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1. UvOD

Pesticidi predstavljaju klju¢an alat u modernoj poljoprivredi i industriji za kontrolu Stetnih
organizama. lako su pesticidi neophodni za o€uvanje poljoprivrednih prinosa i osiguranje
prehrambene sigurnosti, njihova Siroka upotreba nosi sa sobom znacajne zdravstvene i
ekolodke rizike. Pesticidi se prema namjeni dijele na razli¢ite skupine, a svaka od tih skupina
ima specificno djelovanje na ciljne organizme. No zbog svoje kemijske prirode, pesticidi Cesto
utjeCu i na neciljane vrste, uklju€ujuci i ljude. Ljudi mogu biti izlozeni pesticidima putem hrane,
vode, zraka, te tijekom rada u poljoprivredi ili drugim industrijama koje koriste ove kemikalije.
Izlozenost pesticidima moze biti akutna, $to podrazumijeva kratkotrajnu izloZzenost visokim
dozama, ili kroniéna, koja ukljuCuje dugotrajnu izlozenost nizim razinama pesticida. Uginci
pesticida na ljudsko zdravlje mogu biti razli€iti i ovise o vrsti pesticida, dozi izlozenosti, na€inu
unosa u tijelo i trajanju izlozenosti. S obzirom na sve vece izazove koje donosi upotreba
pesticida, postavlja se pitanje kako osigurati njihovu sigurnu upotrebu. Regulacija pesticida,
koja ukljuCuje rigorozno testiranje i procjenu rizika, klju¢na je za minimiziranje Stetnih ucinaka.
Samo kroz pazljivo upravljanje i primjenu nacela odrzive poljoprivrede moguce je postici

ravnotezu izmedu koristi i rizika, te osigurati dugoro¢no zdravlje populacije.

Cilj ovog diplomskog rada je bio istraziti nekoliko vrsta toksi¢nih u¢inaka na humanim
stanicama koje mogu uzrokovati pesticidi. S obzirom da su pesticidi jedni od rijetkih kemijskih
spojeva s toksicnim djelovanjem koji se masovno upotrebljavaju bitno je pratiti eventualne
posliedice primjene ovakvih spojeva. Stoga, ovaj se rad fokusirao na kvantifikaciju
citotoksi¢nog, proliferacijskog, prooksidacijskog i genotoksi¢nog ucinka Cetiri Siroko koristena
pesticida: glifosata, kaptana, spinosada i deltametrina, pri koncentracijama koje su okolisno
znacajne i prisutne u vodi, tlu, zraku te hrani tretiranoj tim spojevima. Istrazivanje je provedeno
na kontinuiranim humanim staniénim linjjama adenokarcinoma epitela Zeluca (AGS) i
hepatocelularnog karcinoma jetre (Hep G2). U svrhu odredivanja citotoksicnog ucinka pesticida
koristena je Neutral Red metoda, dok je proliferacijski ucinak pesticida odreden klonogenim
testom. Prooksidacijski u€inak pesticida ispitan je pomoc¢u DCFH-DA metode te na modelnom

plazmidu X174 RF1. Za odredivanje genotoksi¢nog ucinka pesticida koristen je komet test.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. PESTICIDI

Pesticidi su tvari uglavhom dobivene kemijskom sintezom, ali mogu biti i bioloSkog
podrijetla, a koriste se u poljoprivredi, Sumarstvu te nepoljoprivrednim i javnim povrSinama za
kontrolu i suzbijanje Stetnih organizama bilja kao Sto su biljni patogeni i bolesti, kukci, nematode,
grinje, Stetni glodavci i korovi te drugi Stetni organizmi bilja. Prema namjeni pesticidi se dijele
na: insekticide (suzbijaju kukce), akaricide (suzbijaju grinje), nematocide (suzbijaju
fitoparazitske nematode), limacide (suzbijaju puzeve), korvifuge (odbijaju napad ptica —
repelenti), rodenticide (suzbijaju glodavce), fungicide (suzbijaju fitopatogene gljive), herbicide
(suzbijaju korove) i regulatore rasta (utje€u na Zzivotne procese bilja drukcije od hranjiva)
(Pathak i sur., 2022; Bokuli¢ i sur., 2015).

Za uspjesno sprjeCavanje ili smanjenje Steta od Stetnih organizama, klju¢no je prvo
prepoznati i identificirati vrstu Stetnika. Na temelju poznavanja njihovih bioloskih, ekoloskih i
drugih karakteristika, potrebno je odabrati najprikladnije mjere zastite bilja. Od druge polovice
20. stoljeca, kemijska sredstva za zastitu bilja postala su najvazniji nac€in borbe protiv Stetnih
organizama. Ipak, brojni toksikolo$ki, ekotoksikoloski, ekoloSki i ekonomski razlozi ukazuju na
potrebu racionalizacije njihove upotrebe. Primjenom nacela integrirane zastite bilja, upotreba
kemijskih sredstava je smanjena na minimum, ¢ime se smanjuje rizik za ljude, korisne
organizme i okoli§. Pesticidi se trebaju koristiti samo kad je to prijeko potrebno ili u skladu s
pragovima Stetnosti, ako su definirani. Odluke o upotrebi pesticida moraju se temeljiti na
informacijama prikupljenim na terenu kroz redovite preglede usjeva i/ili na temelju informacija
prognoznih sluzbi, u skladu s nacelima dobre poljoprivredne i okoliSne prakse. Svaki odabir i
primjenu pesticida treba provoditi struéno, prema uputama koje dolaze s proizvodom, te u

skladu s nacelima integrirane zastite bilja (Bokuli¢ i sur., 2015).

Pesticidi se sastoje od aktivne tvari i dodatnih tvari (koformulanti) u odredenim
koncentracijama koje su zajedno pomijeSane. Aktivna tvar je glavni sastojak i moze imati opce
ili specificno djelovanje na Stetne organizme, biljke, dijelove biljaka ili biljne proizvode. Naj¢esc¢e
su aktivne tvari kemijski spojevi, mikroorganizmi, virusi ili biljni ekstrakti, a svaka od njih ima
svoj kemijski naziv prema medunarodno dogovorenoj IUPAC nomenklaturi. Buduéi da su ti
nazivi Cesto sloZeni i neprakti¢ni za Siru upotrebu, za svaku tvar postoji pojednostavljeni trivijalni
naziv, odobren od strane Medunarodne organizacije za normizaciju (ISO). Osim aktivne tvari,
vaznu ulogu imaju i dodatne tvari koje mogu sprijeciti ili smaniiti fitotoksi¢ne ucinke na odredene

bilike (zastitne tvari) ili poboljSati djelovanije aktivne tvari (sinergisti¢ke tvari). Ove dodatne tvari



ne moraju biti navedeni na etiketi, osim ako posjeduju toksikoloSka svojstva, u kojem slucaju

se njihova koncentracija izrazava unutar propisanog raspona vrijednosti (Bokuli¢ i sur., 2015).

Svaki pesticid koji se plasira na trziSte u Hrvatskoj mora biti registriran ili imati
odgovarajuéu dozvolu Ministarstva poljoprivrede. Mora se nalaziti iskljuéivo u originalnom
pakiranju, koje je oznageno i opremljeno etiketom s propisanim podacima na hrvatskom jeziku.
Trgovacko ime pesticida je zakonom zasti¢eno i za korisnika prepoznatljivo, a kratice i brojevi
koji slijede iza trgovackog naziva naj¢eS¢ée oznacavaju vrstu formulacije i koli€inu aktivne tvari
u pesticidu. Primjerice, naziv ,Insekticid G 10 “ ozna€ava da je rijeC o formulaciji u obliku granula

koja sadrzi 10 % aktivne tvari (Bokuli¢ i sur., 2015).

2.2. UTJECAJ PESTICIDA NA LJUDSKO ZDRAVLJE

Pesticidi su zasluzni za poboljSanje standarda ljudskog zdravlja kontroliranjem bolesti
koje se prenose putem vektora. Medutim, njihova kontinuirana i neselektivha upotreba dovela
je do ozbiljnih zdravstvenih problema. Ljudi, osobito dojen¢ad i djeca, vrlo su osjetljivi na Stetne
uCinke pesticida kao posljedica njihove nespecificne prirode i neprikladne primjene. Kako se
upotreba pesticida povecavala tijekom posljednjih nekoliko desetlje¢a, tako se i vjerojatnost
izloZzenosti tim kemikalijama znatno povecala. U€inci pesticida na ljudsko zdravlje vrlo su
varijabilni. Mogu se pojaviti unutar nekoliko dana i biti trenutni, ili se mogu manifestirati nakon
nekoliko mjeseci ili godina, te se stoga nazivaju kroni¢nim ili dugoro&nim ucincima (Mahmood i
sur., 2016).

Ljudsko tijelo moze biti izlozeno pesticidima na izravan ili neizravan nacin. Kada se
pesticidi koriste na usjevima, ljudi dolaze u izravan kontakt s njima, Sto moze imati utjecaj na
kozZu, oci, usta i didni sustav te uzrokovati akutne reakcije kao $to su glavobolja, iritacija,
povracanje, kihanje i osipi na kozi. Tezina tih reakcija ovisi o vremenu izlozenosti i koncentraciji
pesticida. Neizravna izlozenost ukljuCuje konzumaciju povréa i voca uzgojenog u tlu
kontaminiranom pesticidima. Navedena konzumacija povecava koncentraciju toksina unutar
tijela i moZe biti uzrok kroni¢nih bolesti poput raka, nekroze, astme, reproduktivnih poremecaja,

sr¢anih bolesti, neurotoksi¢nosti, dijabetesa i slicno (Kalyabina i sur., 2021).

Kvarterni  duSikovi spojevi poput herbicida parakvata povezani su s
neurodegenerativnim bolestima poput Parkinsonove bolesti, no njihovi molekularni mehanizmi
jo$ uvijek nisu dobro poznati (Franco i sur., 2010). Sliéno tome, skupina pesticida karbamata
inhibira aktivnost acetilkolinesteraze i koristi se kao biomarker neurotoksicnosti (Gupta i sur.,

2016). Problemi s rakom uzrokovani su razli€itim pesticidima, a rak dojke je najceS¢i medu svim



vrstama raka i povezan je s organofosfornim pesticidima (malation i paration) koji utje€u na
stanicni rast i proliferaciju. Sliéno, muskarinski M2 receptori na parasimpati¢kim neuronima koji
nadrazuju glatke miSice disnih putova ukljueni su u astmu uzrokovanu organofosfornim
pesticidima (Calaf, 2021). Zabiljezeno je da pojedini pesticidi takoder smanjuju plodnost i
uzrokuju anomalije genitalnog trakta muskaraca i Zena utjeCu¢i na djelovanje endokrinih
hormona te vrieme njihovog otpustanja, kao i imitirajuéi te hormone. Prema nekim
istraZivanjima, organofosforni pesticidi takoder smanjuju aktivnost paraoksonaze i poveéavaju

rizik od bolesti koronarnih arterija (Kabir i sur., 2015).

2.3. ODABRANI PESTICIDI ZA EKSPERIMENTALNO ISTRAZIVANJE

U ovom poglavlju ¢e biti ukratko opisani pesticidi koji su testirani u eksperimentalnom
dijelu rada. Rije¢ je o jednom herbicidu (glifosat), jednom fungicidu (kaptan) i dva insekticida

(spinosad i deltametrin).

2.3.1. Glifosat

Glifosat je jedan od najprodavanijih i najpoznatijin poljoprivrednih herbicida. Koristi se
Sirom svijeta za suzbijanje jednogodisnjih i viSegodiSnjih korova, te je poznat po svom
arboricidnom djelovanju. Prvi ga je sintetizirao Svicarski kemi¢ar Henri Martin iz farmaceutske
tvrtke Cilag, ali tada nije bio ispitan u svrhu koriStenja kao herbicida. Glifosat je u poCetku bio
razvijen kao kelator, tvar koja na sebe veze metale poput magnezija, kalcija i mangana (Soares
i sur., 2021). Njegova herbicidna svojstva otkrio je i testirao John E. Franz iz tvrtke Monsanto
dvadeset godina kasnije. Otkrio je da se glifosat veze za mangan i time inhibira enzim koji kod
biljaka i bakterija sudjeluje u sintezi triju esencijalnih aminokiselina: tirozina, fenilalanina i
triptofana. Ovo otkrice omogucilo je razvoj glifosata kao herbicida Sirokog spektra, §to je dovelo
do njegovog komercijalnog uspjeha. Glifosat je patentiran 1970. godine od strane tvrtke
Monsanto, a prvi herbicid na bazi glifosata, Roundup, predstavljen je 1974. godine. Danas se
herbicidi na bazi glifosata proizvode diliem svijeta, a stotine njih je komercijalizirano pod

razli¢itim imenima (Richmond, 2018).

Glifosat, poznat i kao N-(fosfonometil)-glicin, pripada skupini amino kiselinskih pesticida.
Molekulska formula glifosata je C3HsNOsP, a njegova molekulska masa iznosi 169,074 g/mol.

Kemijska struktura glifosata prikazana je na slici 1. Molekula glifosata vrlo je mala te sadrzi



jednu amino skupinu (bazi¢na) i tri hidroksilne skupine (kisele) koje se mogu ionizirati. Pojavljuje
se u obliku bijelih kristala bez mirisa, vrlo dobro topljivih u vodi. Pri fizioloSkim pH vrijednostima,
glifosat se nalazi u anionskom obliku te u tom obliku ima sposobnost vezanja dvovalentnih
kationa metala. Glavni metabolit glifosata kod zivotinja i biljaka je a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolpropionska kiselina (AMPA), a ostali metaboliti koji se mogu pojaviti su
acetamidometilfosfonska kiselina (N-acetil-AMPA) i N-acetil(fosfonometil)glicin (N-acetil-

glifosat). Kao i glifosat, njegovi metaboliti se dobro otapaju u vodi (Duke, 2020).

Slika 1. Kemijska struktura glifosata (National Center for Biotechnology Information, 2024)

Djelovanje glifosata zapocinje njegovim nanoSenjem, odnosno Spricanjem na liS¢e
biljaka kroz koje se apsorbira u biljku. Glifosat djeluje na nacin da inhibira enzim odgovoran za
sintezu aromatskih aminokiselina. Unutar biljke, glifosat sprje€ava odvijanje klju¢nog koraka u
Sikiminskom putu, odnosno inhibira enzim 5-enolpiruvilSikimat-3-fosfat sintazu (EPSPS).
EPSPS katalizira pretvorbu fosfoenolpiruvata (PEP) u 5-enolpiruvilSikimat-3-fosfat (EPSP). Kao
analog supstrata PEP-a, glifosat inhibira enzim EPSPS te se vezZe na kataliticko mjesto na
enzimu umjesto PEP-a, ¢ime sprjeCava stvaranje klju¢nog intermedijera. Inhibicija ovog koraka
sprie€ava sintezu triptofana, fenilalanina i tirozina, esencijalnih aminokiselina potrebnih za
izgradnju proteina. Zbog nemogucnosti stvaranja proteina, listovi biljke poCinju se susiti te

dolazi do njezinog propadanja (Denzi¢ Lugomer i sur., 2019).

Aktivna tvar glifosat pripada neselektivnim herbicidima jer inhibira enzim EPSPS kod
svih biljaka viSeg reda. Takoder, ima vrlo Sirok raspon djelovanja na razliCite bilijne vrste.
Njegova jedinstvena sposobnost inhibiranja enzima EPSPS ¢&ini ga posebnim i idealnim
herbicidom. Sikiminska kiselina, koja se moze pronadi u gljivicama i bakterijama, preteéa je
aromatskih aminokiselina te zbog toga glifosat pokazuje negativno djelovanje i na ove
mikroorganizme. Ovaj metaboliCki put, put Sikiminske kiseline, odvija se u bakterijama, gljivama
i biljkama, ali ne postoji kod Zivotinja i ljudi. 1z tog razloga, kod organizama videg reda se ne
oCekuje izravan negativan utjecaj glifosata. Medutim, mnoga istrazivanja dokazuju suprotno

(Denzi¢ Lugomer i sur., 2019).



Posljednjih godina sve je viSe istrazivanja usmjereno na utjecaj glifosata na ljude,
zivotinje i okolis. Potvrdeno je da se herbicidi na bazi glifosata nalaze u hrani i pi¢u koje ljudi
konzumiraju, krvi, vodi, urinu i cjepivima. Dobrovoljnim testiranjem zastupnika Europskog
parlamenta utvrdeno je da svi ispitanici imaju odredenu koncentraciju glifosata u urinu. Vece
kolic¢ine glifosata zabiljezene su u urinu osoba koje konzumiraju konvencionalnu hranu i kod
oboljelih od kroni¢nih bolesti. Puno manje koncentracije glifosata u mokraci su pak detektirane
kod osoba koje se hrane organskom hranom (Denzi¢ Lugomer i sur., 2019). Druga istraZivanja
pokazuju da se prisutnost glifosata u organizmu moZe povezati s problemima
gastrointestinalnog sustava te da je poveéan rizik od nastanka celijakije. Takoder, ispostavilo
se da izlozenost glifosatu uzrokuje oksidativni stres i odtecenja jetre uslijed povecane
koncentracije slobodnih radikala kisika. Kada je rije¢ o kancerogenosti, 2015. godine je
Medunarodna agencija za istraZivanje raka (engl. International Agency for Research on Cancer,
IARC) Klasificirala glifosat u skupinu 2A, 8to znaci da je vjerojatno kancerogen za ljude.
Medutim, ovaj zaklju¢ak IARC-a bio je kritiziran od strane znanstvenih zajednica zbog
nedovoljnih dokaza. EFSA je iste godine naglasila da ne postoji jasna poveznica izmedu
glifosata i raka kod ljudi. Godinu kasnije, FAO i WHO zakljucili su da glifosat nije kancerogen
te da koliine glifosata koje se unesu u organizam putem hrane ne utje€u na razvoj raka kod
ljudi. Takoder, FAO je 2016. godine doSao do zakljuka da glifosat nema teratogene ucinke,
odnosne ne uzrokuje malformacije fetusa. Buduci da postoji neslaganje unutar znanstvene
zajednice o tome je li glifosat toksi¢an i Stetan za ljudsko zdravlje i okoli§, potrebno je provesti
dodatna istrazivanja njegova utjecaja na ljude, a posebnu paznju treba posvetiti i djelovanju

njegovih metabolita (Soares i sur., 2021).

Kao i u ostatku svijeta, herbicidi na bazi glifosata su najprodavaniji herbicidi i u Hrvatskoj.
U Hrvatskoj je na popisu Ministarstva poljoprivrede registriran 21 pripravak koji sadrzi glifosat
kao aktivnu tvar. Pripravci na bazi glifosata dozvoljeni su za koriStenje u nasadima maslina,
agruma, vinove loze, kao i u nasadima kosti¢avog, jezgri¢avog i lupinastog vo¢a. Medutim,
glifosat se moze poceti koristiti tek kada je nasad stariji od 4 godine. Takoder je dozvoljen za
suzbijanje korova prije pripreme tla za sjetvu ili sadnju te nakon berbe ili zetve prethodnih
nasada ili usjeva. Cesto se koristi i za uredenje travnjaka, okuénica, te podrugja uz ceste, staze

ili puteve (Ostoji¢ i sur., 2018).

2.3.2. Kaptan

Kaptan je fungicid iz grupe ftalimida, prvi puta registriran 1951. godine (Song, 2014).

Molekulska formula kaptana je CoHsCIsNO-S, a IUPAC-ov naziv glasi 2-(triklorometilsulfanil)-



3a,4,7,7a-tetrahidroizoindol-1,3-dion (National Center for Biotechnology Information, 2024).
Molekulska masa kaptana iznosi 300,6 g/mol, a njegova kemijska struktura prikazana je na slici
2. Rije€ je o bijeloj kristalnoj tvari koja je vrlo slabo topiva u vodi i veéini organskih otapala.
Topiv je u kloroformu, slabo hlapiv, a u suhom stanju ostaje stabilan izlaganjem svjetlosti i
toplini. U vodenoj smjesi na 1000 °C, kao i u alkalnom mediju se brzo razlaze. Buduci da je
slabo topiv u vodi, ostatke je moguée samo djelomi¢no ukloniti pranjem. Medutim, kuhanje i
drugi preradivacki postupci uzrokuju njegovu brzu razgradnju (Kipc&i¢, 2010). Fungicid kaptan
se, nakon oralne izloZenosti, brzo metabolizira u tijelu, stvarajuci dva metabolita koja se mogu
detektirati u urinu: tetrahidroftalimid (THPI) i 2-tio-tiazolidin-4-karboksilna kiselina (TTCA)

(National Center for Biotechnology Information, 2024).

Slika 2. Kemijska struktura kaptana (National Center for Biotechnology Information, 2024)

Cilina mjesta djelovanja kaptana su brojna i nisu u potpunosti identificirana. Njegova
lokalna aktivnost ocituje se na viSe mjesta zbog brze reakcije s tiolnim skupinama (t].
sulfhidrilnim, -SH skupinama) prisutnima u mnogim enzimima i drugim bioloski vaznim

molekulama, poput cisteinskog dijela glutationa (EFSA, 2024).

Opcenito, ftalimidi su poznati po svojoj sposobnosti da djeluju na viSe razli¢itih nacina,
pruzajuci kontaktno i protektivno djelovanje, odnosno djeluju kao nesistemici. Buduci da djeluju
povrsinski, ¢esto se kombiniraju sa sistemi¢nim fungicidima za ucinkovitiju zastitu biljaka.
Nadalje, imaju mali rizik za razvoj rezistentnosti i ne izazivaju unakrsnu rezistentnost kada se
koriste u kombinaciji s drugim fungicidima, kao $to su oni na bazi bakra i sumpora ili fungicidi
iz grupa ditiokarbamata, kloronitrila, sulfamida, guanidina i kinona (Bazok i sur., 2020). Kaptan
se pretezno koristi u poljoprivredi kao fungicid za suzbijanje bolesti na mnogim voénim,
ukrasnim i povrtnim kulturama. Takoder se koristi i kao tretman sjemena kako bi zastitio mlade
bilike od truljenja i polijeganja. Kaptan svoju primjenu nalazi i u prahovima za ukorjenjivanje
biljaka, a koristi se i kao fungicid u ljepilima za tapete (National Center for Biotechnology

Information, 2024). Kaptan je za upotrebu u EU odobren na jabukama, Sljivama, treSnjama,



breskvama, nektarinama, te na jagodama uzgajanim na otvorenom i u staklenicima. Primjenjuje

se i kao preventivni fungicid, prije pojave patogenih gljiva (EFSA, 2024).

U slu€aju prekomjerne izlozenosti ljudi prilikom rukovanja kaptanom, potencijalni
simptomi su iritacija o€iju, koZe i gornjih didnih puteva, zamagljen vid, osjetljivost koZe,
dermatitis, oteZano disanje, proljev te povracanje (National Center for Biotechnology
Information, 2024). Djelovanje kaptana je prouCavano kroz niz toksikokineti¢kih istrazivanja.
Kaptan se brzo apsorbira iz gastrointestinalnog trakta (> 80 %) i metabolizira, bez znakova
nakupljanja u tijelu. Veéina se izlu€uje mokraéom. U istraZivanju u kojem su Stakori oralno primili
kaptan, treéina doze izlu€ila se izmetom, a polovica urinom unutar 24 sata. Kao posljedica
izuzetno kratkog poluzivota kaptana (u ljudskoj krvi iznosi 0,97 s) koja proizlazi iz brze
reaktivnosti s tiolima, tesSko je postiéi i ispitati njegovu akutnu sistemsku toksi¢nost oralnim
putem. Toksi¢ni ucinci ograni¢eni su na mjesta prvog kontakta, kao $to su sluznica i povrSina
crijeva, zbog brzog oslobadanja tiofosgena i njegove reaktivnosti s tiolima. EFSA je pak 2020.
godine donijela zaklju¢ak da za kaptan nije utvrden potencijal za reproduktivnu toksi¢nost, no
da bi njegovi metaboliti, THPI i TTCA, trebali postati toksikoloski relevantni buduc¢i da njihov

potencijal za reproduktivnu toksiénost jo$ nije istrazen (EFSA, 2024).

2.3.3. Spinosad

Spinosini su bioloski aktivne tvari dobivene fermentacijom iz gram-pozitivne filamentne
bakterije Saccharopolyspora spinosa, koja je prvi put izolirana iz uzorka tla na Karibima 1982.
godine (Santos i Pereira, 2020). Spinosad je insekticid slozene kemijske strukture, koji se
sastoji od mjeSavine dva vrlo sli¢na kemijska spoja, spinosina A i spinosina D, u omjeru 5:1.
IUPAC-ov naziv za spinosin A glasi (1S,2R,5S,7R,9R,10S,14R,19S)-15[(2R,5S,6R)-5-
(dimetilamino)-6-metiloksan-2-ilJoksi-19-etil-14-metil-7-[(2R,3R,4R,5S,6S)3,4,5-trimetoksi-6-
metiloksan-2-ilJoksi-20-oksatetraciklo[10.10.0.02,10.0° °|dokoza-3,11dien-13,21-dion, dok za
spinosin D glasi (1S,2S,5R,7S,9S5,10S,14R,19S)-15-[(2R,5S,6R)-5(dimetilamino)-6-
metiloksan-2-ilJoksi-19-etil-4,14-dimetil-7-[(2R,3R,4R,5S,6S)-3,4,5trimetoksi-6-metiloksan-2-
ilJoksi-20-oksatetraciklo[10.10.0.02,10.0°°|dokoza-3,11-dien13,21-dion. Molekulska formula
spinosada je CgsH132N2020, @ molekulska masa iznosi 1477,93 g/mol. Kemijska struktura
spinosada prikazana je na slici 3. Pojavljuje se u obliku kristala (bezbojni ili krem boje) bez

mirisa, netopljivih u vodi (National Center for Biotechnology Information, 2024).



Slika 3. Kemijska struktura spinosada: spinosin A i spinosin D (National Center for
Biotechnology Information, 2024)

Spinosini djeluju djeluju Zelu€ano i kontaktno te su ucinkoviti insekticidi protiv razli€itih
vrsta kukaca. Zbog svoje Siroke primjene i specificnog mehanizma djelovanja, spinosini su
postali znaCajna alternativa konvencionalnim insekticidima u integriranoj zastiti bilja, uz rijetku
pojavu rezistentnosti. Takoder, nema unakrsne rezistentnosti s piretroidima, organofosfornim
insekticidima i regulatorima rasta i razvoja kukaca. Spinosini su ekoloski prihvatljivi jer su
u€inkoviti u malim dozama i uglavnom ne Stete korisnim insektima i drugim organizmima. Zbog
svoje niske Stetnosti za okoli$ i korisne organizme, neki spinosini su odobreni za upotrebu i u
organskoj proizvodniji. Spinosad djeluje kontaktno na sve stadije Stetnika, ukljucujuéi jaja, licinke
i odrasle jedinke. Jaja moraju biti izravno tretirana, a djelovanje na liinke i odrasle moze biti i
putem kontakta s tretiranom povrSinom. Spinosad pokazuje najvecu ucinkovitost kada se
primjenjuje oralno, Sto povecava njegovu selektivnost i Stedi prirodne neprijatelje i druge

organizme (Cadija i sur., 2018).

Spinosad, kao i ostali spinosini, djeluje neurotoksi¢no na insekate. Izravno utjeCe na
nikotinske acetilkolinske receptore (nNAChR) u ziv€anom sustavu, djeluju¢i kao alostericki
modulator. Stimulacijom nAChR i y-aminomasla¢ne kiseline (GABA) receptora, spinosad
izaziva brzu ekscitaciju zZiv€anog sustava organizma, S$to posliedi€no dovodi do njegove

paralize i smrti (Santos i Pereira, 2020).

Spinosad se od strane Agencije za zastitu okoliSa (engl. Environmental Protection
Agency, EPA) prema otrovnosti ubraja u Ill. skupinu otrova. U akutnim je dozama vrlo nisko
otrovan za sisavce i ne smatra se opasnim za ljudsko zdravlje. Ne pokazuje kancerogeno,
teratogeno, mutageno ili neurotoksicno djelovanje na sisavcima ni pri najvecim testiranim
dozama, iako postoji moguénost da utjeée na GABA i druge receptore u mozgu sisavaca (Cadija
i sur., 2018).



2.3.4. Deltametrin

Deltametrin je insekticid iz skupine sintetskih piretroida, prvi puta sintetiziran 1974.
godine. Piretroidi su sinteticki spojevi koji imaju sli¢na svojstva kao prirodni insekticid piretrin
koji je dobiven iz cvjetova buhaca (biljaka iz porodice glavocgika). Deltametrin je razvijen kao
analog piretrina, ali s poboljSanom stabilno$¢u i dugotrajnim ucinkom, zbog Cega je postao
najzastupljeniji na trzistu, €ineéi 16% svih piretroida (Juran i sur., 2012). IUPAC-ov naziv za
deltametrin glasi [(S)cijano-(3-fenoksifenil)metil] (1R,3R)-3-(2,2-dibromoetenil)-2,2-
dimetilciklopropan-1-karboksilat. Slika 4 prikazuje kemijsku strukturu deltametrina. Njegova
molekulska formula je C2H19BroNOs, a molekulska masa iznosi 505,2 g/mol. Deltametrin se
pojavljuje u obliku praha bez boje i mirisa. Nije topljiv u vodi. (National Center for Biotechnology

Information, 2024).
0‘\\%/\
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Slika 4. Kemijska struktura deltametrina (National Center for Biotechnology Information, 2024)

Deltametrin je nesistemicni insekticid vrlo Sirokog spektra djelovanja, s brzim kontaktnim
i zelu€anim djelovanjem. Zbog svoje visoke insekticidnosti djelotvoran je u vrlo malim dozama,
Sto smanjuje rizik od oneciScenja okoliSa. Posjeduje dugotrajno rezidualno djelovanje te se
naj¢esce koristi za suzbijanje jabu€nog, breskvinog i Sljivinog savijaCa, kao i grozdavog i
Stitastog moljca. Kao negativna svojstva sintetskih piretroida, a time i deltametrina, istiCe se
mogucnost brze pojave rezistentnosti, kao i vrlo Sirok spektar djelovanja zbog Cega &esto
izazivaju i unistenje korisnih insekata. Iz tog razloga, ne preporuc¢a se njihova ¢esta upotreba
te ih je potrebno koristiti naizmjeniéno s drugim grupama insekticida kako bi se usporio razvoj

rezistentnosti (Lipovski, 2022).
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Kada je rije€ o mehanizmu djelovanja piretroida, oni djeluju na ziv€ani sustav insekata.
Inhibicijom protoka natrijevih iona kroz natrijeve kanale na membranama ziv€anih stanica
remeti se protok ziv€anih impulsa, $to na kraju rezultira njihovom paralizom i smréu. Ovaj
mehanizam djelovanja deltametrin &ini izuzetno u€inkovitim u suzbijanju insekata, ali takoder
moze imati i Stetne posljedice na korisne organizme poput p&ela i drugih oprasivaca (Lipovski,
2022).

Piretroidi se opcenito slabo apsorbiraju kroz koZu te umjereno u gastrointestinalnom
traktu. Metabolizam deltametrina odvija se brzo putem cijepanja estera i hidroksilacije.
Deltametrin se sporije eliminira iz masnog tkiva nego iz drugih mjesta poput mozga ili krvi, dok
je primarni put eliminacije putem urina (Harp, 2005). Sto se kratkotrajne izloZzenosti, odnosno
akutne toksi¢nosti tie, opsezna dermalna izlozenost kod ljudi uzrokuje privremene ucinke
parestezije poput peckanja, zarenja, trnaca i utrnulosti. Simptomi nakon ingestije ukljucuju
mucninu, povracanje, proljev, nesvjesticu, a u najtezim slu€ajevima i smrt kao posljedicu
respiratornog zatajenja. Kroni¢ni ucinci nakon izlozenosti deltametrinu nisu ispitani (National

Center for Biotechnology Information, 2024).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Biolos$ki test sustav

U istrazivanju su koriStene dvije humane kontinuirane stanicne linije: AGS i Hep G2.
AGS je stani¢na linija, prikazana na slici 5, koja pokazuje epitelnu morfologiju, izolirana 1979.
godine iz tkiva zeluca 54-godiSnje zenske osobe bijele rase oboljele od adenokarcinoma epitela
Zeluca. Rijec€ je o hiperploidnoj stani¢noj liniji s modalnim brojem kromosoma 49 u 60 % stanica.
Stani¢nu liniju je potrebno Euvati na temperaturama nizim od -130 °C, po mogucnosti u teku¢em
dusiku, do trenutka upotrebe (ATCC, 2024).

ATCC Number: CRL-1739 ™
Designation: AGS

" iarcc

High Density

Slika 5. Stani¢na linijja AGS (ATCC, 2024)

Hep G2 je stani¢na linija, prikazana na slici 6, koja pokazuje epitelnu morfologiju,
izolirana iz tkiva jetre 15-godidnje muske osobe bijele rase oboljele od hepatocelularnog
karcinoma. Radi se o stani¢noj liniji s modalnim brojem kromosoma 55, &iji raspon moze varirati
izmedu 50 i 60 kromosoma. Osim toga, kromosom 1 je modificiran. Stani¢na linija Hep G2 se

¢uva pri jednakim uvjetima kao i stani¢na linija AGS (ATCC, 2024).

ATCC Number: HB-8065
Designation: ~ Hep G2

Low Density High Density

Slika 6. Stani¢na linija Hep G2 (ATCC, 2024)
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Stani¢ne linije AGS i Hep G2 uzgajaju se u monosloju u T-bocama, inkubirane na 37 °C
u atmosferi s 5 % CO: i relativnom vlaznosti od 95 %. Stanice rastu u mediju Ham's F12 uz
dodatak 10 % fetalnog govedeg seruma (FBS). Nakon $to se formira monosloj, medij se uklanja
te se viSak seruma ispire 0,25 % otopinom tripsina. Stanice se zatim podvrgavaju tripsinizaciji
kako bi se odvojile od podloge na nacin da se minimalna koli¢ina tripsina dodaje tek toliko da
prekrije dno T-boce. Nakon Sto se stanice odvoje, tretiraju se medijem i serumom kako bi se
sprijeCila razgradnja njihovog sadrZaja i dobila staniéna suspenzija. Stanice koje su odlijepljene

od podloge poprimaju okrugli oblik (Freshney, 2010).

Slijedi brojanje stanica u suspenziji pomoéu Burker-Turkove komorice s ciljem
odredivanja broja stanica u 1 mL suspenzije. Burker-Turkova komorica sastoji se od Cetiri velika
kvadrata od kojih se svaki sastoji od 16 manjih kvadrata. Volumen velikog kvadrata iznosi 10
mL. Konacni broj stanica u 1 mL suspenzije dobiva se dijeljenjem srednje vrijednosti izbrojanih
stanica u svakom velikom kvadratu s volumenom jednog velikog kvadrata. Nakon toga odreduje
se volumen suspenzije potreban za dobivanje radne suspenzije Zeljene koncentracije stanica
(105 ili 20 stanica/mL), ovisno o metodi koja ¢e se koristiti. Stanice iz radne suspenzije se zatim
nasaduju na prozirne ili crne ploCe s 96 jazica ili u Petrijeve zdjelice, takoder ovisno o metodi
koja ¢e se koristiti. PloCe, odnosno Petrijeve zdjelice se inkubiraju 24 sata u ranije navedenim

uvjetima temperature, CO i vlaznosti prije samog tretmana stanica.

3.1.2. Istrazivani spojevi

U istrazivanju su testirana Cetiri pesticida (glifosat, kaptan, spinosad i deltametrin) u
Cetiri razliCite koncentracije (iznimka je eksperiment s plazmidom X174 RF1 gdje je izuzeta

koncentracija 5- ADI). U tablici 1 su prikazane koncentracije pojedinih pesticida u mg/mL.

Tablica 1. KoriStene koncentracije pesticida (mg/mL)

ADI/5 *ADI 5. ADI 10- ADI

Glifosat 1- 104 5-10* 2,5- 103 5-103
Kaptan 5-10° 2,5-10% 1,25- 103 2,5- 103
Spinosad 4,8-10° 2,4-10°% 1,2-10*% 2,4-10*
Deltametrin 2-10° 1-10° 5-10° 1-10*

* Prihvatljivi dnevni unos (ADI)
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3.1.3. Kemikalije

» 2,7-diklorodihidrofluorescein diacetat (DCFH-DA), Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka

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

» Agaroza niske tocke taliSta (LMP), Invitrogen, Engleska

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

* Bromtimol plavo, Kemika, Zagreb, Hrvatska

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

+ Demineralizirana voda

+ Dimetil sulfoksid (DMSO), Kemika, Zagreb, Hrvatska

« Etanol (C2HsOH), Kemika, Zagreb, Hrvatska

+ Etidij bromid (C21H20BrNs), Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka

» Etil acetat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

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

* Fetalni govedi serum, Capricorn Scientific GmbH, Njemacka

* Giemsa boja, Kemika, Zagreb, Hrvatska

+ Glifosat, Jingma Chemicals Co., Ltd., Kina

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

« Kalijev hidrogenfosfat (K:HPO4), Riedel-de Haén AG Seelze, Hannover, Njemacka

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

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

+ Klorovodi¢na kiselina, Carlo Erba Reagents, Francuska

» Kiristal Violet, Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka

» Ledena octena kiselina, Kemika, Zagreb, Hrvatska

* Natrijev hidrogenfosfat (Naz:HPO.), Kemika, Zagreb, Hrvatska

» Natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat (Na;HPO4- 12H,0), Kemika, Zagreb, Hrvatska

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

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

* Natrijev laurilsarkozinat, Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka

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

* Nikosulfuron, Zibo NAB Agrochemicals Ltd., Kina

* Plazmid X174 RF1 DNA, Thermo Scientific, SAD

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

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

» Terbutilazin, Shandong Binnong Technology Co., Ltd., Kina
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» Tripsin, Capricorn Scientific, Njemacka
* Tris, Invitrogen, SAD
» Triton X-100, Acros Organics, SAD

* Vodikov peroksid (H202), Kemika, Zagreb, Hrvatska

3.1.4. Otopine

Fosfatni pufer (PBS) (pH = 7,2 - 7,4)

NacCl

KCI

Na,HPO4- 12 H.O
K2HPO4

Destilirana voda

IshodiSna otopina Neutral Red-a (5 mg/mL)

Boja Neutral Red

Etanol

Radna otopina Neutral Red-a (50 ug/mL)

Otopina za odbojavanje

Ledena octena kiselina
Etanol

Destilirana voda

Otopina Giemsa i Kristal Violet boje

Kristal Violet

15

0,29

do 1000 mL

5,0 mg

1,0 mL

1,0 mL
50,0 mL

49,0 mL

0,125 g



Giemsa boja

Destilirana voda

1,25 mL

do 100 mL

IshodiSna otopina 2',7'-diklorofluorscein-diacetata (2 mM)

DCFH-DA

DMSO

1mg

1mL

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

Otopina LMP agaroze (0,5 %)

LMP agaroza

Destilirana voda

Otopina NMP agaroze (1,5 %)

NMP agaroza

PBS

Pufer za lizu stanica (pH=7,5)

2,5 M NacCl

100 mM EDTA

10 Mm Tris

1 % natrij-laurilsarkozinat

Destilirana voda

Sat vremena prije upotrebe dodati:

Triton X-100

10 % DMSO

50 mg

10 mL

150 mg

10 mL

130 g
29,2259
1,078 g
8,9 mL

do 1000 mL

1mL

10 mL
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Pufer za alkalnu elektroforezu (pH > 13)

10 M NaOH 30 mL
200 mM EDTA 5mL
Destilirana voda do 1000 mL

Otopina NaOH (10 M)

NaOH 40¢g

Destilirana voda do 100 mL

Otopina EDTA (200 mM)

EDTA 51

Destilirana voda do 100 mL

Pufer za neutralizaciju (pH = 7,5)

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

Otopina etidij bromida (10 mg/mL)

Etidij bromid (200 mg/mL) 1mL

Destilirana voda 19 mL

Agarozni gel (1 %)

Agaroza 1g

TAE pufer (1-) 100 mL
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3.1.5. Laboratorijska oprema
3.1.5.1. Laboratorijski uredayji

* Analiticka vaga, 1712 Mp8 Silver Edition, Sartorius, Engleska

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

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

+ Digestor

+ Epifluorescencijski mikroskop, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Njemacka

* Fluorimetar, Cecil Instruments Ltd, Cambridge, Engleska

» Hladnjak, Gorenje, Slovenija

* Inkubator s kontroliranom atmosferom CO,, Forma Scientific, SAD

* Invertni svjetlosni mikroskop, Optika Microscopes, Italija

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

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

* Svjetlosni mikroskop, Carl Zeiss, Jena, Njemacka

* Tehnitka vaga, Sartorius, Engleska

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

« Vibromikser EV-202, Tehtnica-Zelezniki, Slovenija

« Zamrzivag: Ultralow temperature freezer, New Brunswick Scientific, SAD

3.1.5.2. Laboratorijski pribor

* Aluminijska folija

» Automatska propipeta, Eppendorf, Hamburg, Njemacka
» BruSena predmetna stakalca

» Burker-Turkova komorica

* Hemocitometar

* Eppendorf epruvete

+ Erlenmeyerove tikvice

» Filter papir

» Laboratorijske staklene ¢ase

» Laboratorijske Zlice

* Markeri za pisanje
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*  Menzure

* Metalna Spatula

* Mikropipete, Eppendorf, Hamburg, Njemacka

» Mikrotitarske plocCe s 24 i 96 jazica, Falcon, SAD

* Nastavci za mikropipete

* Odmjerne tikvice razli¢itih volumena

* Pamucna vata

+ Plasticne Petrijeve zdjelice razli€itih promjera, Aptaca, Canelli, Italija
* Pokrovna stakalca

+ Staklena kapaljka

» Staklene epruvete

» Staklene pipete

+ Stakleni lijevak

» Stalci za epruvete

»  Sterilni filteri

« Spatula

« Stapié za struganje stanica

* T-boce, Falcon, BD Company, Franklin Lakes, SAD

* ViSekanalska automatska pipeta

3.2. METODE

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

Citotoksi¢ni ucinak pesticida je ovom radu ispitan koriStenjem metode Neutral Red.
Metoda se temelji na sposobnosti metabolicki aktivnih stanica da transportiraju i vezu kationsku
boju Neutral Red, €ija ime glasi 3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid, unutar
lizosoma. Mehanizam djelovanja podrazumijeva ulazak boje u stanicu kroz neoSteCenu
membranu putem neionske difuzije. Unutar stanice, boja se koncentrira u lizosomima i veze za
anionske i/ili fosfatne grupe lizosomskog matriksa. Stanice se nakon bojanja ispiru te se koristi
otopina za odbojavanje kako bi se inkorporirana boja oslobodila iz lizosoma.
Spektrofotometrijskim mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini od 540 nm se kvantificira
koli¢ina ekstrahirane boje. Mrtve stanice ne aporbiraju boju Neutral Red, stoga se ovom
metodom odreduje broj prezivjelih stanica nakon tretmana odredenim ksenobiotikom buduci da

je izmjerena apsorbancija izravno proporcionalna broju prezivjelih stanica (Repetto i sur., 2008).

19



Postupak odredivanja citotoksi¢nosti zapo€inje nacjepljivanjem po 100 uL suspenzije
stanica AGS ili Hep G2 koncentracije 10° stanica/mL u prozirne mikrotitarske plocice s 96
jazica. Stanice se zatim inkubiraju kroz 24 sata pri temperaturiod 37 °C u atmosferis 5 % CO:
relativne vlaznosti 95 %. Nakon 24 sata uklanja se medij, a stanice se tretiraju s pesticidima u
Cetiri koncentracije koje su prikazane u tablici 1. Navedene koncentracije su pripremljene u
hranjivom mediju Ham's F12 iz ishodiSnih otopina. Negativna kontrola sadrzavala je samo
hranjivi medij. Tretman traje 24 sata nakon Cegase uklanja medij s testiranim spojevima, a
stanice se ispiru s PBS-om te se u svaku jazicu doda po 100 pL radne otopine boje Neutral
Red. Stanice se ponovno inkubiraju na sat vremena kako bi doSlo do vezanja boje u
lizosomima. Slijedi uklanjanje viska boje koja nije uSla u lizosome, tako da se stanice 2 do 3
puta ispiru s PBS-om te se dodaje po 100 pL otopine za odbojavanje u svaku jazicu. Otopina
za odbojavanje ekstrahira boju iz stanica te se zatim mijeri intenzitet obojenja pri 540 nm
pomocu spektrofotometra. Pomocu dobivene apsorbancije raduna se postotak prezivljenja te
se izrazava kao omjer apsorbancije tretiranih stanica i apsorbancije kontrole, Sto je prikazano

u formuli [1]:

A 54 (tretirani uzorak) [1]
As40 (kontrola)

%preZivljenja =

gdje je Ab40 vrijednost apsorbancije izmjerena pri 540 nm.

3.2.2. Odredivanje proliferacijskog ucinka klonogenim testom

Za procjenu proliferacijskog u€inka u ovom je radu koristen klonogeni test, odnosno test
formiranja kolonija. Rije€ je o in vitro metodi pomocu koje se odreduje svojstvo dijeljenja stanica
nakon tretmana, a temelji se na mogucnosti pojedinacne stanice da izraste u koloniju. Kolonija
je pritom definirana kao skup od barem 50 stanica. Ova metoda se izabire prilikom odredivanja
prezivljenja stanica nakon tretmana ioniziraju¢im zraCenjem ili za odredivanje ucinkovitosti
citotoksi¢nih agensa, buduéi da samo mali dio izloZzenih stanica, na Cije mehanizme
odgovorne za stani¢nu diobu testirana kemikalija ne utjeCe, zadrzava sposobnost stvaranja
kolonija, odnosno dijeljenja. Tretman se provodi prije nego stanice zapocnu s dijeljenjem kako
ne bi doslo do preuranjenog stvaranja kolonija koje je nepozeljno. Stanicama je nakon tretmana
potrebno oko 1 do 3 tjedna za formiranje kolonija, koje se zatim boje smjesom boja Kristal
Violet/Giemsa. Formirane kolonije se na kraju izbroje pomoc¢u olovke za brojenje kolonija i lupe
(Franken i sur., 2006).

Postupak zapocinje nacjepljivanjem po 1 mL stani¢ne suspenzije AGS ili Hep G2 u

koncentraciji 50 stanica/mL u prozirne mikrotitarske plocice s 24 jazice. Slijedi inkubacija
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stanica kroz 24 sata pri 37 °C, u atmosferi s 5 % CO: i relativnom vlaznosti 95 %. Nakon toga
se uklanja medij, a stanice se tretiraju s istrazivanim pesticidima u Cetiri koncentracije koje su
prikazane u tablici 1, uklju€ujuéi i negativnu kontrolu koju €ini hranjivi medij. Nakon tretmana u
trajanju od 24 sata uklanjaju se prethodno dodani medij i pesticidi, a stanicama se dodaje po 1
mL Cistog medija. Stanice se potom inkubiraju pri temperaturi 37 °C kroz 7 dana kako bi doSlo
do stvaranja kolonija. Nakon toga se uklanja medij, a kolonije se boje otopinom boja Kiristal
Violet i Giemsa te se ostavljaju na sobnoj temperaturi kako bi se boje mogle upiti. Stanice se
zatim ispiru 2 do 3 puta PBS-om kako bi se uklonio vidak boja te se na kraju izbroje nastale

kolonije. Prezivljenje se racuna prema formulama [2] i [3]:

__ broj kolonija (tretirani uzorak)

SF =

[2]

broj kolonija (kontrola) X PE

__ broj formiranih kolonija
broj nacjepljenih stanica

PE X 100% [3]

gdje SF oznacava frakciju prezivljenja, a PE ucinkovitost nacjepljivanja.

3.2.3. Odredivanje prooksidacijskog ucinka

3.2.3.1. Odredivanje prooksidacijskog ucinka metodom DCFH-DA

Reaktivne kisikove vrste (ROS) su nestabilne molekule koje u svom sastavu imaju kisik.
One teze brzoj stabilizaciji, stoga lako reagiraju s molekulama iz svoje okoline i na taj nacin
zapocinju lan€anu reakciju u kojoj nastaju novi radikali. Kod prekomjernih koncentracija ROS-
ova nastupa oksidacijski stres §to moze rezultirati oStecenjem nukleinskih kiselina, proteina i
lipida i na taj nacin doprinijeti razvoju bolesti. U ovom radu za procjenu ukupnog sadrzaja ROS-
ova u stanici koristena je metoda DCFH-DA. DCFH-DA (2',7'-diklorodihidrofluorescein diacetat)
je fluorogena sonda pomoc¢u koje se kvantitativno odreduju razine hidroksilnih (OH-) i
peroksilnih radikala (ROO-) te vodikovog peroksida (H20:). Rijec je o nefluorescentnoj lipofilnoj
boji koja ima sposobnost difundiranja kroz staniénu membranu do citosola gdje se pomocu
stani¢nih esteraza hidrolizira u polarni, nefluorescentni anion 2',7'-diklorodihidrofluorescein
(DCFH). Nastali DCFH ostaje zarobljen unutar stanice i reagira s ve¢ postojec¢im radikalima pri
¢emu dolazi do stvaranja fluorescentne molekule 2',7'-diklorofluorescein (DCF). Fluorescencija
molekule DCF mjeri se pomocu fluorimetra pri valnoj duljini od 485 nm za ekscitaciju te pri 530
nm za emisiju. Izmjereni intenzitet fluorescencije proporcionalno se poveéava s koncentracijom

ukupnih ROS-ova koji su se formirali u stanici (Katerji i sur., 2019).
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Postupak zapocinje nacjepljivanjem po 100 uL stani¢ne suspenzije AGS ili Hep G2 u
koncentraciji 10° stanica/mL u crne mikrotitarske plocice s 96 jazica. Stanice se kroz 24 sata
inkubiraju pri temperaturi 37 °C, u atmosferi s 5 % CO- relativne vlaznosti 95 %. Nakon 24
sata, uklanja se medij, a stanice se zatim tretiraju s pesticidima u koncentracijskom rasponu
prikazanom u tablici 1, uklju€ujuci negativnu kontrolu. Nakon tretmana u trajanju od 24 sata
i ispiranja stanica u svaku se jazicu dodaje po 100 L radne otopine DCFH-DA te se stanice
inkubiraju pola sata. U tom vremenu nefluorescentni DCFH-DA prelazi u fluorescentni DCF
Sto omogucava mjerenje intenziteta fluorescencije pri valnoj duljini emisije od 485 nm i
valnoj duljini ekscitacije od 530 nm. Izmjereni intenzitet fluorescencije proporcionalan
je koli¢ini nastalih ROS-ova. Za mjerenje prooksidacijske aktivhosti potrebno je u omjer staviti
intenzitet fluorescencije tretiranih stanica i intenzitet fluorescencije kontrole. Kako bi se
dobila realna procjena prooksidacijskog djelovanja, u racun je potrebno ukljuditi i postotak
prezivljenja stanica. Formula [4] pomo¢u koje se raCuna postotak indukcije ROS-ova
prikazana je u nastavku:

fluorescencija (tretirani uzorak)

% indukcije ROS = % prezivljenja (tretirani uzorak) x 100 [4]

fluorescencija (kontrola)
% prezivljenja (kontrola)

3.2.3.2. Odredivanje prooksidacijskog u€inka na modelnom plazmidu X174 RF1

Plazmid ¢pX174 RF1 je dvolanCana DNA molekula, karakterizirana superzavijenom
strukturom, duljine 5386 parova baza i molekulske mase 3,5- 10° Da. Molekula pripada
bakteriofagu X174 koji inficira bakteriju Escherichia coli. Ukoliko se u superzavijenoj formi
molekule DNA (RF I) nastane jednolan¢ani lom doc¢i ¢e do relaksacije molekule odnosno do
pojave cirkularne forme (RF Il). Daljnja oSte¢enja molekule DNA mogu rezultirati pucanjem oba
lanca (dvolan€ani lom) Sto rezultira linearizacijom molekule DNA, odnosno plazmida (RF III).
Sva tri oblika plazmida jednostavno se vizualiziraju elektroforezom u agaroznom gelu $to ovaj
plazmid Cini idealnim modelom za procjenu ucinkovitosti cijepanja molekule DNA od strane
razli€itih bioloSkih i sintetskih molekula (Alsulami i sur., 2019). Princip djelovanja plazmida kao
modelnog sustava temelji se na Cinjenici da se plazmid, uslijed oksidacijskog oStecenja,

relaksira i zbog toga sporije migrira kroz agarozni gel u usporedbi sa superzavijenom formom.

Postupak odredivanja prooksidacijskog ucinka na modelnom plazmidu X174 RF1
zapocinje pripremom 1 %-tne otopine agaroze u TAE puferu. Nakon otapanja i hladenja
navedena otopina se izljeva u kalup kako bi gel polimerizirao. U kalup se stavlja i ¢eslji¢ za

formiranje jazica. Nakon $to se formirao Cvrsti gel, ¢eslji¢ se uklanja, a kalup se prebacuje u
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kadicu za elektroforezu te se nalije 1- TAE pufer u koli€ini dovoljnoj da prekrije gel. Sljededi
korak ukljuCuje pripremu uzoraka koji se nanose na gel. Buduci da se prooksidacijski u€inak
odreduje za Cetiri razliCita pesticida (glifosat, kaptan, spinosad i deltametrin) u tri razliite
koncentracije (0,5- ADI; 1- ADI; 10- ADI) bez i uz dodatak 0,6 % H.O- (dodaje se u uzorke u
kojima zelimo generirati hidroksilne radikale te vidjeti utjecaj pesticida na njihovu reaktivnost)
za svaki ispitivani pesticid je pripremljeno po Sest uzoraka, a uz to su pripremljene i dvije
negativne i jedna pozitivna kontrola. Kao standard koristen je 1 kb Plus DNA Ladder for Safe
Stains (BioLabs). Reakcijska smjesa, ukupnog volumena 20 uL, sadrzi plazmid ¢pX174 RF1
¢ija koncentracija iznosi 0,01 mg/mL, 1- TE pufer te razli€ite koncentracije pesticida navedene
u tablici 1. Svi navedeni uzorci podvrgnuti su djelovanju UV svjetla u trajanju od 7 minuta
(vrijeme zraCenja je prethodno odredeno optimiziranjem metode i izlaganjem reakcijske smjese
UV svjetlu u Sirokom vremenskom rasponu). Nakon §to su svi uzorci pripremljeni i tretirani UV
zracenjem, dodano je po 1 pL pufera koji sadrzi boju bromtimol plavo (engl. loading buffer) kako
bi se omoguéila vizualizacija migracije uzoraka u gelu, te su uzorci naneseni u jazZice gela.
Konacno, pokrenuta je elektroforeza pri naponu od 60 V u trajanju od 2 sata. Po zavrSetku
elektroforeze, gel je stavljen na sat vremena u otopinu etidij bromida kako bi se omogucila
vizualizacija i analiza njegovog sadrZaja. Analizom gela pomocu programa Gel Analyser
odreden je intenzitet nastalih vrpca (engl. raw volume) te je prema slijedecoj formuli [5] odreden

postotak oStecenja superzavijene strukture plazmida:

intenzitet vrpce SCP (tretirani uzorak)

intenzitet vrpce RCP (tretirani uzorak)
intenzitet vrpce SCP (kontrola) x 100 [5]
intenzitet vrpce RCP (kontrola)

% oStetenja SCP =

gdje SCP oznacCava superzavijenu cirkularnu formu plazmida, a RCP relaksiranu cirkularnu

formu plazmida.

3.2.4. Odredivanje genotoksi¢nog u€inka komet testom

Genotoksi¢ni ucinak pesticida u ovom je radu odreden koriStenjem komet testa. To je
brza i osjetljiva metoda koja ima mogucnost analiziranja oStecenja nastalih na molekulama DNA
u svakoj pojedinacnoj stanici (engl. single cell gel electrophoresis). Metoda se provodi na nacin
da se stanice pomijeSaju s LMP agarozom (agaroza niske tocke taliSta) te se ta smjesa nanosi
na predmetno stakalce pri Cemu dolazi do polimerizacije agaroze i vezanja stanica unutar
mreze polimera, nakon Cega slijedi liza pomocéu etilen-diamintetraoctene kiseline (EDTA) i
detergenata kako bi se uklonili proteini unutar stanice, kao i sama stani€na membrana. Kao

rezultat, u gelu zaostaje samo DNA na mjestu gdje se prije lize nalazila ,zarobljena“ stanica.
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Ukoliko je istrazivana tvar genotoksi¢na, DNA ¢e biti fragmentirana zbog jednolan&anih i
dvolancanih lomova DNA razli¢itih duljina koji ¢e se iz nakupine izdvojiti nakon horizontalne
elektroforeze koja se provodi na nagin da se predmetna stakalca s imobiliziranom DNA izlazu
tijeku istosmjene struje. Negativho nabijene petlie DNA kre¢u se kroz gel prema pozitivho
nabijenoj anodi pod utjecajem elektricnog polja. Razdvajanje oslobodenih fragmenata u gelu
se deSava zbog toga Sto kraci fragmenti putuju brze od dugih. Nakon provedene elektroforeze,
DNA se boji etidij-bromidom koji interkalira u molekulu DNA, a nastala oStecenja promatraju se
pod fluorescencijskim mikroskopom gdje se mogu uo€iti strukture stanica koje podsjecaju na
komete po ¢emu je metoda dobila i ime. ,Glavu® kometa €ini neoste¢ena DNA, dok ,rep“ kometa
Cine oslobodene petlje s odlomljenim fragmentima te je njegova duljina direktno proporcionalna

koli¢ini nastalih oSte¢enja na DNA (Dmitrieva i Burg, 2007).

Postupak odredivanja genotoksicnog uc€inka zapocinje nacjepljivanjem po 5 mL
staniéne suspenzije AGS ili Hep G2 ¢ija je poCetna koncentracija 10° stanica/mL u plasti¢ne
Petrijeve zdjelice, nakon ¢ega se stanice inkubiraju kroz 24 sata na 37 °C u atmosferi s 5 %
CO: i 95 % relativne vlaznosti. Nakon 24 sata, uklanja se medij, a stanice se tretiraju s Cetiri
razli€ita pesticida u Cetiri koncentracije koje su prikazane u tablici 1, ukljuéujuc¢i negativnu
kontrolu. Nakon tretmana u trajanju od 24 sata, stanice se ispiru s PBS-om dva do tri puta.
Nakon ispiranja, stanice se s povrSine Petrijevih zdjelica uklanjanju pomocu strugaca, a zatim
prebacuju u mikroepruvete kako bi se podvrgnule centrifugiranju tijekom 5 minuta na 5000 rpm.
Rezultat centrifugiranja je talog stanica koji je potreban za daljnji postupak. Slijedi nanosenje
po 300 uL 1,5 %-tne NMP agaroze (agaroza normalne tocke talita) na brusena predmetna
stakalca (1. sloj). Nakon Sto je 1. sloj polimerizirao, prethodno spomenuti talog stanica
resuspendira se s po 100 uL 0,5 %-tne LMP agaroze (temperirane na 37 °C) te se nanese na
stakalca (2. sloj). Nakon $to se polimerizira na stakalca se nanosi jos po 100 uL LMP agaroze
(3. sloj). Predmetna stakalca se zatim prekriju pokrovnim stakalcima kako bi do$lo do
ravnomjerne raspodijele stanica i njihove fiksacije. Kao pozitivna kontrola koriste se stanice koje
su, kad su nanesene na predmetno stakalce, tretirane 1 mM vodikovim peroksidom tijekom 15
minuta. Kada posljednji, 3. sloj LMP agaroze polimerizira, stakalca se uranjaju u pufer za lizu
na sat vremena pri 4 °C kako bi doslo do lize stanica. Kada su se stanice lizirale, stakalca se
uranjaju u kadicu za elektroforezu prethodno napunjenu puferom za alkalnu elektroforezu.
Slijedi elektroforeza koja se provodi 20 minuta pri parametrima jakosti struje od 300 mA i
napona od 25 V, nakon ¢ega se stakalca vade iz kadice i suSe na sobnoj temperaturi. Stanice
se zatim neutraliziraju ispiranjem puferom za neutralizaciju (Tris-HCI, pH=7,5) po tri puta u
razmaku od 5 minuta, nakon ¢ega se boje otopinom etidij bromida kroz 10 minuta te prekriju
pokrovnim stakalcem. Ponovno se ispiru Tris-HCI puferom te se ostavljaju 15 minuta kako bi

se etidij bromid stabilizirao. Slijedi mjerenje pomocu epifluorescencijskog mikroskopa s

24



ekscitacijskim filterom podesenim na 515-560 nm. Dobivene slike se analiziraju upotrebom
programa Comet Assay Il. U ovom su radu analizirani parametri duzine i intenziteta repa, kao i

repni moment kao pokazatelji razine oSteCenja DNA.

3.2.5. Obrada podataka

U ovom je radu za obradu dobivenih rezultata koristen program za statistiku JASP
0.18.3. Svi dobiveni rezultati su provjereni na parametrijsku distribuciju, koristenjem Shapiro-
Wilkovog testa. Parametrijski podaci obradeni su Classical ANOVA statistiCkom analizom uz
primjenu Tukey i Scheffé Post Hoc testa usporedbe uz razinu statisticke znacajnosti p < 0,05,
dok su neparametrijske vrijednosti obradene Dunn-ovim Post Hoc testom uz razinu statisticke
znacajnosti p < 0,05. Rezultati genotoksi¢nog ucinka su prije statistiCke obrade normalizirani
prirodnim logaritmom. Rezultati odredivanja prooksidacijskog u€inka na modelnom plazmidu

$X174 RF1 obradeni su u programu Gel Analyzer.

Rezultati su prikazani grafi¢ki koristenjem Microsoft Excel programa. Rezultati komet
testa su prikazani u Box-Whisker dijagramu s vrijednoS¢u medijana, dok su rezultati ostalih
testova prikazani kao srednje vrijednosti. Za sve testove su takoder prikazane i standardne

devijacije.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom je radu provedeno ispitivanje citotoksi¢nog, proliferacijskog, prooksidacijskog i
genotoksiénog ucinka pesticida glifosata, kaptana, spinosada i deltametrina na kontinuiranim
humanim staniénim linijama adenokarcinoma epitela zeluca (AGS) i hepatocelularnog
karcinoma jetre (Hep G2). Raspon ispitivanih koncentracija pesticida odreden je u odnosu na
vrijednosti dopustenog dnevnog unosa (ADI) koje su navedene u tablici 1. Najmanja ispitivana

koncentracija je 5 puta manja, dok je najveéa 10 puta veca od ADI vrijednosti.

Citotoksi¢ni ucinak navedenih pesticida ispitan je metodom Neutral Red. Za ispitivanje
prooksidacijskog ucinka koristena je metoda DCFH-DA, kao i modelni plazmid ¢X174 RF1.
Proliferacijski ucinak je ispitan pomoc¢u klonogenog testa. Kako bi se odredio genotoksiéni

ucinak pesticida koristen je komet test.

4.1. ANALIZA CITOTOKSICNOG UCINKA PESTICIDA METODOM NEUTRAL RED

Ispitivanje citotoksi¢nog ucinka pesticida glifosata, kaptana, spinosada i deltametrina
provedeno je na kontinuiranim humanim stani¢nim linjjama AGS i Hep G2 koriStenjem metode

Neutral Red opisane u potpoglavlju 3.2.1. Stanice su tretirane tijekom 24 sata.

Dobiveni rezultati prikazani su graficki kao postotak prezivljenja stanica (relativna
vijabilnost stanica iskazana u odnosu na kontrolu) u ovisnosti o razli¢itim koncentracijama
ispitivanih pesticida. Rezultati su izraZeni kao srednje vrijednosti dobivenih podataka za svaku
pojedinaénu koncentraciju, uz pripadajuc¢e standardne devijacije. Na slikama 7 i 8 su

naznacene i statisticki znacajne razlike.
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Slika 7. Citotoksi¢ni uc€inak glifosata, kaptana, spinosada i deltametrina na stani¢nu linijju AGS

Citotoksi¢ni u€inak pesticida na stanicnu liniju AGS tijekom 24 sata prikazan je na slici
7. 1z slike 7 je vidljivo da ni glifosat ni deltametrin ne djeluju citotoksi¢no. Kod kaptana je
koncentracija 1- ADI uzrokovala statistiCki znacajni porast prezivljenja stani¢ne linije AGS u
odnosu na kontrolu, dok je kod spinosada statisti¢ki zna¢ajan porast preZivljenja stani¢ne linije

AGS u odnosu na kontrolu prouzrokovala koncentracija 10- ADI Sto upucéuje na potencijalni

proliferativni u€inak ova dva spoja.
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* — statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,05); a — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu
na 0,5- ADI [mg/mL] (p < 0,05); b — statisticki zna€ajna razlika u odnosu na ADI [mg/mL] (p < 0,05); c —
statistiCki zna€ajna razlika u odnosu na 5- ADI [mg/mL] (p < 0,05); k — kontrola

Slika 8. Citotoksi¢ni ucinak glifosata, kaptana, spinosada i deltametrina na staniénu liniju Hep
G2

Citotoksi¢ni u€inak pesticida na stani¢nu liniju Hep G2 prikazan je na slici 8. 1z slike se
moze vidjeti da glifosat i spinosad nisu ni u jednoj koncentraciji uzrokovali statisti¢ki znacajne
razlike u odnosu na kontrolu. Koncentracija kaptana 1- ADI je uzrokovala statistiCki znacajan
porast prezivlienja u odnosu na kontrolu. Deltametrin je takoder u koncentraciji 1- ADI
uzrokovao statisti¢ki znacajan porast prezivljenja stani¢ne linije Hep G2 u odnosu na kontrolu
iz Cega proizlazi da deltametrin i kaptan imaju potencijal izazivati proliferaciju stanica bez obzira
na njihovo porijeklo ili metaboliCku aktivnost i to pri koncentracijama za koje je oCekivano da ¢e

opca populacija biti izlozena.

U istrazivanju koje su proveli Mesnage i sur. (2021) na stani¢noj liniji Caco-2 testirana
je citotoksi¢nost samog glifosata, formulacije herbicida RangerPro koja osim glifosata sadrzi i
pomocne tvari poput povrsinski aktivne tvari POE-15, kao i citotoksi¢nost samog POE-15.
Istrazivanje je dokazalo da sam glifosat pokazuje odredenu razinu citotoksi¢nosti (LCso = 17200
Mg/mL), ali je znatno manje toksi¢an u usporedbi s formulacijama koje ukljuuju pomoéne tvari
poput POE-15, pri Eemu LCsg za formulaciju RangerPro iznosi 125 ug/mL, dok LCso za POE-15
iznosi 5,7 pug/mL. Takoder, zaklju¢eno je i da formulacija RangerPro te POE-15 izazivaju

nekroti¢ne ucinke na stanice, dok sam glifosat ne izaziva takve ulinke. Istrazivanje sugerira
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kako prisutni koformulanti zna€ajno povec¢avaju ukupnu citotoksic¢nost herbicida u usporedbi sa

samim glifosatom (Mesnage i sur., 2021).

Yang i sur. (2016) su u svom istraZivanju ispitali citotoksi¢nost spinosada na stani¢nim
linijama HEK293 i Hep G2. Ispitane su koncentracije spinosada u rasponu od 5 pmol/L
(7,4- 10" mg/mL) do 80 umol/L (0,12 mg/mL). Istrazivanje je dokazalo kako spinosad uzrokuje
smanjenje vijabilnosti obje staniCne linije ovisno o primijenjenoj koncentraciji i vremenu
izlaganja. Vece koncentracije i duze trajanje tretmana znacajno povecéavaju citotoksi¢ni u€inak
ovog pesticida. Promatraju¢i mehanizam djelovanja, spinosad je inducirao akumulaciju proteina
p53, kljucnog u procesu apoptoze, Sto je posliedi€no rezultiralo povecanjem ekspresije Bax
proteina (promotora apoptoze) te smanjenjem ekspresije Bcl-2 proteina (inhibitora apoptoze).
Povecani omjer Bax/Bcl-2 pogoduje apoptozi, odnosno programiranoj stani¢noj smrti (Yang i
sur., 2016).

Romero i sur. (2012) su pak proveli istrazivanje o in vitro neurotoksiénosti deltametrina
i njegovih metabolita (3-fenoksibenzojeva kiselina, 2'-OH-deltametrin, 4'-OH-deltametrin) u SH-
SY5Y stani¢nim linijama. Od tri testirana metabolita, samo 3-fenoksibenzojeva kiselina nije
pokazala neurotoksi¢nost dok su i 2'-OH-deltametrin i 4'-OH-deltametrin bili toksi¢niji od

deltametrina (Romero i sur., 2012).

U ovom su radu ispitane relativno niske koncentracije pesticida glifosata, kaptana,
spinosada i deltametrina, pri €emu je najveca ispitivana koncentracija bila tek 10 puta vec¢a od
definiranog prihvatljivog dnevnog unosa (ADI) stoga je izostanak citotoksi¢nog uc€inaka ovih
pesticida bio prizeljkivan i oCekivan. No, iako se pesticidi u ispitivanim koncentracijama u ovom
radu nisu pokazali citotoksi€nima, iz drugih istrazivanja je moguce zakljuciti da tretman veéim
koncentracijama moze izazvati citotoksi¢nost. PojaCano citotoksi¢no djelovanje moze biti i
uzrok upotrebe pomoénih tvari u konaénim formulacijama pesticida koje su namijenjene ljudskoj
uporabi, kao i raznih proizvoda metabolizma navedenih pesticida. Takoder, citotoksi¢ni u€inak
moze biti rezultat pojaCanog djelovanja pesticida na druge sustave unutar organizma koji nisu

istrazeni eksperimentalnim modelom primijenjenim u ovom radu.

4.2. ANALIZA PROLIFERACIJSKOG UCINKA PESTICIDA KLONOGENIM
TESTOM

S obzirom da je odredivanjem citotoksicnog ucinka ustanovljeno da pojedine
koncentracije kaptana, spinosada i deltametrina povecavaju postotak prezivljenja, provedeno

je detaljnije istrazivanje djelovanja ovih spojeva na proliferacijski ucinak. Proliferacijski uc¢inak
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pesticida glifosata, kaptana, spinosada i deltametrina na kontinuiranim humanim stani¢nim
linijama AGS i Hep G2 ispitan je pomoc¢u klonogenog testa opisanog u poglavlju 3.2.2. Stanice
su tretirane pesticidima tijekom 24 sata nakon ¢ega su ostavljene 7 dana kako bi doSlo do

proliferacije.

Dobiveni rezultati prikazani su graficki kao frakcija prezivljenja stanica (broj poraslih
kolonija uzorka u odnosu na kontrolu, korigiran za ucinkovitost nacjepljivanja) u ovisnosti o
razli€itim koncentracijama ispitivanih pesticida. Rezultati su izraZeni kao srednje vrijednosti
dobivenih podataka za svaku pojedina¢nu koncentraciju, uz pripadajuée standardne devijacije.

Na slikama 9 i 10 su naznacene i statisticki znacajne razlike.
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* — statistiCki zna€ajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,05); a — statistiCki znacajna razlika u odnosu
na 0,5- ADI [mg/mL] (p < 0,05); b — statistiCki znacajna razlika u odnosu na ADI [mg/mL] (p < 0,05); ¢c —
statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 5- ADI [mg/mL] (p < 0,05); d — statisti¢ki znacajna razlika u odnosu
na 10- ADI [mg/mL] (p < 0,05); k — kontrola

Slika 9. Proliferacijski u€inak glifosata, kaptana, spinosada i deltametrina na stani¢nu liniju AGS

Slika 9 prikazuje proliferacijski u€inak pesticida na stani¢nu liniju AGS prilikom tretmana
u trajanju od 7 dana. 1z slike 9 se moze vidjeti kako glifosat i kaptan samo u najvecoj ispitivanoj
koncentraciji (10- ADI) uzrokuju statisticki zna€ajne razlike u odnosu na kontrolu. Pri toj
koncentraciji zapazen je statistiCki zna€ajan inhibitorni efekt navedenih pesticida na stani¢nu

diobu stani¢ne linije AGS, odnosno smanjenje sposobnosti stvaranja kolonija. Spinosad i
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deltametrin ni u jednoj koncentraciji nisu uzrokovali statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na
kontrolu ¢ime nije potvrdeno njihovo produljeno proliferativno djelovanje nakon izlaganja
stanica ovim spojevima.
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b — statistiCki zna¢ajna razlika u odnosu na ADI [mg/mL] (p < 0,05); d — statistiCki znaCajna razlika u
odnosu na 10- ADI [mg/mL] (p < 0,05); k — kontrola

Slika 10. Proliferacijski ucinak glifosata, kaptana, spinosada i deltametrina na stani¢nu liniju
Hep G2

Na slici 10 je prikazan proliferacijski u€inak pesticida na stani¢nu liniju Hep G2 prilikom
tretmana u trajanju od 7 dana. |z navedene slike je vidljivo da niti jedan spoj ne utjeCe na
proliferaciju stanica.

Buduci da je jetra glavni metaboli¢ki organ za detoksikaciju vanjskih spojeva te ima
nezamjenjivu ulogu u biotransformaciji pesticida, njezine su stanice otporne i prilagodljive
toksi¢nim uvjetima. To je jedan od mogucih razloga zbog kojeg Hep G2 stanice pokazuju bolju
proliferacijsku sposobnost od stani¢ne linije AGS prilikom tretmana viSim koncentracijama

pesticida glifosata i kaptana.

Bianco i sur. (2023) proveli su istrazivanje u kojem su ispitali u€inak glifosata na
proliferaciju stanica glioblastoma. Stani¢na linijja A172 je bila izlozena analititkom standardu
glifosata, formulaciji herbicida na bazi glifosata te metabolitu aminometilfosfonskoj kiselini

31



(AMPA). Koncentracija ispitivanih tvari iznosila je 5- 10 mg/mL (ADI). Analiza jedinica koje
stvaraju kolonije (CFU) pokazala je da je AMPA povecala broj stvorenih CFU, dok su sami
glifosat i formulacija herbicida na bazi glifosata povecali veli¢inu CFU. Rezultati istraZivanja
sugeriraju da izlozenost A172 stanica glifosatu (izoliranom ili u formulaciji) ili njegovom
metabolitu mozZe utjecati na stani¢ne signalne putove i na taj nacin rezultirati nepozeljnim
povecanjem njihove proliferacije i rasta (Bianco i sur., 2023). U drugom istraZivanju je pak
ispitan ucinak glifosata na proliferaciju stani¢ne linijje HEK293. Rezultati sugeriraju da
koncentracije glifosat u rasponu od 1- 10 do 3- 10 mg/mL poti¢u proliferaciju stanica, dok nize

ili viSe koncentracije ne poti€u rast stanica niti ga ometaju (Jeon i sur., 2020).

Istrazivanje koje su proveli Zhang i sur. (2019) prouc¢avalo je ucinak spinosada na
proliferaciju stanica A549. Povecanjem koncentracije spinosad je inhibirao proliferaciju stanica
pri ¢emu se pri viSim koncentracijama broj jedinica koje stvaraju kolonije (CFU) znacajno
smanjio. Navedeni rezultati sugeriraju da inhalacija spinosada potencijalno povecéava rizik od

oStecenja pluc¢a kod ljudi (Zhang i sur., 2019).

Sekeroglu i sur. (2020) su u svom istrazivanju proucavali proliferacijski ucinak
deltametrina na stani¢nim linjama BEAS-2B. Tretman epitelnih stanica bronha rastu¢im
koncentracijama deltametrina rezultirao je smanjenjem ucinkovitosti nacjepljivanja (PE) i
frakcije preZivijenja stanica (SF), odnosno smanjenom proliferacijskom sposobnosc¢u stanica
(Sekerogdlu i sur., 2021).

lako rezultati istrazivanja proliferacijskog ucinka glifosata i kaptana u ovom radu
sugeriraju kako najvece ispitivane koncentracije (10- ADI) smanjuju sposobnost stvaranja
kolonija kada je u pitanju stani¢na linija AGS, iz radova drugih autora mozemo zapaziti kako je
zabiljezeno da glifosat na nekim drugim ljudskim stani€nim sustavima, koji su tretirani sli¢nim
koncentracijama pesticida koje su koriStene u ovom radu, zapravo potice proliferaciju stanica.
Za razliku od glifosata, spinosad i deltametrin su se u radovima ostalih autora pokazali kao
inhibitori proliferacije ispitivanih stani¢nih sustava, pri Eemu se zapaza povecanje inhibitornog

ucinka povecéanjem koriStene koncentracije pesticida za tretman.

4.3. ANALIZA PROOKSIDACIJSKOG UCINKA PESTICIDA
4.3.1. Analiza prooksidacijskog uc€inka pesticida metodom DCFH-DA

Metoda DCFH-DA opisana u potpoglaviju 3.2.3. koristena je za ispitivanje
prooksidacijskog ucinka pesticida glifosata, kaptana, spinosada i deltametrina na kontinuiranim

humanim stani¢nim linijama AGS i Hep G2. KoriStene su Cetiri koncentracije navedenih
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pesticida: 5 puta manja koncentracija od ADI vrijednosti, ADI vrijednost, 5 puta veca
koncentracija od ADI vrijednosti i 10 puta ve¢a koncentracija od ADI vrijednosti. Stanice su

tretirane tijekom 24 sata.

Rezultati su prikazani graficki kao postotak indukcije reaktivnih kisikovih skupina (omjer
vrijednosti intenziteta fluorescencije tretiranih stanica i prezivljenja stanica odredenog metodom
Neutral Red u odnosu na kontrolu) u ovisnosti o razli¢itim koncentracijama ispitivanih pesticida.
Takoder, dobiveni rezultati prikazani su kao srednje vrijednosti podataka za svaku pojedinaénu

koncentraciju s odgovaraju¢im standardnim devijacijama i statisti¢ki zna€ajnim razlikama.

Prilikom odredivanja prooksidacijskog u€inka pesticida metodom DCFH-DA rezultati su
izrazeni kao omjer fluorescencije uzorka i postotka prezivljenja stanica kako bi se dobilo realan

prikaz odnosa prooksidacijskog i citotoksi¢nog u€inka.
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* — statisticki znaCajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,05); a kontinuiranim humanim stani¢nim
linijama statisti¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na 0,5- ADI [mg/mL] (p < 0,05); b — statisti¢ki znacajna
razlika u odnosu na ADI [mg/mL] (p < 0,05); d — statistiCki zna€ajna razlika u odnosu na 10- ADI [mg/mL]
(p < 0,05); k — kontrola

Slika 11. Prooksidacijski u€inak glifosata, kaptana, spinosada i deltametrina na stani¢nu liniju
AGS

Na slici 11 prikazan je prooksidacijski ucinak pesticida na stani¢noj liniji AGS. Iz

navedene slike je vidljivo da je nakon izlaganja AGS stanica glifosatu u koncentracijama
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0,5- ADI i 10- ADI doslo do statisti¢ki znacajnog smanjenja razina reaktivnih kisikovih skupina,
dok preostale ispitivane koncentracije nisu izazvale statisticki znacajnu razliku. Kaptan i
spinosad su u koncentracijama 0,5- ADI, 1- ADIi 10- ADI izazvali statisti¢ki znaajno smanjenje
razina reaktivnih kisikovih skupina u stanic¢noj liniji AGS, dok se uginak izlaganju koncentraciji
5. ADI nije pokazao statisti¢ki zna€ajnim. Deltametrin je pak jedino u koncentraciji 1- ADI
izazvao statisti¢ki zna€ajno smanjenje razina reaktivnih kisikovih skupina prilikom tretmana

stani¢ne linije AGS.
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* — statisti¢ki zna€ajna razlika u odnosu na kontrolu (p < 0,05); b — statistiCki zna€ajna razlika u odnosu
na ADI [mg/mL] (p < 0,05); d — statistiCki znaCajna razlika u odnosu na 10- ADI [mg/mL] (p < 0,05); k —
kontrola

Slika 12. Prooksidacijski u€inak glifosata, kaptana, spinosada i deltametrina na stani¢nu liniju
Hep G2

Na slici 12 je prikazan prooksidacijski u¢inak pesticida na stani¢nu liniju Hep G2. 1z slike
12 je vidljivo da su koncentracije 1- ADI i 10- ADI glifosata i kaptana izazvale statisticki zna¢ajno
smanjenje razina reaktivnih kisikovih skupina prilikom tretmana stani¢ne linije Hep G2, dok se
preostale dvije koncentracije (0,5- ADI i 5- ADI) nisu pokazale statistiCki zna¢ajnima. Nakon
izlaganja Hep G2 stanica spinosadu i deltametrinu nema statisticki zna¢ajne razlike s kontrolom
kod niti jednog ispitivanog pesticida u cijelom rasponu koncentracija.
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4.3.2. Analiza prooksidacijskog u€inka pesticida na modelnom plazmidu X174 RF1

Za odredivanje prooksidacijskog ucCinka pesticida glifosata, kaptana, spinosada i
deltametrina, osim metode DCFH-DA, koriSten je i modelni plazmid X174 RF1. Postupak
provedbe te metode opisan je u potpoglavlju 3.2.4. U ovoj su metodi koristene tri koncentracije
navedenih pesticida (0,5- ADI, 1- ADI i 10- ADI).

Stanice su nakon tretmana pesticidima podvrgnute djelovanju UV zraenja. Vrijeme
ozracivanja odredeno je nakon optimizacije prikazane na slici 13. Na navedenoj slici je vidljivo
kako se prilikom zra€enja plazmida u trajanju od 5 i 10 minuta intenzitet gornje vrpce povecava,
a donje smanjuje, odnosno raste udio relaksirane cirkularne forme plazmida, a smanjuje se
udio superzavijene cirkularne forme plazmida u odnosu na kontrole, no superzavijena forma ne
nestaje u potpunosti kao sto je slu€aj prilikom duljeg izlaganja UV zracenju (14 do 30 minuta).
Iz tog razloga, utvrdena je optimalna duljina izloZzenosti u trajanju od 7 minuta. Iz slike 13 je
takoder vidljivo kako se prilikom duljeg izlaganja plazmida UV zragenju, osobito prilikom
izlaganja u trajanju od 30 minuta, vrpca superzavijenog plazmida u potpunosti gubi te se
pojavljuje nova vrpca koja sadrzi krace fragmente plazmida koji su rezultat raspada, odnosno

razaranja zavijenog plazmida dugotrajnim izlaganjem UV svjetlu.

@ . 122 e 160 18 200 22 o 26 30

el-d. St d & & & LR

o W W R AR S -

RCP - relaksirana cirkularna forma plazmida; SCP — superzavijena cirkularna forma plazmida; K1 —
kontrola koja sadrZi samo plazmid X174 RF1 i nije tretirana UV svjetlom; K2 — kontrola koja uz plazmid
®X174 RF1 sadrzi i H202, ali nije tretirana UV svjetlom; K3 — kontrola koja sadrZi plazmid ¢»X174 RF1
te je tretirana UV svjetlom u trajanju od 5'; 5' — 30' — trajanje izlaganja plazmida X174 RF1 UV svjetlu
u minutama; ST — standard 1 kb Plus DNA Ladder for Safe Stains

Slika 13. Optimizacija vremena UV zra¢enja plazmida X174 RF1

Usporedujuci intenzitet fluorescencije vrpci relaksiranog sa superzavijenim plazmidom
mogucée je odrediti stupanj oSte¢enja plazmida. Iz dobivenih podataka odreduje se
prooksidacijski ucinak pesticida pri ¢emu veéi stupanj oSte¢enja plazmida (prelazak iz

superzavijene u relaksiranu formu) oznacava jaci prooksidacijski u€inak.

Dobiveni rezultati prikazani su graficki kao udio superzavijene forme plazmida u

ovisnosti o razli¢itim koncentracijama ispitivanih pesticida. Rezultati su izrazeni kao srednje

35



vrijednosti dobivenih podataka za svaku pojedinaénu koncentraciju, uz pripadajuce standardne

devijacije. Na slikama su naznacene i statistiCki znacajne razlike.
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* — statisticki znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu (p < 0,05); # — statisti¢ki znacajna razlika
u odnosu na pozitivhu kontrolu; a — statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 0,5- ADI [mg/mL] (p < 0,05);
b — statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na ADI [mg/mL] (p < 0,05); c — statisti¢ki znac¢ajna razlika u
odnosu na 10- ADI [mg/mL] (p < 0,05); nk — negativna kontrola; pk — pozitivha kontrola

Slika 14. Udio superzavijene forme plazmida X174 RF1 nakon tretmana pesticidima (bez
dodatka H205)

Na slici 14 je prikazan udio superzavijene forme plazmida X174 RF1, nakon tretmana
isklju€ivo pesticidima, u odnosu na pozitivhu i negativnu kontrolu. U pozitivnoj kontroli (sadrzi
H>0,) plazmid je bio izloZen djelovanju hidroksilnih radikala nastalih djelovanjem UV zra€enja
na H2O.. Hidroksilni radikali oStecuju plazmid te u tom slu€aju dolazi do njegovog prelaska iz
superzavijene u zavijenu formu. 1z slike 14 je vidljivo kako sva 4 pesticida u sve 3 koncentracije
(0,5- ADI, 1- ADI, 10- ADI) pokazuju statisti¢ki znacajno veci udio superzavijene forme plazmida
u odnosu na pozitivhu kontrolu. Negativna kontrola pak ne sadrzi H.O: i nije bila podvrgnuta
djelovanju UV zraCenja. Iz slike 14 je vidljivo da statisticki znacajno povecanje udjela
superzavijene forme plazmida u odnosu na negativhu kontrolu izazivaju jedino kaptan i
deltametrin u koncentaciji od 0,5- ADI. Sve preostale koncentracije navedenih pesticida, kao i
sve ispitivane koncentracije glifosata i spinosada ne uzrokuju nikakvu statistiCki znacajnu

razliku u odnosu na negativnu kontrolu.
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* — statisti€ki znacajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu (p < 0,05); # — statisti¢ki zna¢ajna razlika
u odnosu na pozitivhu kontrolu; a — statistiCki zna€ajna razlika u odnosu na 0,5- ADI[mg/mL] (p < 0,05);
b — statisticki zna€ajna razlika u odnosu na ADI [mg/mL] (p < 0,05); c — statistiCki znacajna razlika u
odnosu na 10- ADI [mg/mL] (p < 0,05); nk — negativna kontrola; pk — pozitivha kontrola

Slika 15. Udio superzavijene forme plazmida ¢pX174 RF1 nakon tretmana pesticidima (uz
dodatak H20,)

Slika 15 prikazuje udio superzavijene forme plazmida ¢©X174 RF1, nakon tretmana
pesticidima i uz dodatak H>O», u odnosu na pozitivnu i negativnu kontrolu. Usporedujuci uzorke
s pozitivnom kontrolom, na prethodno navedenoj slici je vidljivo kako glifosat u koncentraciji 1-
ADI izaziva statisti¢ki zna¢ajno smanjenje udjela superzavijene forme plazmida u odnosu na
kontrolu, dok u koncentraciji 10- ADI izaziva statistiCki zna€ajno povecanje udjela superzavijene
forme plazmida u donosu na kontrolu. Promatrajuéi kaptan, koncentracije 0,5- ADI i 1- ADI
izazivaju statistiCki zna€ajno smanjenje udjela superzavijene forme plazmida, dok koncentracija
10- ADI uzrokuje statisti¢ki znacajno povecéanje udjela superzavijene forme plazmida u odnosu
na pozitivhu kontrolu. Kod spinosada pak, koncentracije 0,5- ADI i 1- ADI izazivaju statisticki
znacajno povecanje udjela superzavijene forme plazmida, a koncentracija 10- ADI statisticki
znacajno smanjenje udjela superzavijene forme plazmida u odnosu na pozitivhu kontrolu. U
slu€aju deltametrina, sve 3 ispitivane koncentracije (0,5- ADI, 1- ADI, 10- ADI) uzrokuju
statistiCki zna€ajno povecéanje udjela superzavijene forme plazmida u odnosu na pozitivhu
kontrolu. Usporedbom uzoraka s negativhom kontrolom, iz slike 15 se moze vidjeti kako u

slu€aju kaptana, spinosada i deltametrina sve 3 ispitivane koncentracije (0,5- ADI, 1- ADI, 10-
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ADI) izazivaju statistiCki znacajno smanjenje udjela superzavijene forme plazmida u odnosu na
kontrolu, odnosno, sami spojevi kada su u kontaktu. Glifosat pak uzrokuje statisti¢ki znac¢ajno
smanjenje udjela superzavijene forme plazmida u odnosu na negativhu kontrolu u
koncentracijama 0,5- ADI i 1- ADI, dok koncentracija 10- ADI ne uzrokuje nikakvu statisticki

znacajnu razliku u odnosu na negativnu kontrolu.

KaSuba i sur. (2017) u svojem su istrazivanju ispitali prooksidacijski ucinak glifosata
metodom DCFH-DA na stani¢noj liniji Hep-G2, pri ¢emu su stanice bile izloZzene djelovaniju
glifosata kroz 4 i 24 sata, a ispitivane su koncentracije iznosile 0,5 ug/mL (ADI), 2,91 ug/mL
(REL, rezidencijalna razina izlozenosti) i 3,5 ug/mL (OEL, razina profesionalne izlozenosti).
Rezultati navedenog istraZivanja sugeriraju da nije doslo do promjene u razini ROS-ova nakon
4 | 24-satnog izlaganja. Autori objasnjavaju da su navedeni rezultati posljedica ucinkovitog
antioksidacijskog sustava koji je uklonio stvorenu koli¢inu ROS-ova tijekom 4 i 24-satnog

izlaganja (KaSuba i sur., 2017).

He i sur. (2022) proveli su istrazivanje u kojem su ispitali prooksidacijski utjecaj kaptana
na zenski reproduktivni sustav sisavaca, tocnije na jajne stanice miseva. Zabiljezeno je da
izlozenost najvisoj ispitivanoj dozi kaptana (100 mg/kg) kroz 28 dana dovodi do poveéanja
intenziteta fluorescencije DCFH-DA sonde, odnosno do povecanja razine ROS-ova. Navedeno
povecanje razine ROS-ova pridonosi oksidacijskom stresu koji je povezan s pove¢anom
apoptozom i autofagijom, Sto negativno utjeCe na kvalitetu jajnih stanica miSeva (He i sur.,
2022).

Kumar i sur. (2018) su pak u svojem istrazivanju ispitali prooksidacijski ucinak
deltametrina na stani¢ne suspenzije timusa i slezene miSeva. U istom istrazivanju je ispitan i
antioksidacijski u€inak piperina i kurkumina na navedene stani¢ne sustave. Rezultati sugeriraju
da deltametrin u testiranoj dozi (5 mg/kg) kroz 7 dana znacajno povecéava proizvodnju ROS-
ova u timocitima i splenocitima. Ovo povecanje ROS-ova klju¢ni je faktor u oksidacijskom stresu
koji dovodi do staniCne smrti. Navedeno istrazivanje je takoder pokazalo da su povecane razine
ROS-ova ucinkovito smanjene primjenom piperina i kurkumina (2,5 mg/kg), koji imaju

antioksidacijska svojstva (Kumar i sur., 2018).

Rezultati ispitivanja prooksidacijskog u€inka pesticida metodom DCFH-DA u ovom radu
sugeriraju da svi ispitivani pesticidi uzrokuju smanjenje razina ROS-ova na stani¢noj liniji AGS,
dok u slu¢aju stani¢ne linije Hep-G2 to Cine samo glifosat i kaptan. Kasuba i sur. (2017) su u
svojem istrazivanju u kojem su ispitane slicne koncentracije glifosata kao i u ovom radu (koje
nisu dovele do znac¢ajnih promjena u razini ROS-ova) zakljucili kako je to posljedica ucinkovitog

antioksidacijskog sustava stanica. Na temelju prethodno navedenoga moze se zakljuditi da
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ispitivani pesticidi nemaju prooksidacijski u¢inak na testiranim stani¢nim linijama. Rezultati
ispitivanja prooksidacijskog uc€inka pesticida na modelnom plazmidu X174 RF1 takoder
sugeriraju da sami pesticidi ne djeluju prooksidacijski u kontaktu s UV svjetlom, a u slucaju
kada se dodatkom H>O, generiraju hidroksilni radikali takoder nije zabiljezen znacajan pojacani
prooksidacijski u€inak u odnosu na pozitivnu kontrolu. Najvece ispitivane koncentracije glifosata
i kaptana (10- ADI) pak uzrokuju povec¢anje udjela superzavijene forme plazmida u odnosu na
pozitivnu kontrolu, a mogucée objasSnjenje toga je da navedeni pesticidi obavijaju strukturu
plazmida i onemogucuju oStecenja izazvana utjecajem hidroksilnih radikala ili pak na sebe vezu
generirane hidroksilne radikale. lako rezultati ovog rada poriCu prooksidacijsko djelovanje
ispitivanih pesticida, iz radova drugih autora mozZe se vidjeti kako kaptan i deltametrin na
drugim, nehumanim, stani¢nim sustavima dovode do povecanja razine ROS-ova i posljedi¢no

prooksidacijskog u€inka posebno nakon duzeg izlaganja stanica pesticidima.

4.4. ANALIZA GENOTOKSICNOG UCINKA PESTICIDA KOMET TESTOM

Genotoksi¢ni ucinak pesticida glifosata, kaptana, spinosada i deltametrina na
kontinuiranim humanim stani¢nim linijama AGS i Hep G2 ispitan je komet testom koji je opisan
u potpoglavlju 3.2.5. Stanice su tretirane tijekom 24 sata. Kao pozitivha kontrola koristen je

vodikov peroksid.

Izmjereni parametri oStecenja DNA bili su duljina repa kometa, intenzitet repa kometa i
repni moment kometa. Rezultati su prikazani grafiCki kao skup pojedinacnih podataka za svaku

koncentraciju ispitivanih pesticida te su naznacene statisticki znacajne razlike.
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Slika 16. Genotoksi¢ni u€inak glifosata, kaptana, spinosada i deltametrina na stani¢noj liniji

AGS izrazen pomocu parametara genotoksicnog ucinka

Na slici 16 prikazane su vrijednosti parametara genotoksi¢nosti izmjereni na stani¢noj
liniji AGS izloZzenoj djelovanju pesticida. Redom su prikazani duljina repa kometa (um),
intenzitet repa kometa (% DNA) i repni moment. 1z navedene slike je vidljivo da jedino glifosat
u koncentraciji 1- ADI uzrokuje statisticki znaCajno povecanje duljine repa kometa. Sve

preostale koncentracije ispitivanih pesticida nisu pokazale statisti¢ki znacajne razlike u odnosu
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na kontrolu. Takoder je vidljivo da glifosat u koncentracijama 0,5- ADI i 1- ADI uzrokuje statisti¢ki
znacajno povecanje intenziteta repa kometa i repnog momenta kometa, dok preostale

koncentracije ispitivanih pesticida nisu pokazale statisticki znaCajne razlike u odnosu na

kontrolu.
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Slika 17. Genotoksi¢ni u€inak glifosata, kaptana, spinosada i deltametrina na stanic¢noj liniji

Hep G2 izrazen pomoc¢u parametara genotoksi¢nog ucinka
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Slika 17 prikazuje vrijednosti parametara genotoksi¢nih ucinaka izmjerene na stanic¢noj
liniji Hep G2 izlozenoj djelovanju pesticida. Redom su prikazani duljina repa kometa (um),
intenzitet repa kometa (% DNA) i repni moment. Iz navedene je slike vidljivo da isto kao i kod
stanic¢ne linije AGS, jedino glifosat u koncentraciji 1- ADI uzrokuje statisti¢ki zna¢ajno povecanje
duljine repa kometa, dok preostale koncentracije ispitivanih pesticida nisu pokazale statisticki
znacajne razlike u odnosu na kontrolu. Iz slike je takoder vidljivo da niti jedan spoj ne znacajno

utjeCe na promjenu vrijednosti intenziteta repa, kao ni na promjenu vrijednosti repnog momenta.

Manas i sur. (2009) su u svojem istrazivanju ispitali genotoksi¢ni ucinak glifosata na
stani¢noj liniji Hep G2. Za ispitivanje genotoksi¢nosti je kao i u ovom radu koriSten komet test.
Ispitane su koncentracije u rasponu od 3mM (0,51 mg/mL) do 7,5 mM (1,27 mg/mL). Rezultati
istrazivanja ukazuju na znacajan porast oSte¢enja DNA u Hep G2 stanicama. Ostecenje je
mjereno putem parametara duljine i intenziteta repa te repnog momenta. Svi navedeni
parametri pokazali su zna€ajna povecanja s porastom koncentracija glifosata (Manas i sur.,
2009). Genotoksicni ucinak glifosata i njegovih formulacija ispitali su i Alvarez-Moya i Reynoso-
Silva (2023), takoder koristenjem komet testa. Kao stani¢ni sustav koristeni su ljudski limfociti
koji su bili izlozeni koncentracijama glifosata od 0,1 mM (0,02 mg/mL), 1 mM (0,17 mg/mL), 10
mM (1,69 mg/mL) i 50 mM (8,45 mg/mL), kao i ekvivalentnim koncentracijama glifosata u sklopu
komercijalnih formulacija. Rezultati istrazivanja sugeriraju da i Cisti glifosat i komercijalni
herbicidi na bazi glifosata izazivaju genotoksi¢ne ucinke u stanicama ljudske krvi. Genotoksi¢ni
ucinci su bili izraZeniji nakon izlaganja stanica komercijalnim formulacijama, $to dokazuje da
prisutni koformulanti doprinose jacanju genotoksiCnog ucinka (Alvarez-Moya i Reynoso-Silva,
2023).

Osim ispitivanja citotoksi¢nog ucinka spinosada, Yang i sur. (2016) su u svojem
istrazivanju proucili i njegov genotoksi¢ni u€inak na stani¢nim linijama HEK293 i Hep G2. Na
stani¢noj liniji HEK293 su ispitane koncentracije spinosada u rasponu od 10 ymol/L (0,015
mg/mL) do 80 pymol/L (0,12 mg/mL), dok su na stani¢noj liniji Hep G2 ispitane koncentracije
spinosada u rasponu od 12,5 ymol/L (0,018 mg/mL) do 100 pmol/L (0,15 mg/mL). Rezultati
provedenog komet testa pokazuju znacajnu indukciju lomova u molekuli DNA, Sto upucuje na
genotoksi¢ni u€inak spinosada pri testiranim koncentracijama (Yang i sur., 2016). Genotoksi¢ni
uc€inak spinosada na stani¢noj liniji A549 ispitali su i Zhang i sur. (2019) upotrebom komet testa,
pri Eemu su testirane koncentracije u rasponu od 10 yM (0,015 mg/mL) do 80 pM (0,12 mg/mL).
Rezultati istrazivanja potvrduju rezultate istrazivanja koje su proveli Yang i sur. (2016), bududi
da se pokazalo da povec¢anje koncentracije spinosada dovodi do veée fragmentacije DNA i

oStecenja tretiranih stanica, Sto upucuje na njegov genotoksicni u€inak (Zhang i sur., 2019).
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Rezultati ispitivanja genotoksi¢nog ucinka pesticida u ovom radu pokazuju da glifosat u
koncentracijama od 0,5- ADI i 1- ADI uzrokuje statisticki znaCajno povecanje pojedinih
parametara genotoksi¢nog u€inka. Ovi rezultati su u skladu s rezultatima radova drugih autora
koji su ispitivali genotoksicni uCinak glifosata na drugim humanim stani¢nim sustavima, Sto
ukazuje na rizik od genotoksicnog ucinka glifosata. Preostali pesticidi (kaptan, spinosad i
deltametin), u ispitivanim koncentracijama, nisu pokazali znagajan utjecaj na genotoksi¢nost u
usporedbi s kontrolom. Ipak, na primjeru spinosada, je vidljivo da ve¢e koncentracije od onih
ispitanih u ovom radu konzistentno uzrokuju povecanje vrijednosti parametara genotoksi¢nog
ucinka. Stoga je moguce zakljuciti kako genotoksiéni udinci pesticida mogu varirati ovisno o

koriStenoj metodologiji, stani€énim linijama i koncentracijama te vremenu izlozenosti.

Na temelju svih dobivenih rezultata, moguée je donijeti konkretne zakljucke o
citotoksiCnom, proliferacijskom, prooksidacijskom i genotoksi€énom ucinku pesticida glifosata,
kaptana, spinosada i deltametrina kada se primjenjuju u koncentracijama ispitivanim u ovom

radu.

Niti jedan testirani pesticid nije pokazao citotoksi¢no djelovanje koristenjem metode
Neutral Red. lako rezultati navedene metode sugeriraju potencijalno proliferativho djelovanje
kaptana, spinosada i deltametrina, ispitivanje proliferacijskog ucinka klonogenim testom
ukazuje na to da niti jedan pesticid ne izaziva produljeno proliferativno djelovanje. Stovise,
glifosat i kaptan pri najviSim ispitivanim koncentracijama pokazuju inhibitorni u¢inak na stani¢nu
diobu. Prilikom ispitivanja prooksidacijskog ucinka pesticida metodom DCFH-DA, rezultati
sugeriraju da svi ispitivani pesticidi uzrokuju smanjenje ROS-ova. Buduéi da se ne moze
govoriti o antioksidacijskom ucinku pesticida, pretpostavka je da je navedeno smanjenje ROS-
ova posljedica ucinkovitog antioksidacijskog sustava unutar samih stanica. Rezultati ispitivanja
prooksidacijskog uc€inka na modelnom plazmidu X174 RF1 takoder pori€u prooksidacijsko
djelovanije ispitivanih pesticida, dok povecanje udjela superzavijene forme plazmida prilikom
tretmana najvec¢im koncentracijama glifosata i kaptana moze biti posljedica toga da ti pesticidi
omataju strukturu plazmida, onemogucéujuéi ostecenja uzrokovana hidroksilnim radikalima, ili
vezu generirane hidroksilne radikale na sebe. Genotoksi¢ni u€inak pesticida ispitan je komet
testom, a rezultati sugeriraju da od svih ispitanih pesticida, jedino glifosat uzrokuje povecéanje

promatranih parametara genotoksi¢nog ucinka, odnosno genotoksicno djelovanje.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata mozZe se zakljuditi sljedece:

1. Niti jedan od testiranih pesticida nije pokazao znacajno citotoksi¢no djelovanje na
ispitivanim stani¢nim linijama. Ovo ukazuje na relativhu sigurnost ovih kemikalija u

kontekstu kratkotrajne izlozenosti, barem na stani¢noj razini.

2. Reazultati ispitivanja proliferacijskog ucinka pokazali su da testirani pesticidi ne uzrokuju
dugotrajne promjene u proliferativnoj sposobnosti stanica. Medutim, glifosat i kaptan pri
najvisim testiranim koncentracijama (10- ADI) pokazali su inhibitorni u€inak na stani¢nu

diobu, $to ukazuje na njihov potencijalno $tetan ucinak pri vis§im dozama.

3. Niti jedan istrazivani pesticid nije pokazao prooksidacijsko djelovanje i nije poveéavao

prooksidacijska oStecenja genetiCkog materijala u prisutnosti hidroksilnih radikala.

4. 0Od svih testiranih pesticida, samo je glifosat pokazao povecéanje vrijednosti parametara

genotoksiénog ucinka, §to ukazuje na njegovo potencijalno genotoksi¢no djelovanije.
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