
sati. Rezultati su pokazali da je acetamiprid znacajno inducirao izmjene sestrinskih kromatida
i pojavu kromosomskih aberacija pri svim koncentracijama. Osim toga, pri 2., 3. i 4.
koncentraciji doslo je do znacCajnijeg stvaranja mikronukleusa. Ovakvi rezultati pokazuju da
acetamiprid potice nastanak oSteéenja na DNA S§to moze biti posljedica nastanka reaktivnih

kisikovih vrsta (ROS) (Kocaman i Topaktas, 2007).

Nadalje, provedena su dva istrazivanja, koja su myjerila utjecaj terbutilazina: prvo na
stanicama jetre (Hep G2) i humanim perifernim limfocitima, a drugo na albino miSevima.
Stanice su 4 sata bile izlozene terbutilazinu u koncentracijama 8,00, 0,80 i 0,58 ng/mL
(referentne vrijednosti Europske komisije iz 2011.), nakon Cega se ispitivala citotoksi¢nost,
genotoksi¢nost 1 indukcija oksidativnog stresa. Najvisa testirana koncentracija smanjila je
vitalnost limfocita za 15%, uglavnom zbog apoptoze, dok je citotoksi¢ni u¢inak u Hep G2
stanicama bio zanemariv. Test alkalnog kometa pokazao je nisku razinu nestabilnosti DNA
tretiranih Hep G2 stanica i stanica limfocita, dok je hOGG1-modificirani komet test pokazao
da oksidativno oSte¢enje DNA ne prevladava u ukupnom oStec¢enju Sto su potvrdile izmjerene
razine markera oksidativnog stresa. S druge strane, albino miSevi izloZeni su cistom
terbutilazinu 1 komercijalnoj formulaciji Radazin TZ-50 u dozi od 0,0035 mg/kg tjelesne tezine
tijekom 14 dana kako bi se procijenila genotoksi¢nost. Rezultati su pokazali da su 1 Cisti
terbutilazin 1 formulirani komercijalni proizvod uzrokovali nestabilnost DNA u leukocitima,
kosStanoj srZi, jetrenim i bubreZznim stanicama, odnosno svim ispitivanim tipovima stanica.
Reaktivni metaboliti, koji nastaju metaboliziranjem terbutilazina mogu inducirati umreZavanje
DNA, §to posljedi¢no onemogucuje izlazak DNA iz jezgre, a ovakvi su ucinci bili najizrazeniji
u stanicama jetre in vivo 1 Hep G2 stanicama in vitro. Moze se zakljuciti kako je ovo istrazivanje
ukazalo na toksikoloSki rizik terbutilazina u koncentracijama usporedivim s referentnim

vrijednostima iz 2011. godine (Zeljezié i sur., 2018).

Godine 2019. objavljen je pregledni rad u kojem su navedeni rezultati iz odabranih studija
koje su ispitivale mehanizme djelovanja deltametrina. Vecina istrazivanja pokazala je da ovaj

insekticid utjeCe na stvaranje enzima sintaze duSikovog oksida koji je glavni ¢imbenik za
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nastanak oksidativnog stresa u stanicama. Osim toga, vecina analiziranih studija potvrdila je
kako izlozenost stanica deltametrinu dovodi do stvaranja reaktivnih kisikovih i dusikovih vrsta
Sto posljedi¢no dovodi do nastanka oksidativnog stresa i disbalansa izmedu prooksidacijskih i
antioksidacijskih molekula. Na taj na¢in dolazi do oStecenja lipida, DNA 1 proteina $to na kraju
moze rezultirati smréu stanica i apoptozom. Ipak, tocan mehanizam djelovanja deltametrina pri

stvaranju ovih spojeva ostao je nepoznat (Lu i sur., 2019).

Studija provedena 2018. godine ispitivala je utjecaj kaptana na membranske i stani¢ne
parametre na limfocitima timusa Stakora. Primijenjene koncentracije kaptana od 10 1 30 umol/L
povisile su unutarstani¢ne koncentracije Ca** i Zn** iona i smanjile koncentraciju stani¢nih
tiolnih spojeva §to je na kraju izazvalo apoptoticku i nekroti¢nu smrt stanica. Osim toga, kaptan
je povecao citotoksi¢ni ucinak vodikovog peroksida. Smatra se da je mehanizam kojim dolazi
do smrti stanica usred djelovanja kaptana slican oksidativnom stresu. Rezultati ovog
istrazivanja ukazali su na citotoksi¢ne ucinke kaptana na stanice sisavaca, a usto vazno je
napomenuti da njegova visoka razina rezidualnosti u tlu mozZe zna€ajno doprinijeti nastanku tih

ucinaka (Inoue i sur., 2018).

Nacionalni centar za informacije o pesticidima (NPIC) u SAD-u zabiljezio je vazne
podatke o primjeni spinosada na voéne musSice. Prilikom tretmana u nekim slucajevima
koriStene su koncentracije koje su viSe u odnosu na preporucene. Osobe, koje su bile izloZene
tim koncentracijama, pokazivale su simptome poput privremene iritacije koze, o€iju i/ili
gornjeg respiratornog sustava (Bunch 1 sur., 2014). Stoga, plu¢a su jedan od organa koji moze
biti izloZen Stetnom djelovanju pesticida. Tako su se u jednoj studiji procjenjivali genotoksicni
1 citotoksi¢ni ucinci spinosada na humane epitelne stanice pluca (A549). Rezultati su pokazali
da spinosad mozZe inhibirati proliferaciju A549 stanica, inducirati oSte¢enje DNA 1 pojacati
programiranu smrt tih stanica. Unutarstani¢ni biokemijski test pokazao je da je cijepanje
molekule poli (ADP riboza) polimeraze (ukljucena u popravak DNA 1 stabilnost genoma),
stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) te smanjenje potencijala mitohondrijske membrane
pridonijelo nastanku toksi¢nih u¢inaka spinosada u stanicama A549. Dobiveni rezultati ukazuju
na to da spinosad moZe izazvati genotoksi¢ne 1 citotoksi¢ne ucinke na stanicama pluca kod ljudi

(Zhang 1 sur., 2019).

Ovo su samo neka od provedenih istrazivanja koja pokazuju kakav u€inak mogu imati
pesticidi 1 njihove pomoc¢ne tvari na stanice i1 pojedine organizme. Neki od njih bili su toksi¢ni
pri visokim koncentracijama, dok su kod nekih i dopusStene koncentracije izazvale negativne

ucinke. Pesticidi mogu djelovati citotoksi¢no, genotoksi¢no, kao i1 inducirati slobodne radikale.
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Ako se to poveze s visokim rezidualnim potencijalom nekih pesticida, posljedice koje nastaju
mogu biti vrlo ozbiljne. Stoga, vazno je pri koriStenju pesticida primjenjivati ih oprezno i
odgovorno. U eksperimentalnom dijelu rada bit ¢e istrazeni citotoksi¢ni, inhibitorni,

prooksidacijski i aberacijski u¢inak smjese dosad opisanih pesticida.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Bioloski test sustavi

U ovom istrazivanju koriStene su dvije kontinuirane humane stani¢ne linije: AGS i Hep
G2. AGS je stani¢na linija koja je izolirana iz tkiva Zeluca 54-godisnje Zene bijele rase oboljele
od adenokarcinoma epitela Zeluca (Slika 9). Radi se o hiperploidnoj stani¢noj liniji Ciji je
modalni broj kromosoma bio 49 u 60 % stanica. Cuvaju se na temperaturama nizim od -130 °C

u parama tekuceg dusika (ATCC, 2023).

ATCC Number: CRL-1739 ™
Designation:  AGS

Low Density ‘Scale Sar= 100um

High Density

Slika 9. Stani¢na linija AGS (ATCC, 2023a)

Hep G2 stani¢na linija izolirana je iz tkiva jetre 15-godiSnjeg djecaka bijele rase koji je
bolovao od hepatocelularnog karcinoma jetre (Slika 10). Modalni broj kromosoma ovih stanica
je 55, a njihov raspon moze varirati izmedu 50 i 60 kromosoma. Osim toga, modificiran je

kromosom 1. Cuvaju se pri jednakim uvjetima kao AGS stanié¢ne linije (ATCC, 2023).

ATCC Number: HB-8065
Designation:  Hep G2

Low Density High Dansity

Slika 10. Stani¢na linija Hep G2 (ATCC, 2023b)

21



Stani¢ne linije AGS 1 Hep G2 uzgajaju se u monosloju u T bocama koje se inkubiraju na
37 °C u atmosferi s 5 % COz i relativnom vlaznosti od 95 %. Stanice rastu u mediju Ham's F-
12 uz 10 % fetalnog govedeg seruma (FBS). Nakon formiranja monosloja uklanja se medij, a
viSak seruma ispire se 0,25 %-tnom otopinom tripsina i stanice se podvrgavaju postupku
tripsinizacije kako bi se odlijepile od podloge. Dodaje se minimalna koli¢ina tripsina, tek toliko
da se prekrije dno T-boce. Odlijepljene stanice ponovo se tretiraju medijem i serumom kako bi
se sprijecila razgradnja njihovog sadrzaja i dobila suspenzija, a kada se odlijepe, poprimaju

okrugli oblik (Freshney, 2010).

Nakon toga, stanice u suspenziji se prebrajaju pomocu Tiirken-Biirkove komorice kako bi
se odredio broj stanica u 1 mL te suspenzije. Navedena komorica se sastoji od Cetiri velika
kvadrata, a svaki od njih od 16 manjih kvarata. Volumen velikog kvadrata je 10 mL, a kona¢ni
broj stanica u 1 mL dobiva se dijeljenjem srednje vrijednosti izbrojanih stanica u svakom
velikom kvadratu s volumenom jednog velikog kvadrata. Nakon toga odredi se volumen
suspenzije koji je potreban za dobivanje radne suspenzije Zeljene koncentracije stanica (10° ili
107 st/mL) ovisno o tome za koju ée se metodu koristiti. Zatim se stanice iz radne suspenzije
nasaduju na prozirne ili crne ploce s 96 jazica ili u Petrijeve zdjelice (ovisno o koristenoj

metodi). Ploce se inkubiraju 24 sata u ranije navedenim uvjetima temperature, vlaznosti i CO,.

3.1.2. Istrazivani spojevi

U ovom istrazivanju koriStena je mjeSavina od osam pesticida u cetiri razlicite

koncentracije. U Tablici 1. prikazane su koncentracije svakog pojedinog pesticida u mg/mL.
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Tablica 1. Primijenjene koncentracije pojedinih pesticida u mjesavini (mg/mL).

*ADI u S L krvi **ADI 5xADI 10 x ADI
Glifosat 1x10* 5x10* 2,5x 103 5x 107
S-metolaklor 2x 103 1x10* 5x10* 1x 103
Nikosulfuron 4x10* 2x 103 0,01 0,02
Acetamiprid 5x 10 2,5x 107 1,25x 10 2,5x10*
Terbutilazin 8x 107 4x10° 2x 107 4x10°
Deltametrin 2x10°¢ 1x1073 5x 107 1x10*
Kaptan 5x 107 2,5x10* 1,25x 10 2,5x 107
Spinosad 48x10° 2,4x 107 1,2x10* 2,4x10*

* ADI koncentracija razrijedena u 5 L (prosje¢ni volumen krvi)

** prihvatljivi dnevni unos

3.1.3. Kemikalije

e 02,7-diklorodihidrofluorescein diacetat (DCFH-DA),

Njemacka

e Acetamiprid, Hebei Yetian Agrochemicals Co., Ltd., Kina

e Agaroza niske tocke talista (LMP), Invitrogen, Engleska

e Agaroza normalne tocke talista (NMP), Lonza, Rockland, SAD

e Deltametrin, Tagros Chemicals Pvt., Ltd., Indija

e Demineralizirana voda
e Dimetil sulfoksid (DMSO), Kemika, Zagreb, Hrvatska
e Etanol (C2HsOH), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Etidij bromid (C21H20BrNz), Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka

o Etil acetat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Giemsa boja, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Sigma-Aldrich, Steinheim,
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e Glifosat, Jingma Chemicals Co., Ltd., Kina

e Ham's F-12 medij za uzgoj stanica, Capricorn Scientific GmbH, Njemacka

e Kalijev hidrogenfosfat (KoHPOs), Riedel-de Haén AG Seelze, Hannover, Njemacka

e Kalijev klorid (KCI), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Kaptan, Inner Mongolia Golden Season Chemistry Co., Ltd., Mongolija

e Klorovodi¢na kiselina, Carlo Erba Reagents, Francuska

e Kristal Violet, Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka

e Ledena octena kiselina, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat (Na2HPO4 x 12H20), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Natrijev hidroksid (NaOH), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Natrijev klorid (NaCl), Gram-mol d.o.0., Hrvatska

e Natrijev laurilsarkozinat, Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka

e Neutral Red (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid), Sigma-Aldrich,
Steinheim, Njemacka

e Nikosulfuron, Zibo NAB Agrochemicals Ltd., Kina

e S-metolaklor, Shandong Binnong Technology Co., Ltd., Kina

e Spinosad, Qilu Pharmaceutical (Inner Mongolia), Co., Ltd., Mongolija

e Terbutilazin, Shandong Binnong Technology Co., Ltd., Kina

e Tripsin, Capricorn Scientific, Njemacka

e Tris, Invitrogen, SAD

e Triton X-100, Acros Organics, SAD

e Vodikov peroksid, Kemika, Zagreb, Hrvatska

3.1.4. Otopine

Fosfatni pufer (PBS) — pH = 7,2-7.4:

KCl 02¢g
K2HPO4 02¢g
NaCl 8,0 g
Na;HPO4 x 12 H20 1,16 g
destilirana voda do 1000 mL
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1. Otopine koristene za provodenje testa citotoksicnosti
Ishodisna otopina Neutral Red-a — 5 mg/mL:
boja Neutral Red
etanol
Radna otopina Neutral Red-a
ishodi$na otopina Neutral Red-a
Ham's F-12
Otopina za odbojavanje:
ledena octena kiselina
etanol
demineralizirana voda
11. Otopine koristene za provodenje klonogenog testa
Otopina Giemsa 1 Kristal Violet boje:
Kristal Violet
Giemsa boja

demineralizirana voda

111. Otopine koristene za odredivanje reaktivnih kisikovih spojeva

Ishodi$na otopina 2',7'-diklorofluorscein-diacetata (2 mM):

DCFH-DA

DMSO

Radna otopina 2',7'-diklorofluorscein-diacetata (50 uM):

Ishodi$na otopina DCFH-DA:

PBS

5,0 mg

1,0 mL

0,2 mL

19,8 mL

1,0 mL
50,0 mL

49,0 mL

0,125 ¢
1,25 mL

do 100 mL

1 mg

1 mL

0,5 mL

19,5 mL



1V. Otopine koristene za provodenje komet testa
Otopina LMP agaroze (0,5 %):
LMP agaroza
demineralizirana voda
Otopina NMP agaroze (1,5 %):
NMP agaroza
PBS
Pufer za lizu stanica (pH = 7,5) — 890 mL
2,5 M NaCl
100 mM EDTA
10 mM Tris
1 % Natrij-laurilsarkozinat
demineralizirana voda
Triton X-100
10 % DMSO
Pufer za alkalnu elektroforezu (pH > 13):
10 M NaOH
200 mM EDTA
demineralizirana voda
Otopina NaOH (10 M):
NaOH
demineralizirana voda
Otopina EDTA (200 mM):

EDTA

50 mg

10 mL

150 mg

10 mL

130 g
29,225 ¢
1,078 g

8,9 mL

do 1000 mL
I mL

10 mL

30 mL

5 mL

do 1000 mL

40 ¢g

do 100 mL

5,1¢g

26



demineralizirana voda do 100 mL

Pufer za neutralizaciju (pH = 7,5):

Tris 48,5 g
demineralizirana voda do 1000 mL
HCI dopH=7,5

Otopina etidij bromida (10 mg/mL):
etidij bromid (200 mg/mL) I mL

demineralizirana voda 19 mL

3.1.5. Laboratorijska oprema
1. Laboratorijski uredaji

e Analiti¢ka vaga, 1712 Mp8 Silver Edition, Sartorius, Engleska

e Centrifuga za epruvete po Eppendorfu, HC-240, Tehtnica-Zelezniki, Slovenija

o Cita¢ mikrotitarskih plo¢a, Cecil Instruments Ltd, Cambridge, Engleska

e Digestor

e Epifluorescencijski mikroskop, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Njemacka

e Fluorimetar, Cecil Instruments Ltd, Cambridge, Engleska

e Hladnjak, Gorenje, Slovenija

e Inkubator s kontroliranom atmosferom CO», Forma Scientific, SAD

e Invertni svjetlosni mikroskop, Optika Microscopes, Italija

e Komora za sterilan rad, IBK 1 V2, Iskra, Slovenija

e Spektrofotometar, Cecil Instruments Ltd, Technical Centre Cambridge, Engleska

e Sustav za analizu slike i mjerenje kometa, Comet Assay Il, Perceptive Instruments
Ltd, Engleska

e Svjetlosni mikroskop, Carl Zeiss, Jena, Njemacka

e Tehnicka vaga, Sartorius, Engleska

e Uredaj za elektroforezu, Life Technologies, New York, SAD

e Vibromikser EV-202, Tehtnica-Zelezniki, Slovenija

e Zamrzivac: Ultralow temperature freezer, New Brunswick Scientific, SAD
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1. Laboratorijski pribor

e Aluminijska folija

e Automatska propipeta, Eppendorf, Hamburg, Njemacka
¢ Brusena predmetna stakalca

e Biirker-Tiirkova komorica

e Hemocitometar

e Eppendorf epruvete

e Erlenmeyerove tikvice

e Filter papir

e Laboratorijske staklene case

e Laboratorijske Zlice

e Markeri za pisanje

e Menzure

e Mikropipete, Eppendorf, Hamburg, Njemacka

e Mikrotitarske ploce s 96 jazica, Falcon, SAD

e Odmijerne tikvice razli¢itih volumena

e Pamucna vata

e Plasti¢ne Petrijeve zdjelice razli¢itih promjera, Aptaca, Canelli, Italija
e Pokrovna stakalca

e Staklena kapaljka

e Staklene epruvete

e Staklene pipete

e Stakleni lijevak

e Stalci za epruvete

e Spatula

e Stapi¢ za struganje stanica

e T-boce, Falcon, BD Company, Franklin Lakes, SAD
e Tipsevi

e Visekanalska automatska pipeta
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3.2. METODE

3.2.1. Odredivanje citotoksi¢nog u¢inka Neutral Red metodom

Za ispitivanje citotoksi¢nosti u ovom radu koristena je Neutral Red metoda. Ova je metoda
Cesto koriStena za ispitivanje citotoksicnog ucinka razli¢itih ksenobiotika, a temelji se na
sposobnosti metabolic¢ki aktivnih stanica da transportiraju i vezu kationsku boju Neutral Red
unutar lizosoma. Kemijska formula Neutral Red-a glasi 3-amino-7-dimetilamino-2-
metilfenazin hidroklorid. Mehanizam djelovanja ukljucuje prodiranje boje u stanicu neionskom
difuzijom kroz neoSte¢enu membranu koja se zatim koncentrira u lizosomima i veze na
anionske 1/ili fosfatne grupe lizosomskog matriksa. Nakon bojanja stanice se ispiru, a
inkorporirana boja se iz lizosoma oslobada primjerom otopine za odbojavanje. Koli¢ina
ekstrahirane boje kvantificira se spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini
od 540 nm. S obzirom na to da mrtve stanice ne apsorbiraju Neutral Red, ovom se metodom
kvantitativno odreduje broj stanica koje su prezivjele nakon tretmana s odredenim
ksenobiotikom jer je izmjerena apsorbancija proporcionalna broju prezivjelih stanica (Respetto

i sur., 2008).

Postupak zapocinje nacjepljivanjem po 100 pL suspenzije Hep G2 ili AGS stanica
koncentracije 10° stanica/mL u mikrotitarske prozirne ploce s 96 jaZica. Stanice se zatim 24
sata kultiviraju u inkubatoru pri 37°C u atmosferi s 5 % COxz i relativnom vlaznosti 95 %. Nakon
toga uklonjen je medij, a stanice su tretirane mjeSavinom od osam pesticida u Cetiri
koncentracije koje se dobivaju mijeSanjem koncentracija pojedinacnih pesticida kako je
prikazano u Tablici 1. Tako se ,,koncentracija 1* odnosi na mjeSavinu koncentracija ,,ADI u 5L
krvi; ,,koncentracija 2 predstavlja ,,ADI*; , koncentracija 3* predstavlja ,,5 x ADI*; dok se
,koncentracija 4 odnosi na mjeSavinu koncentracija pesticida iz stupca,,10 x ADI*. Navedene
koncentracije pripremljene su u hranjivom mediju Ham's F-12, a stanice se tretiraju s po 100
uL 1., 2., 3. 14. koncentracije smjese agrokemikalija. Za negativnu kontrolu dodaje se samo po
100 pL hranjivog medija. Nakon tretmana stanice se inkubiraju 24 sata pa se potom uklanjaju
medjij 1 pesticidi. Zatim se stanice dva puta ispiru s PBS-om pa se u svaku jazicu doda po 100
pL radne otopine Neutral Red-a. Stanice se ponovo inkubiraju, ali na sat vremena, kako bi se
boja mogla vezati u lizosomima. Nakon toga uklanja se boja, a stanice se dva puta ispiru s PBS-
om kako bi se uklonio zaostali viSak boje pa se u jazice doda po 100 puL otopine za odbojavanje.
Dodana otopina ekstrahirat ¢e boju iz stanica, nakon Cega se spektrofotometrijski mjeri

intenzitet obojenja pri 540 nm. Dobivena apsorbancija se koristi za izracun postotka
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prezivljenja koji se izrazava kao omjer apsorbancije tretiranih stanica i apsorbancije kontrole

Sto je prikazano prema formuli [1]:

Asyg(tretirani uzorak)

% prezivljenja = [1]

Aggo(kontrola)

gdje je As40 vrijednost apsorbancije izmjerena pri 540 nm.

3.2.2. Odredivanje proliferacijskog uc¢inka klonogenim testom

Jedna od cesto koriStenih metoda za procjenu proliferacijskog ucinka je klonogeni test,
odnosno test formiranja kolonija, a koriSten je i u ovom istrazivanju. Rijec je o in vitro metodi
koja se temelji na sposobnosti jedne stanice da izraste u koloniju koju sacinjava minimalno 50
stanica, odnosno sposobnosti svake stanice da se neograniceni broj puta podijeli ukoliko
kemikalija koja se testira ne utje¢e na mehanizme odgovorne za stani¢nu diobu. Koristi se za
praéenje utjecaja ionizirajuéeg zrac¢enja na proliferaciju stanica, kao i nekih drugih citotoksi¢nih
tvari. Kada su stanice nasadene na podlogu, samo dio njih zadrZat ¢e sposobnost stvaranja
kolonija. Tretman istraZivanom tvari je potrebno provesti prije nego se stanice pocnu dijeliti
kako ne bi doslo do nepozeljnog preuranjenog stvaranja kolonija. Stanice stvaraju kolonije u
periodu od 1 do 3 tjedna nakon ¢ega se boje Kristal Violet/Giemsa smjesom boja. Na kraju se
pomocu ,,0lovke za brojanje kolonija“ i stereomikroskopa izbroje kolonije koje su se formirale

(Franken i sur., 2006).

Metoda se provodi tako da se u plasticne Petrijeve zdjelice nacijepi po 5 mL stani¢ne
suspenzije Hep G2 ili AGS stanica u koncentraciji 107 stanica/mL. Zatim se stanice inkubiraju
tijekom 24 sata pri 37 °C, u atmosferi s 5 % COz 1 relativnom vlaznosti od 95 %. Nakon toga,
uklanja se medij, a stanice se tretiraju mjesavinom pesticida u koncentracijama koje su opisane
u potpoglavlju 3.2.1. (1., 2., 3., i 4. koncentracija). Ove Cetiri koncentracije pripremljene su u
hranjivom mediju Ham's F-12 1 u svaku zdjelicu dodaje se po 5 mL navedene mjeSavine. Kao
negativna kontrola koristi se 5 mL medija. Nakon provedenog tretmana stanice se inkubiraju
tijekom 24 sata pri uvjetima temperature, vlaznosti i CO> koji su ranije navedeni. Poslije
inkubacije uklanja se prethodno dodani medij i pesticidi, a stanicama se doda po 5 mL ¢istog
medija. Stanice se potom inkubiraju pri 37 °C, ali u periodu od 7 dana kako bi se mogle formirati
kolonije. Nakon toga uklanja se medij, a porasle kolonije se boje otopinom Giemsa i Kristal
Violet boje 1 ostavljaju na sobnoj temperaturi kako bi se boja upila. Zatim se stanice isperu dva

puta s PBS-om kako bi se uklonio vi$ak boje, a na kraju se golim okom izbroje nastale kolonije.
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Postotak prezivljenja tretiranih kolonija proporcionalan je broju nastalih kolonija, a izratunava

se prema formuli [2]:

broj kolonija (tretirani uzorak)

% prezivljenja = X 100 [2]

broj kolonija (kontrola)

3.2.3. Odredivanje prooksidacijskog u¢inka DCFH-DA metodom

Reaktivne kisikove vrste (ROS) uobicajeni su nusprodukti normalnog aerobnog stanicnog
metabolizma koji su regulirani antioksidativnim sustavima u organizmu. Medutim, kod
prekomjernih koncentracija ROS-a dolazi do oksidativnog stresa §to moze uzrokovati ostecenje
proteina, lipida i nukleinskih kiselina $to doprinosi razvoju bolesti. Metoda za procjenu
ukupnog sadrzaja ROS-a u stanici koristena u ovom radu je DCFH-DA metoda. DCFH-DA
(2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetat) je tzv. fluorogena sonda pomocu koje se mogu
kvantitativno odrediti razine vodikovog peroksida (H20>), hidroksilnih (OH-) i peroksilnih
radikala (ROO-). Radi se o nefluorescentnoj lipofilnoj boji koja moze difundirati kroz stani¢nu
membranu nakon ¢ega se u citosolu pomocu stani¢nih esteraza hidrolizira U polarni, takoder
nefluorescirajuéi karboksilatni anion 2',7'-diklorodihidrofluorescein (DCFH). Nastali DCFH
ostaje zarobljen unutar stanica i reagira s postoje¢im radikalima stvarajuéi fluorescentnu
molekulu 2',7'-diklorofluorescein (DCF), ¢ija se fluorescencija mjeri pomocu fluorimetra pri
valnoj duljini od 485 nm za ekscitaciju te pri 530 nm za emisiju. lzmjereni intenzitet
fluorescencije proporcionalno raste s koncentracijom ukupnih ROS-ova nastalih u stanici
(Katerji i sur., 2019).

Za potrebe izvodenja ove metode koriste se crne mikrotitarske ploCe s 96 jazica na koje se
nacjepljuje po 100 pL AGS ili Hep G2 stani¢ne suspenzije u koncentraciji 10° stanica/mL.
Stanice se 24 sata kultiviraju u inkubatoru pri 37 °C, u atmosferi s 5 % CO2 i 95 % relativne
vlaZznosti. Nakon toga, uklanja se medij, a stanice se tretiraju s Cetiri koncentracije koje su
dobivene mijeSanjem osam pesticida pripremljenih u Ham's F-12 hranjivom mediju. Stanicama
se dodaje po 100 puL 1., 2., 3. 1 4. koncentracije koje su opisane u potpoglavlju 3.2.1., a za
negativnu kontrolu dodaje se po 100 pL medija. Nakon tretmana stanice se inkubiraju 24 sata
pri ranije opisanim uvjetima, a potom se uklanjaju mjesavina pesticida i medij. Stanice se zatim
dva puta ispiru s PBS-om pa se u svaku jazicu doda po 100 pL radne otopine DCFH-DA te se
stanice inkubiraju 30 minuta. Nakon pola sata nefluorescentni DCFH-DA prelazi u
fluorescentni DCF pa slijedi mjerenje intenziteta fluorescencije pri valnoj duljini emisije od

485 nm i valnoj duljini ekscitacije od 530 nm. Intenzitet izmjerene fluorescencije
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proporcionalan je s koli¢inom nastalih ROS-ova, a za mjerenje prooksidacijske aktivnosti
koristi se omjer intenziteta fluorescencije tretiranih stanica i intenziteta fluorescencije kontrole.
Za realnu procjenu prooksidacijskog djelovanja potrebno je ukljuciti postotak prezivljenja

stanica, a postotak indukcije ROS-ova izra¢unava se prema formuli [3]:

fluorescencija (tretirani uzorak)
. . . % prezivljenja (tretirani uzorak)
0] —
/0 I’ndU’kCl]e ROS = fluorescencija (kontrola) x 100 [3]
% prezivljenja (kontrola)

3.2.4. Odredivanje genotoksi¢nog ucinka komet testom

U ovom radu ispitivali su se genotoksicni uc¢inak koristenjem komet testa. Komet test je
Cesto koristena, brza i osjetljiva metoda kojom se mogu analizirati oSte¢enja na DNA u svakoj
pojedinacnoj stanici zbog ¢ega nosi engleski naziv single cell gel electrophoresis. Radi se o
horizontalnoj elektroforezi individualnih stanica u gelu agaroze. Stanice se prvo ,,zarobe*
unutar LMP agaroze (agaroza niske tocke taliSta) pa se zatim liziraju uz djelovanje otopine
etilen-diamintetraoctene kiseline (EDTA) i detergenata kako bi se uklonila stani¢cna membrana
i proteini unutar stanice. Posljedi¢no, dolazi do razmotavanja i oslobadanja DNA iz stanice, a
nastali jednolancani i dvolan¢ani lomovi DNA pod utjecajem genotoksi¢ne tvari rezultiraju
formiranjem malih fragmenata DNA razli¢itih duljina. Nakon toga stanice prolaze elektroforeza
pri ¢emu negativno nabijeni fragmenti DNA u elektricnom polju putuju kroz gel prema
pozitivno nabijenoj anodi. Krac¢i fragmenti ¢e putovati brze od duzih zbog ¢ega dolazi do
njihovog razdvajanja. Nakon provodenja elektroforeze DNA se boji fluorescentnom bojom, a
nastala oSteCenja promatraju se pomocu fluorescencijskog mikroskopa (Dmitrieva i Burg,
2007). Pod mikroskopom se mogu uociti strukture stanica koje podsjecaju na komet po ¢emu
je ova metoda 1 nazvana. Tako ,.glavu* kometa ¢ini intaktna neoSteCena DNA, dok ,,rep*
sac¢injavaju odlomljeni fragmenti. Stoga, duljina ,,repa“ kometa direktno je proporcionalna

koli¢ini nastalih oSte¢enja na DNA (Beedanagari i sur., 2014).

Postupak koristen u radu zapocinje nacjepljivanjem po 5 mL stani¢ne suspenzije AGS ili
Hep G2 stanica u plasti¢ne Petrijeve zdjelice ¢ija po¢etna koncentracija iznosi 10° stanica/mL.
Stanice se potom kultiviraju na 37 °C u atmosferi s 5 % CO2 1 95 % relativne vlaznosti tijekom
24 sata. Nakon toga uklanja se postoje¢i medij 1 stanice se tretiraju mjeSavinom pesticida u
koncentracijama 1, 2, 3 1 4 koje su opisane u potpoglavlju 3.2.1, mjeSavine pesticida
pripremljene su u Ham's F-12 hranjivom mediju. Za negativnu kontrolu uzima se po 5 mL

medija. Nakon tretmana stanice se inkubiraju 24 sata poslije Cega se uklanjaju pesticidi i medij,
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a stanice se dva puta isperu s PBS-om. Potom se stanice tripsiniziraju kako bi se mogle prebaciti
u mikroepruvete nakon ¢ega se centrifugiraju tijekom 5 minuta na 5000 rpm kako bi se dobio
talog tih stanica i supernatant. Supernatant se odbacuje, a talog stanica upotrebljava se u
daljnjem postupku. Zatim se na bruSena predmetna stakalca nanosi po 300 pL 1,5 %-tne NMP
agaroze, odnosno agaroze s normalnom to¢kom talista (1. sloj). Nakon polimerizacije NMP
agaroze pri 4 °C, talog stanica, koji je prethodno pripremljen u mikroepruvetama , resuspendira
se s po 100 puL 0,5 %-tne otopine LMP agaroze, odnosno agaroze s niskom tockom talista i
nanese na stakalca (2. sloj). LMP agaroza se temperira pri 37 °C, a nakon §to se polimerizira na
stakalca se nanosi jo§S po 100 uL. LMP agaroze (3. sloj). Stakalca se prekriju pokrovnim
stakalcima kako bi se stanice ravnomjerno rasporedile i fiksirale za predmetno stakalce. Za
pozitivhu kontrolu stanice, koje su nanesene na predmetno stakalce, tretirane su 1 mM
vodikovim peroksidom tijekom 15 minuta. Kada zadnji sloj LMP agaroze polimerizira, stakalca

se pri temperaturi od 4 °C uranjaju u pufer za lizu na sat vremena kako bi se stanice lizirale.

Nakon provedene lize stanica stakalca se uranjaju u kadicu za elektroforezu koja je
prethodno napunjena puferom za alkalnu elektroforezu (pH > 13). Prije same elektroforeze
odvija se denaturacija na 4°C u trajanju od 20 minuta. Nakon toga krece elektroforeza koja traje
20 minuta, a provodi se uz jakost struje od 300 mA i naponom od 25 V, nakon ¢ega se stakalca
izvade iz kadice 1 posuSe pri sobnoj temperaturi. Zatim slijedi neutralizacija stanica koja se
provodi ispiranjem stanica puferom za neutralizaciju (Tris-HCI, pH = 7,5) po tri puta u razmaku
od 5 minuta. Stanice se boje otopinom etidij bromida (10 mg/mL) kroz 10 minuta i prekriju
pokrovnim stakalcem. Zatim se ispiru Tris-HCI puferom 1 ostavljaju da se etidij bromid boja
stabilizira kroz 15 minuta. Potom se provode mjerenja pod epifluorescencijskim mikroskopom
s ekscitacijskim filterom koji je podeSen na 515-560 nm, a dobivena slika se zatim analizira uz
pomo¢ programa Comet Assay II. U ovom radu koristili su se parametri duZine i intenziteta repa

te repni moment kao pokazatelji razine oStecenja DNA.

3.2.5. Statisticka obrada podataka

Za obradu dobivenih rezultata u ovom radu koristen je program za statistiku JASP 0.17.3.0,
a provedena je Classical ANOVA statisti¢ka analiza uz primjenu Tukey 1 Scheffé Post Hoc testa
usporedbe uz razinu statisticke znacajnosti p < 0,05. Rezultati su prikazani graficki koriStenjem
programa Microsoft Excel 2019. Rezultati komet testa prikazani su u Box-Whisker dijagramu
sa srednjom 1 medijan vrijednoS¢u. Rezultati ostalih testova prikazani kao srednje vrijednosti,

a za sve su testove prikazane i standardne devijacije.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu ispitani su bioloski u¢inci na kontinuiranim humanim stani¢nim linijama
AGS (stanice adenokarcinoma epitela zeluca) i Hep G2 (stanice hepatocelularnog karcinoma
jetre). Ispitivali su se citotoksi¢ni, proliferacijski, prooksidacijski i genotoksi¢ni ucinci
mjesavine sastavljene od osam razli¢itih pesticida, a to su glifosat, S-metolaklor, nikosulfuron,
acetamiprid, terbutilazin, deltametrin, kaptan i spinosad. Raspon koristenih koncentracija
odreden je u odnosu na ADI vrijednost (dopusteni dnevni unos) svakog pojedinog pesticida, od
¢ega je najmanja koriStena koncentracija bila 5 puta manja, a najvec¢a 10 puta veca od ADI

vrijednosti. ADI vrijednost za svaki pojedini pesticid nalazi se u Tablici 1.

Citotoksicni u€inak mjeSavine pesticida na AGS i Hep G2 stani¢nim linijama ispitani su
Neutral Red metodom, dok je prooksidacijski ucinak istrazivan pomo¢u DCFH-DA metode.
Proliferacijski uc¢inak ispitivao se pomocu klonogenog testa, a genotoksicni uc¢inak pomocu
komet testa na Institutu za medicinska istraZivanja i medicinu rada u Zagrebu. U svim
navedenim metodama stanice su bile izloZene djelovanju pesticida tijekom 24 sata na

temperaturi od 37 °C.

4.1. ANALIZA CITOTOKSICNOG UCINKA MJESAVINE PESTICIDA NEUTRAL
RED METODOM

Ispitivanje citotoksicnog ucinka mjeSavine od osam pesticida provedeno je na
kontinuiranim humanim stani¢nim linijama AGS 1 Hep G2 koriStenjem Neutral Red metode
koja je opisana u potpoglavlju 3.2.1. KoriStene su Cetiri koncentracije navedene mjeSavine: 5
puta manja koncentracija od ADI vrijednosti (koncentracija 1), ADI vrijednost (koncentracija
2), 5 puta veca koncentracija od ADI vrijednosti (koncentracija 3) i 10 puta veca koncentracija
od ADI vrijednosti (koncentracija 4), a stanice su izloZene tretmanu tijekom 24 sata. Dobiveni
rezultati prikazani su graficki kao postotak prezivljenja stanica (relativna vijabilnost stanica
iskazana u odnosu na kontrolu) u ovisnosti o primijenjenim koncentracijama mjeSavine

pesticida.
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* — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,05); a - statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na
ADI/5 [mg/mL] (p < 0,05); b — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na ADI [mg/mL] (p < 0,05); ¢ —
statisticki znacajna razlika u odnosu na 5 x ADI [mg/mL] (p < 0,05); d — statisticki znacajna razlika u

odnosu na 10 x ADI [mg/mL] (p < 0,05)

Slika 11. Postotak preZivljenja stani¢nih linija AGS 1 Hep G2 nakon tretmana razli¢itim

koncentracijama mjeSavine pesticida tijekom 24 sata

Citotoksicni uc¢inak mjesavine pesticida na stani¢nim linijama AGS i Hep G2 tijekom 24
sata prikazan je na Slici 11. Rezultati su izraZeni kao srednje vrijednosti podataka dobivenih za
svaku pojedina¢nu koncentraciju, uz pripadajuce standardne devijacije te iskazane statisticki
znacajne razlike. 1z Slike 11. vidljivo je da su koncentracije u vrijednosti ADI [mg/mL], 5 x
ADI [mg/mL] i 10 x ADI [mg/mL] uzrokovale statisticki znacajan pad prezivljenja u odnosu
na kontrolu kod obje stani¢ne linije u koncentracijski ovisnom odgovoru. Osim toga, mjeSavina
pesticida uzrokovala je veéu smrtnost Hep G2 stanica u odnosu na AGS stanice gotovo pri svim
koriStenim koncentracijama. Tako se prva koncentracija (ADI/5 [mg/mL]) pokazala
netoksi¢nom za AGS stani¢nu liniju, dok je za Hep G2 stani¢nu liniju ta koncentracija bila
subtoksi¢na (92,4 + 12.6 %). Prva i druga koncentracija za Hep G2 stani¢nu liniju rezultirale
su slicnim prezivljenjem. Tre¢a koncentracija (10 x ADI [mg/mL]) rezultirala je statisticki
znacajnim padom preZivljenja Hep G2 stani¢ne linije (67,4 = 12,6 %) u odnosu na koncentraciju
1 (ADI/5 [mg/mL]) 1 koncentraciju 2 (5 x ADI [mg/mL]) te se pokazala toksicnom za tu

stanicnu liniju. Ovakvi rezultati mogu biti posljedica pojacanog sinergistickog ucinka.
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Prema Wang 1 sur. mjeSavina od tri pesticida (acetamiprid, klorpirifos i karbofuran), kojoj
su izlozene Hep G2 stanice, izazvala je puno jace sinergisticke u¢inke u indukciji apoptoze nego
svaki pesticid zasebno. Pri nizim koncentracijama zabiljeZen je jaci sinergisticki u¢inak koji se
uslijed antagonistickog djelovanja kod viSih koncentracija poc¢eo gubiti. Kao parametar stani¢ne
nekroze u toj studiji koriStena je razina LDH oslobodena uslijed oSte¢enja stanicne membrane.
Pesticidi u kombinaciji izazvali su znacajno povecanje otpustanja LDH iz stanice u usporedbi
s pojedina¢nim pesticidima, odnosno mjesavine su dovele do veéeg oStecenja stanicne

membrane (Wang i sur., 2023).

Iako je treca koncentracija 5 puta veéa od druge, vidljivo je da je prezivljenje AGS stani¢ne
linije pri tim koncentracijama sli¢no Sto je rezultat povecane proliferacije uslijed tretmana
subtoksi¢nim dozama pesticida. Za AGS stani¢nu liniju Cetvrta koncentracija (10 x ADI
[mg/mL]) je uzrokovala statisti¢ki znac¢ajno smanjenje prezivljenja u odnosu na sve koriStene
koncentracije (46,6 £ 9,6 %). Najtoksi¢nijom se pokazala Cetvrta koncentracija za obje stani¢ne
linije $to je povezano s ve¢im udjelom aktivnih tvari svakog pojedinog pesticida u odnosu na
ostale koncentracije. Na povecanje citotoksicnog uc¢inka moze djelovati nastanak oksidativnog

stresa do kojeg dolazi uslijed izlozenosti stanica djelovanju pesticida (Huang i sur., 2016).

Takoder, u studiji u kojoj se utvrdivao citotoksicni 1 prooksidacijski u€inak 20 razli¢itih
pesticida, pojedina¢no 1 u kombinacijama na Hep G2 stani¢nim linijama dokazano je da su
izazvani citotoksi¢ni ucinci uglavnom posljedica apoptoze. Razlog tome je pojacana aktivnost
kaspaze-3 1 kaspaze-7, enzima koji imaju vaznu ulogu u regulaciji procesa apoptoze (Ma i sur.,
2016). 1z svega navedenog, moze se zakljuciti da je citotoksi¢ni u¢inak mjeSavine pesticida
ovisan o vrsti stani¢nih linija, pri ¢emu je evidentno da su metabolicki aktivne stanice jetre puno
osjetljivije na toksicno djelovanje istrazivanih smjesa u odnosu na stanice Zeluca. Iz radova
drugih autora, moze se zakljuciti da su za stanicnu smrt odgovorni mehanizmi nekroze i
apoptoze, a vrsta stani¢ne smrti ovisi o vrsti stani¢ne linije, vremenu tretmana, testiranim

koncentracijama te vrsti pesticida.

4.2. ANALIZA PROLIFERACIJISKOG UCINKA MJESAVINE PESTICIDA
KLONOGENIM TESTOM

Proliferacijski u¢inak mjeSavine od osam pesticida na kontinuiranim humanim stani¢nim
linijama AGS 1 Hep G2 ispitan je pomocu klonogenog testa koji je opisan u po poglavlju 3.2.2.
Stanice su tretirane tijekom 24 sata s Cetiri koncentracije navedene mjeSavine 1 ostavljene 7

dana kako bi mogle proliferirati. KoriStene koncentracije su: 5 puta manja koncentracija od ADI
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vrijednosti (koncentracija 1), ADI vrijednost (koncentracija 2), 5 puta veca koncentracija od
ADI vrijednosti (koncentracija 3) i 10 puta veéa koncentracija od ADI vrijednosti
(koncentracija 4). Dobiveni rezultati prikazani su graficki kao postotak prezivljenja stanica
(broj poraslih kolonija uzorka u odnosu na kontrolu) u ovisnosti o koriStenim koncentracijama
mjesavine pesticida.
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* — statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,05); a - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na
ADI/5 [mg/mL] (p < 0,05); b — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na ADI [mg/mL] (p < 0,05); ¢ —
statisticki znacajna razlika u odnosu na 5 x ADI [mg/mL] (p < 0,05); d — statisticki znacajna razlika u

odnosu na 10 x ADI [mg/mL] (p < 0,05)

Slika 12. Postotak preZivljenja stani¢nih linijja AGS 1 Hep G2 1 proliferacijski ucinak tretmana

razli¢itim koncentracijama mjeSavine pesticida nakon 7 dana

Slika 12. prikazuje proliferacijski u¢inak mjesavine sastavljene od osam pesticida koji su
se manifestirali na kontinuiranim stani¢nim linjjama AGS 1 Hep G2 nakon 7 dana. Dobiveni
rezultati prikazani su graficki kao srednje vrijednosti postotka prezivljenja uz pripadajuce
standardne devijacije, kao i iskazane statisticki znacajne razlike. Graficki podatci pokazuju da
je s porastom koncentracije doslo do smanjenja postotka prezivljenja kod obje stani¢ne linije.
Tako je, primjerice, koncentracija 2 (ADI [mg/mL]) uzrokovala statisticki zna¢ajno smanjenje
prezivljenja u odnosu na koncentraciju 1 (ADI/5 [mg/mL]) kod obje stani¢ne linije. Smanjenje
postotka prezivljenja rezultat je citotoksi¢nog i prooksidacijskog djelovanja aktivnih tvari

svakog pojedinog pesticida koje utjeCu 1 na smanjenu sposobnost proliferacije tih stanica.
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Najmanja koriStena koncentracija (ADI/5 [mg/mL]) je za AGS stani¢nu liniju uzrokovala
statisticki znacajno veéi postotak prezivljenja (107,7 £9,2 %) u odnosu na koncentraciju 2 (ADI
[mg/mL]), koncentraciju 3 (5 x ADI [mg/mL]) i koncentraciju 4 (10 x ADI [mg/mL]) te je pri
toj koncentraciji prezivljenje stanica bilo potpuno. Za Hep G2 stani¢nu liniju najmanja

koncentracija je izazvala pad preZivljenja u odnosu na AGS stani¢nu liniju (88,4 + 9,9 %).

Na Slici 11., citotoksi¢nost odredena Neutral Red metodom povecavala se s porastom
koncentracije mjeSavine pesticida. Medutim, suprotno od Neutral Red metode, rezultati
klonogenog testa pokazali su da je kod AGS stanic¢ne linije doslo do veceg pada proliferacijske
sposobnosti u odnosu na Hep G2 stani¢nu liniju. Vidljivo je da Hep G2 stanice pokazuju bolju
sposobnost proliferacije pri koncentraciji 3 (5 x ADI [mg/mL]) i koncentraciji 4 (10 x ADI
[mg/mL]). Premda je najveca koristena koncentracija (10 x ADI [mg/mL]) kod obje stani¢ne
linije rezultirala najve¢im smanjenjem proliferacijske sposobnosti stanica, kod Hep G2 stani¢ne
linije nije u potpunosti onemogucila njihovu proliferaciju (16,1 + 4,2 %). Kod AGS stanicne
linije ta je koncentracija dovela do potpunog uniStenja stanica §to se moze povezati s visokom

koncentracijom aktivnih tvari pesticida koje su onemogucile proliferaciju tih stanica.

U studiji na Hep G2 stanicama izlozenim trikloropiridinolu, glavnom metabolitu
klorpirifosa, test formiranja kolonija pokazao je da ovaj spoj moZe znaCajno inhibirati
proliferaciju Hep G2 stanica, Sto je osobito vidljivo pri viS§im koncentracijama. Jetra je vaZzan
metabolicki organ koji zauzima glavno mjesto pri sustavu detoksikacije vanjskih spojeva te ima
nezamjenjivu ulogu u biotransformaciji pesticida (Zhang 1 sur., 2021). S obzirom na to, njezine
stanice su otporne 1 prilagodljive toksi¢nim uvjetima $to je jedan od mogucih razloga zbog
kojeg pokazuju bolju proliferacijsku sposobnost od AGS stani¢ne linije prilikom tretmana visim

koncentracijama mjeSavine pesticida.

4.3. ANALIZA PROOKSIDACIJSKOG UCINKA MJESAVINE PESTICIDA DCFH-DA
METODOM

Za ispitivanje prooksidacijskog ucinka mjesSavine sastavljene od osam pesticida na AGS 1
Hep G2 kontinuiranim stani¢nim linijama koriStena je DCFH-DA metoda koja je opisana u
potpoglavlju 3.2.3. Stanice su tretirane tijekom 24 sata s Cetiri koncentracije spomenute
mjeSavine pesticida, a to su: 5 puta manja koncentracija od ADI vrijednosti (koncentracija 1),
ADI vrijednost (koncentracija 2), 5 puta veca koncentracija od ADI vrijednosti (koncentracija
3) i 10 puta veca koncentracija od ADI vrijednosti (koncentracija 4). Rezultati su prikazani

graficki kao postotak indukcije reaktivnih kisikovih skupina (omjer vrijednosti intenziteta
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fluorescencije tretiranih stanica 1 prezivljenja stanica odredenog Neutral Red metodom u

odnosu na kontrolu) u ovisnosti o primijenjenim koncentracijama mjesavine pesticida.
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* — statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,05); a - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na
ADI/5 [mg/mL] (p < 0,05); b — statisticki znacajna razlika u odnosu na ADI [mg/mL] (p < 0,05); ¢ —
statisticki znacajna razlika u odnosu na 5 x ADI [mg/mL] (p < 0,05); d — statisticki znacajna razlika u

odnosu na 10 x ADI [mg/mL] (p < 0,05)

Slika 13. Postotak indukcije reaktivnih kisikovih skupina u stani¢nim linijama AGS 1 Hep G2

nakon tretmana razli¢itim koncentracijama mjesavine pesticida tijekom 24 sata

Na Slici 13. prikazan je prooksidacijski ucinak mjeSavine od osam pesticida na
kontinuiranim humanim stani¢nim linijama AGS i Hep G2 tijekom 24 sata. Rezultati su izraZeni
kao omjer fluorescencije uzorka i postotka prezivljenja stanica kako bi se dobilo realan prikaz
odnosa prooksidacijskog i citotoksi¢nog ucéinka. Takoder, dobiveni rezultati prikazani su kao
srednje vrijednosti podataka za svaku pojedinacnu koncentraciju s odgovaraju¢im standardnim

devijacijama i statisti¢ki znacajnim razlikama.

1z grafickog prikaza na Slici 13. vidljivo je da su sve koncentracije kod obje stani¢ne linije
izazvale statisticki znacajno povecanje reaktivnih kisikovih skupina u odnosu na kontrolu.
Svaka pojedinacna koncentracija za Hep G2 stani¢nu liniju rezultirala je porastom razine
slobodnih radikala u odnosu na AGS stani¢nu liniju. Najmanja koristena koncentracija (ADI/5
[mg/mL]) imala je najblazi prooksidacijski u€inak kod obje stani¢ne linije. S porastom
koncentracije mjesavine pesticida doslo je i do porasta razine slobodnih radikala u prezivjelim
stanicama. Tako je, primjerice, kod AGS stani¢ne linije tre¢a koncentracija (5 x ADI [mg/mL])

uzrokovala statistiCki znac¢ajno povecanje koncentracije slobodnih radikala u stanicama (247,6
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+ 55,8 %) u odnosu na koncentraciju 1 (ADI/5 [mg/mL]) i koncentraciju 2 (ADI [mg/mL]). Za
Hep G2 stani¢nu liniju ta ista koncentracija uzrokuje znatno veéi porast koncentracije slobodnih
radikala u odnosu na AGS stani¢nu liniju (362,0 + 138,8 %). Cetvrta koncentracija (10 x ADI
[mg/mL]) je pokazala najjace prooksidacijsko djelovanje na obje stani¢ne linije, a osobito na
Hep G2 stani¢nu liniju (418,5 £ 114,0 %) Sto se moze povezati s najve¢om koncentracijom

aktivne tvari svakog pojedinog pesticida u usporedbi s ostalim koncentracijama.

Iz slike 13 vidljivo je da su rezultati prooksidacijskog djelovanja puno veci u Hep G2
stani¢noj liniji. Razlozi mogu biti razliciti; stani¢na linija Hep G2 metabolicki je aktivna, te
metabolizmom agrokemikalija vjerojatno nastaje puno vise slobodnih radikala nego $to je to
slu¢aj u stani¢noj liniji zeluca. Nadalje, jedan od razloga snaznijeg prooksidacijskog djelovanja
mjeSavine pesticida na stani¢nu liniju Hep G2 naspram AGS stani¢ne linije moZe biti inhibicija
aktivnosti antioksidacijskog enzima superoksid-dismutaze (SOD), wuslijed nastanka
oksidativnog stresa zabiljezenog u studiji na jetri Stakora (Lu i Yu, 2014). U prisutnosti
ksenobiotika s potencijalnim toksi¢nim djelovanjem poput pesticida i njihovih mjeSavina pri
nizim koncentracijama dolazi do povecanja aktivnosti SOD-a, no s porastom koncentracije,
njezina se aktivnost smanjuje Sto rezultira snaznijim prooksidacijskim djelovanjem (Wang 1

sur., 2023).

Brojne studije pokazale su da vecina pesticida, zasebno ili u mjeSavini, djeluje
prooksidacijski putem indukcije nastanka slobodnih radikala i putem oStecenja antioksidativnih
mehanizama stanica. Pod utjecajem pesticida, koncentracija ROS-a u stanici postaje toliko
visoka da ih stanica svojim zastitnim mehanizmima koje ima ne moze stabilizirati. Primjerice,
studija na Stakorima pokazala je da je mjeSavina deltametrina i1 klorpirifosa inducirala
oksidativni stres u stanicama te je smanjila razine antioksidativnih enzima medu kojima su CAT
(katalaza), SOD 1 GPx (glutation peroksidaza). Takoder, poviSene su razine MDA, Sto je
pokazatelj intenzivnog odvijanja lipidne peroksidacije koja nastaje kao posljedica oksidativnog

stresa (Sule 1 sur., 2022).

4.4. ANALIZA GENOTOKSICNOG UCINKA MJESAVINE PESTICIDA KOMET
TESTOM

Za istrazivanje genotoksi¢nog ucinka mjeSavine sastavljene od osam pesticida na
kontinuiranim humanim stanicnim linijjama AGS 1 Hep G2 koriSten je komet test koji je
opisan u potpoglavlju 3.2.4. stanice su izloZene djelovanju mjeSavine pesticida tijekom 24

sata, a primijenjene su Cetiri koncentracije: 5 puta manja koncentracija od ADI vrijednosti
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(koncentracija 1), ADI vrijednost (koncentracija 2), 5 puta ve¢a koncentracija od ADI
vrijednosti (koncentracija 3) i 10 puta veca koncentracija od ADI vrijednosti (koncentracija
4). Kao negativna kontrola (nk) koristen je medij, dok se za pozitivahu kontrolu (pk)
upotrebljavao vodikov peroksid (H202). Proucavani parametri oSte¢enja DNA su duljina
repa kometa, intenzitet repa kometa i repni moment kometa koji su prikazani graficki u
ovisnosti o koriStenim koncentracijama mjeSavine pesticida. Navedeni parametri su
uskladeni koriStenjem prirodnog logaritma kako bi se olakSala statisticka obrada njihovih

rezultata.
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* — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na negativinu kontrolu (p < 0,05); + — statisti¢ki znacajna
razlika u odnosu na pozitivnu kontrolu (p < 0,05); a - statisticki znacajna razlika u odnosu na ADI/5
[mg/mL] (p < 0,05); b — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na ADI [mg/mL] (p < 0,05); ¢ —

statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 5 x ADI [mg/mL] (p < 0,05)

Slika 14. Duljina repa kometa AGS 1 Hep G2 stanica nakon tretmana razliCitim

koncentracijama mjeSavine pesticida

Na Slici 14. prikazana je duljina repa kometa (um) stani¢nih linija AGS 1 Hep G2 koje su
bile izlozene djelovanju mjeSavine pesticida pri razliitim koncentracijama, a rezultati su
prikazani kao skup pojedinacnih podataka za svaku koncentraciju uz pripadajuce statisticki
znacajne razlike. Iz slike je vidljivo da mjeSavina pesticida pri koncentraciji 1 (ADI/5
[mg/mL]), koncentraciji 2 (ADI [mg/mL]) te negativnoj i pozitivnoj kontroli izaziva statisticki
znacajno povecanje duljine repa kometa Hep G2 stanica u odnosu na koncentraciju 3 (5 x ADI
[mg/mL]). Pri treCoj koncentraciji duljina repa kometa je najmanja Sto znaci da je ta

koncentracija izazvala odlamanje vecih fragmenata DNA u odnosu na sve ostale koncentracije.
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Jedna studija ispitivala je moZze li komet test razlikovati citotoksi¢ne 1 genotoksi¢ne ucinke na
stanicama koje su tretirane raznim ksenobioticima. Odredivala se relevantnost njegovih
rezultata ispitivanjem utjecaja citotoksi¢nog ucinka tih tvari na rezultate genotoksi¢nosti.
Istrazivanje je pokazalo da postotak preZivljenja stanica mora biti minimalno 75 % kako bi se

pouzdano mogao procijeniti genotoksi¢an uc¢inak tih tvari na stanicama.

Rezultati studije pokazali su da su citotoksicne tvari mogle dovesti do povecanja migracije
DNA (nastanak repa kometa) u uzorcima u kojima je prezivljenje stanica bilo manje od 75 %
Sto moze biti posljedica apoptoze, stani¢ne nekroze ili oSte¢enja stanicne membrane (Henderson
i sur., 1998). To znaci da je uslijed citotoksicnog djelovanja mjeSavine pesticida moglo do¢i do
izlazenja DNA iz stanice koje je bilo zabiljeZeno u komet testu, a nije nuzno posljedica
genotoksi¢nosti. Osim toga, moze se uoc€iti da na slici nisu prikazani podatci za Cetvrtu
koncentraciju (10 x ADI [mg/mL]) ni za AGS ni za Hep G2 stani¢nu liniju. Razlog tome je $to
nije bilo moguce izmjeriti duljinu repa kometa za 50 stanica (rasprSena DNA), §to je minimalan
broj potreban za odredivanje tog parametra. Zbog snaznog citotoksi¢nog djelovanja nije bilo
moguce odrediti genotoksi¢ni ucinak. Za AGS stani¢nu liniju nije bilo statisticki znacajnih
razlika medu koncentracijama, odnosno mjeSavina pesticida nije izazvala lomove na DNA tih

stanica.
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—
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0.3

* — statisticki znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu (p < 0,05); b — statisticki
znacajna razlika u odnosu na ADI [mg/mL] (p < 0,05); ¢ — statisticki znacajna razlika u

odnosuna 5 x ADI [mg/mL] (p < 0,05)

Slika 15. Intenzitet repa kometa AGS i1 Hep G2 stanica nakon tretmana razli¢itim

koncentracijama mjeSavine pesticida

42



Slika 15. prikazuje intenzitet repa kometa izrazen kao postotak oSte¢enja DNA stani¢nih
linija AGS 1 Hep G2 koje su bile izlozene razli¢itim koncentracijama mjesavine pesticida.
Rezultati su prikazani graficki kao skup pojedinacnih podataka za svaku koncentraciju s
odgovaraju¢im statisticki znacajnim razlikama. Iz slike se moze uociti da koncentracija 2 (ADI
[mg/mL]) i koncentracija 3 (5 X ADI [mg/mL]) uzrokuju statisticki znacajno povecanje
intenziteta repa kometa Hep G2 stanica u odnosu na negativnu kontrolu. Druga koncentracija
(ADI [mg/mL]) izazvala je najjaci intenzitet repa kometa §to znaci da se pri toj koncentraciji
odlomio najve¢i postotak DNA u odnosu na ostale koncentracije. Pri tre¢oj koncentraciji (5 %
ADI [mg/mL]) uocljiv je manji postotak oSte¢enja DNA u usporedbi s drugom koncentracijom
Sto moze biti posljedica popravka ostecenja DNA koji je rezultat prilagodbe stanica
nepovoljnim uvjetima. Za Cetvrtu koncentraciju (10 x ADI [mg/mL]) nema podataka jer nije
bilo moguce odrediti intenzitet repa kometa za 50 stanica ni za AGS ni za Hep G2 stani¢nu
liniju §to je posljedica pojacanog citotoksi¢nog ucinka uslijed visokih koncentracija pesticida.
Za AGS stani¢nu liniju nije bilo statisticki znac¢ajnih razlika u koncentracijama §to znaci da

mjeSavina pesticida nije uzrokovala lomove na DNA stanica AGS stani¢ne linije.
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* — statisticki znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu (p < 0,05); b — statisticki

znacajna razlika u odnosu na ADI [mg/mL] (p < 0,05)

Slika 16. Repni moment kometa AGS 1 Hep G2 stanica nakon tretmana razliCitim

koncentracijama mjeSavine pesticida

Na Slici 16. prikazan je repni moment za stani¢ne linije AGS 1 Hep G2 koje su bile izloZene
djelovanju razli¢itih koncentracija mjeSavine pesticida. Repni moment predstavlja umnozak

duljine 1 intenziteta repa kometa, a rezultati za taj parametar prikazani su graficki kao skup
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pojedinacnih podataka za svaku koncentraciju uz odgovarajuce statisticki znacajne razlike. 1z
grafickog prikaza vidljivo je da koncentracija 2 (ADI [mg/mL]) uzrokuje statisticki znacajno
povecanje repnog momenta u odnosu na negativnu kontrolu. To znaci da je druga koncentracija
dovela do nastanka veceg broja manjih fragmenata, odnosno lomova DNA stanica Hep G2
stani¢ne linije u odnosu na kontrolu, to jest da ta koncentracija mjeSavine pesticida uzrokuje
genotoksi¢ni ucinak. Zbog citotoksi¢nog ucinka nije bilo podataka ni za AGS ni za Hep G2
stani¢nu liniju pri koncentraciji 4 (10 x ADI [mg/mL]), odnosno nije bilo moguée odrediti repni
moment ni za jednu stani¢nu liniju. Za AGS stani¢nu liniju nema zabiljezenih statisticki
znacCajnih razlika ni za jednu koncentraciju $to znaci da repni moment AGS stanica nije rezultat
genotoksi¢nog djelovanja mjeSavine pesticida. Studija iz 2021. godine na Hep G2 stanicama
proucavala je toksi¢ne ucinke glavnog metabolita klorpirifosa - trikloropiridinola. Izmedu
ostalog, pratio se genotoksi¢ni ucinak preko komet testa. Nakon tretmana, porastom
koncentracije, uoceno je povecanje repa i smanjenje glave kometa, Sto je pokazatelj oStecenja

DNA (Zhang i sur., 2021).

Barron Cuenca 1 sur. istrazivali su genotoksi¢ne ucinke 12 pesticida i njihovih mjeSavina
na Hep G2 stani¢nu liniju. Medu njima je koriSten cipermetrin (piretroid), a proucavani
parametri oste¢enja DNA bili su pChkl (enzim odgovoran za regulaciju stani¢nog ciklusa i
popravak oSte¢enja DNA) i YH2AX (protein koji pomaze u organizaciji i kompaktnosti DNA).
Oba markera ukljucena su u signalizaciju formiranja DNA adukata, jednolan¢anih i dvolancanih
lomova DNA. Razina yYH2AX proteina je u stanicama tretiranim mjeSavinom pesticida bila
znatno visa od one koja bi se oCekivala da su se pesticidi koristili zasebno, odnosno nije bilo
aditivnog ucinka (Barron Cuenca 1 sur., 2022). Rezultati upucuju na sinergisticko djelovanje

pesticida.

Studija koju su proveli Ojha 1 Gupta pokazala je da pesticidi mogu inducirati formiranje
veza izmedu lanaca DNA 1 znacajno povisiti aktivnosti kaspaze-3 (aktivator razgraduje
stani¢nih komponenata) 1 kaspaze-9 (inicijator apoptoze) u limfocitima Stakora (Ojha 1 Gupta,
2015). Na temelju toga moze se re¢i da do apoptoze dolazi u prisutnosti oksidativnog stresa i
aktiviranih kaspaze-3 1 kaspaze-9 koje sudjeluju u razgradnji stani¢nih komponenti povezanih
s popravkom 1 oSteenjem DNA. To znac¢i da samim prooksidacijskim djelovanjem pesticidi

mogu uzrokovati citotoksi¢ni i genotoksicni u€inak.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih istrazivanja moze se zakljuciti sljedece:

1.

Smjesa pesticida uzrokuje citotoksi¢ni uc¢inak kod obje stani¢ne linije U oOvisnosti 0
koncnetraciji. Snaznije citotoksi¢no djelovanje uoceno je na Hep G2 stanicama koje su

metaboli¢ki aktivne.

Povecanjem koncentracije mjeSavine pesticida dolazi do smanjenja stani¢ne diobe kod obje
stani¢ne linije. Pri nizim koncentracijama AGS stanice pokazuju snazniju proliferacijsku
sposobnost, dok porastom koncentracije dolazi do selekcije rezistentnih klonova Hep G2

stanica.

Smjesa pesticida djeluje prooksidacijski na obje stani¢ne linije u koncentracijskoj ovisnosti,

s time da je prooksidacijski odgovor bio veé¢i kod Hep G2 stani¢ne linije.

Mjesavina pesticida uzrokovala je povecanje postotka DNA repa kometa u stani¢noj liniji
Hep G2. Za AGS stani¢nu liniju mjeSavina pesticida nije se pokazala genotoksi¢nom.
Najveca koncentracija mjesavine pesticida narusila je stanicnu strukturu te nije bilo moguce

izmjeriti genotoksic¢ni ucinak.

U svrhu boljeg razumijevanja utjecaja pesticida na humane stani¢ne linije, potrebno je
provesti dodatna istrazivanja kako bi se razjasnili stani¢éni mehanizmi obrane i prilagodbe

ovim ksenobioticima.
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