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Pesticidi imaju vaznu ulogu u poljoprivrednoj proizvodnji. UnatoC koristi, upotreba pesticida
nosi i odredeni rizik za okoli§ u kojem se primjenjuju. U realnom okoliSu organizmi su rijetko
izlozeni samo jednom pesticidu, a najCeSCe su istovremeno izlozeni smijesi razliCitih
pesticida. Stoga je i predmet istraZivanja u ovome radu bio odrediti toksi¢nost Cesto
upotrebljavanih pripravaka pesticida (endosulfan, pirimifos-metil, malation, temefos,
bentazon, metolaklor i terbutilazin) pojedinaéno i u kombinaciji s obzirom na promjene
aktivnosti tri molekularna biomarkera: acetilkolinesteraze (AChE), glutation-S-transferaze
(GST) i katalaze (CAT), te s obzirom na histopatoloSke promjene epidermalnog i miSi¢nog
sloja kod kompostne gujavice (Eisenia andrei Bouché, 1972). Za utvrdivanje aditivnih,
sinergistickih i antagonisti¢kih interakcija medu pesticidima upotrijebljena je izobolografska
sva 4 vremena izlaganja, dok su se aktivnhosti CAT i GST mijenjale u temporalnom i
kvantitativnom smislu. Odnosno, aktivnost AChE se pokazala kvantitativnim biomarkerom, a
aktivnost CAT i GST indikativnim biomarkerima. Kod binarnih kombinacija AChE inhibirajucih

i AChE neinhibiraju¢ih pesticida, metolaklor je iskazao potencijacijsko djelovanje na
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endosulfan i temefos. Binarne smjese AChE inhibirajuc¢ih pesticida su ukazale na aditivan
uCinak kod svih kombinacija, osim kod kombinacije endosulfan : temefos koja je pokazala
sinergistiCko obiljeZje. Mjerenja omjera povrSine epitelnog i miSiénog sloja pokazala su
smanjenje istog nakon izlaganja smjesama pesticida. No zbog velike varijance njegova

upotreba je mogu¢a samo u smislu binarnog odlucivanja (prisustvo-odsustvo toksikanta).
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Abstract

Pesticides play an important role in agricultural production. In spite of benefit, the use of
pesticides carries a certain risk to the environment in which they are applied. In real
environment, organisms are rarely exposed to only one pesticide, and are often
simultaneously exposed to the mixture of different pesticides. The toxicity of mixtures of
pesticides may be stronger or weaker than the individual pesticides alone. Therefore, the
subject of research in this thesis was to determine the toxicity of frequently used pesticides
(endosulfan, pirimiphosmethyl, malathion, temephos, bentazone, metolachlor and
terbuthylazine), individually and in combination with respect to changes in activities of three
molecular biomarkers: acetylcholinesterase (AChE), glutathione-S-transferase (GST) and
catalase (CAT), and with respect to histopathological changes of epidermal and muscle
layers of the earthworm (Eisenia andrei Bouché, 1972).

The results have indicated that the AChE activity has been concentration dependent during
all four exposure periods, while CAT and GST activities varied in both temporal and
guantitative sense. In other words, AChE is a quantitative biomarker, and CAT and GST are

indicative biomarkers. Metolachlor had a potentation effect on endosulfan and temephos
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when binary combinations of AChE inhibiting and AChE non-inhibiting pesticides were used.
The binary mixtures of AChE inhibiting pesticides showed an additive effecting all used
combinations, except endosulfan : temephos combination that showed synergistic effect. The
measurements of epithelial and muscular layers indicated the decrease of their ratio after
exposure to pesticide mixtures. However, due to the large variance the usage of this ratio is

possible only in the binary decision sense, i.e. if the toxicant is present or absent.

Number of pages: 190
Number of figures: 88
Number of tables: 18
Number of references: 165

Original in: Croatian

Key words: pesticides, mixture toxicity, biomarkers, isobologram, hormesis, Eisenia andrei

Date of thesis defense: 23.02.2009.

Reviewers:

1. Enrih Merdi¢, PhD, Assistant Professor, Department of biology, Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek.
Tarzan Legovi¢, PhD, Research Professor, Ruder Boskovi¢ Institute, Zagreb;
3. Branimir K. Hackenberger, PhD, Assisstant Professor, Department of biology,

Josip Juraj Strossmayer University of Osijek.

Thesis is deposited in:

National and University Library in Zagreb (Hrvatske bratske zajednice 4); City and Univerity
Library in Osijek (Europske avenije 24); Josip Juraj Strossmayer University of Osijek (Trg Sv.
Trojstva 3), and Library of Department of Biology in Osijek, (Trg Lj. Gaja 6).



SADRZAJ

SADRZAJ
L. UVOD ..ottt a et a ettt ettt 1
1.1 VRSTE INTERAKCIJA MEBDU SPOJIEVIMA........ccvviiiuieeeietiee st es et s s an e 1
1.1.1. JEDNOSTAVNO SLICNO ZDRUZENO DIELOVANUIE .......ooviviieieeeeeieiesesiesesaeseseeseses e enssse s 3
1.1.2. NEZAVISNO ZAJEDNICKO DIELOVANUIE........c.cveieiueveeceeieeeeaeseeaeteseseeeesesaseessassesssssenesesensssassnassssenasiennansanans 3
1.1.3. SLOZENO SLICNO | SLOZENO ZAVISNO ZDRUZENO DIELOVANUIE..........cccceveuivereeeieieeeeiessieseesseesnae e 3
1.1.4. IZOBOLOGRAFSKA METODA ZA ODREBIVANJE INTERAKCIJA MEBU SPOJEVIMA.........cccooviveieereirnnn 4
1.2. HORMETICKI KONCEPT U PROCJENI TOKSICNOSTI SPOJEVA.......cocucuiicieveieieiieeeeeieeae ettt esen e 5
1.3, PESTICIDL .ottt ettt s sttt 6
1.3.1. ORGANOFOSFORNI PESTICIDL......cuvtiiuieeeceeteteeeeiee e teseseses e tes s ess et ensaesensas s et enss s sen st enesaesenasaesenes 7
1.3.2. KARBAMATNI PESTICIDL.....ovuoeveeceeeeseeeeieeeeae s et eee et essaesesesaesesaesesessetesesassensaesessasseneaesanssassenssansensnaesenenen 7
1.3.3. PIRETROIDNI PESTICIDL.....ooiieviiteet ettt 8
1.3.4. ORGANOKLORNI PESTICIDI......covceiutieeeieeeceeteseseetesesaeseseaesesssaesenes et enssassenssaesensssesenssaessnassesenes s enassennassananes 8
1.4. SUDBINA PESTICIDA U OKOLISU.....co.oiuiuieecteieeecaes et eeeee et sae et s s es st senss st esenastesenassesenaetesansssanenansesnas 9

1.5. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA VEZANIH ZA ISPITIVANJE TOKSICNOSTI MJESAVINA

L S I 115N 11
1.6. PRIMJENA BIOMARKERA U ZAGADENJU OKOLISA ......coiiiiiiiiiitieeniensisessieeses et ens et sesesesnsessssesssesssees 13
1.7. OSOBINE ENZIMA ACETILKOLINESTERAZE (AChE, EC 3.1.1.8) KAO BIOMARKERA .........cccciiiiiiiiiiiciicne 16
1.8. METABOLIZAM KSENOBIOTIKA ..ottt bbb 22
1.8.1. BIOMARKERI | FAZE METABOLIZMA KSENOBIOTIKA ......oooiiiiiiiiiicic e 22

1.8.2. BIOMARKERI Il FAZE METABOLIZMA KSENOBIOTIKA .......ooiiiiiiiieeiic i 25
1.8.2.1. GLUTATION-S-TRANSFERAZA (GST, EC 2.5.1.18)....ccccciiiiiiiiiiiiiiiiie i 26

1.8.3. BIOMARKERI OKSIDATIVNOG STRESA.......cooiiiiiiiiiin et 29
1.8.3.1. KATALAZA KAO BIOMARKER OKSIDATIVNOG STRESA (CAT, EC 1.11.1.6) ..cccoivviiiiiiciiece, 30

1.8.4. HISTOPATOLOSKI BIOMARKERI ........cuitiiiiiittitetesieaetses e taetsesessaesseseessesesss s esssesesessessseasasasssssesesesesesesasens 32

2. CILI ISTRAZIVANUIA ... oottt ettt ettt es et e st e e e e o2 £ 2252828 e e e e e e e e e e e £ a2 a2 222128 e 82 e e R e b e b e e e e e e e e e s es e s eh et e e es e e e e st annsnnenesenas 34
N I N I e PN 35
200 T N 11 I N 35
3.2 INSTRUMENTI I PRIBOR ...ttt et st h e s e e s e r e s e e s e n e e 36
3.3. EKSPERIMENTALNI ORGANIZMI......ooiiiiiiiiie ittt 37
3.3.1. SISTEMATIKA KOMPOSTNE GUJAVICE (EISENIA ANDREI) .....ccooiiiiiiiiiiiiii i 37

2.3.2. BIOLOGIJA GUJIAVICA. ...ttt b e bbb s ae e e st e s be e sae e e saeesnte e 37



SADRZAJ

2.3.3. ODRZAVANJE GUJAVICA U LABORATORIJU | PRIPREMA ZA EKSPERIMENT ......ooruiiiiiiniineeeeceeneeneeens 38
3.4. FIZIKALNO-KEMIJSKA SVOJSTVA PESTICIDA UPOTRIJEBLIENIH U ISTRAZIVANJIU ...c.ovvvinircieiieesenecenenenas 38
3.4.1. ENDOSULFAN (GLOBAL E-35) .....ciiitiiiiiiiiiiiiic i s 39
3.4.2. PIRIMIFOS-METIL (ACTELIC 50-EC) ....uoiiiiiiiiiiiiiiic it 42
3.4.3. MALATION (RADOTION E-50) ....uoiiiiiiiiiiiiiiiic ittt 44
3.4.4. TEMEFOS (ABATE 4-E) ...ooiiiiiiiiiii bbb 46
3.4.5. BENTAZON (BASAGRAN 600) .......cueiiuiiiiiiiiiiiiti it sa e sae e 47
3.4.6. METOLAKLOR (DUAL GOLD 960 EC) .....coiiiiiiiiiiiiiiiiciic it 48
3.4.7. TERBUTILAZIN (TERAZIN SC 50).....ccciiiiiuiiiiiiiiiiii it 49

3.5. ODREDIVANJE TOKSICNOSTI POJEDINACNIH | SMIESE PESTICIDA UZ UPOTREBU KONTAKT TESTA NA

FILTER PAPIRU (,FILTER PAPER CONTACT TEST) ..iiiitiiiiiiiie ittt sttt st 51
3.5.1. PRIPRAVA POSTMITOHONDRIJSKE FRAKCIJE GUJAVICA ......ooiiiiiiic i 56

3.5.2. MJERENJE AKTIVNOSTI ENZIMA ACETILKOLINESTERAZE (AChE) .....cccoviiiiiiiiiiiieeeecee e 56

3.5.3. MJIERENJE AKTIVNOSTI KATALAZE (CAT) .ottt sttt 56

3.5.4. MJERENJE AKTIVNOSTI GLUTATION-S-TRANSFERAZE (GST) ...eiiiiiiiiiiiiieeiiee et 57

3.5.5. ODREDIVANJE KOLICINE PROTEINA U POSTMITOHONDRIJSKOJ FRAKCII! ... 57

3.6. IZLAGANJE GUJAVICA PESTICIDIMA | UZORKOVANJE ZA HISTOLOSKU OBRADU............ocvcveiireiirievevciereess e 58
3.6.1. UKLAPANJE TKIVA U PARAFINSKI BLOK ....ooiiiiiiiiiiiic i 59

3.6.2. REZANJE PARAFINSKIH BLOKOVA .....ooiiiiiiiiiii i 59

3.6.3. BOJANJE REZOVA | UKLAPANJE U CANADA BALZAM........ouiiiiiiiiiiiiii i 60

3.6.4. MIKROFOTOGRAFIRANJE | MIKROMETRIJA PREPARATA ...ttt 61

3.6.5. MODELI ZA ODREDIVANJE OMJERA POVRSINE EPITELNOG | MISICNOG SLOJA ........cocvveeeeiceeree. 62
3.6.5.1. KRUZNI MODEL......c0cuiuiiiiiteteteseisiete ettt sttt st b ettt et st s b ebese et b b e b e b e se s b s et e s e s e e s bt sennas 63

3.6.5. 2 ELIPTICNI IMODEL ......ovoieiiceeieeeeees e e 64

3.7. STATISTICKA OBRADA PODATAKA .......oovviiiieiieieieieseeas s sttt 65

L ] = U | 17 P PP UT P PPTPRRPN 66

4.1. OVISNOST FUNKCIJE OVISNOSTI JACINE UCINKA O KONCENTRACIJI PESTICIDA PRI RAZLICITOM
TRAJANIU IZLAGANUJIA ettt e e et e oo h et e s b e e e e s s h b e e e s b e e e e e bt e e e e s b e e e e bbb e e s bb e e e s bb e e e sabe e e e ebaeeas 66

4.1.1. AKTIVNOST AChE, CAT, | GST U S9 FRAKCIJI HOMOGENATA GUJAVICA NAKON 2, 12, 241 48
SATI IZLAGANJIA ENDOSULFANU. ....coiiiiii ittt b e st e e s e e s e e sbe e e aaes 66

4.1.2. AKTIVNOST AChE, CAT, | GST U S9 FRAKCIJI HOMOGENATA GUJAVICA NAKON 2, 12, 24 1 48
SATIIZLAGANIA TEMEFOSU.......oiiiiiiiiii e 72

4.1.3. AKTIVNOST AChE, CAT, | GST U S9 FRAKCIJI HOMOGENATA GUJAVICA NAKON 2, 12, 24 1 48
SATIIZLAGANIA MALATIONU . ...ttt s s sbae e nes 77

4.1.4. AKTIVNOST AChE, CAT, | GST U S9 FRAKCIJI HOMOGENATA GUJAVICA NAKON 2, 12, 24148
SATIIZLAGANJIA PIRIMIFOSMETILU ...ouiiiiiiiiiiciccce st 82



SADRZAJ

4.1.5. AKTIVNOST AChE, CAT, | GST U S9 FRAKCIJI HOMOGENATA GUJAVICA NAKON 2, 12, 24148
SATIIZLAGANJA TERBUTILAZINU......oiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 87

4.1.6. AKTIVNOST AChE, CAT, | GST U S9 FRAKCIJI HOMOGENATA GUJAVICA NAKON 2, 12, 24 1 48
SATIIZLAGANJA METOLAKLORU. ..ottt bbb a e aanes 92

4.1.7. AKTIVNOST AChE, CAT, | GST U S9 FRAKCIJI HOMOGENATA GUJAVICA NAKON 2, 12, 24 1 48

SATIIZLAGANIA BENTAZONU ..ottt s bae e 97
4.2. PROMJENA OVISNOSTI UCINKA POJEDINACNIH PESTICIDA U ODNOSU NA VRIJEME IZLAGANJA.................... 102
4.2.1. PROMJENA OVISNOSTI UCINKA ENDOSULFANA U ODNOSU NA VRIJEME IZLAGANJA. ................... 102
4.2.1. 1. AKTIVNOST ACKE ..ot 102

4.2.1.2. AKTIVNOST CAT ...t a e e e e s s e a e e e e anes 102

4.2.1.3. AKTIVNOST GST ...t a e aees 102

4.2.2. PROMJENA OVISNOSTI UCINKA TEMEFOSA U ODNOSU NA VRIJEME IZLAGANJA .......c.coovvrverrnre. 106
4.2.2.1. AKTIVNOST ACKE ..ottt et e s 106

4.2.2.2. AKTIVNOST CAT .ottt e e e e e e s a e e s n e s ae e e 106

4.2.2.3. AKTIVNOST GST ..ottt ettt e e et e e e e e et e e e e e s e et e e e s e s sanneeneeenaanes 106

4.2.3. PROMJENA OVISNOSTI UCINKA MALATIONA U ODNOSU NA VRIJEME IZLAGANJA ..........c.coovrernennn. 110
4.2.3.1. AKTIVNOST ACKE ..ottt s 110

4.2.3.2. AKTIVNOST CAT .. ittt ettt ettt e e e et e e e e e st e e e e e s e e e e e e e e s ssnneeeeeenaanes 110

4.2.3.3. AKTIVNOST GST ..ottt st e e e e e 110

4.2.4. PROMJENA OVISNOSTI UCINKA PIRIMIFOSMETILA U ODNOSU NA VRIJEME IZLAGANJA................ 114
4.2.4.1. AKTIVNOST ACKE ..ottt ettt ettt e st e et e e 114

4.2.4.2. AKTIVNOST CAT ..ottt ettt e e st e s e e e s e e e s st e e eanes 114

4.2.4.3. AKTIVNOST GST ...ttt ettt e et et e e ettt e e e e s e e e e e e e s e e e e e e e aeaes 114

4.2.5. PROMJENA OVISNOSTI UCINKA TERBUTILAZINA U ODNOSU NA VRIJEME IZLAGANJA ................... 118
4.2.5. 1. AKTIVNOST ACKE ...ooiiiiiiiiii et 118

4.2.5.2. AKTIVNOST CAT .. ittt e et e e e e e e e e e e st e e e e s e n e e e e e e e s ssennnreeeeeaeaes 118

4.2.5.3. AKTIVNOST GST ...ttt ettt et e e e s e e e e s et e e e e e e s e ennereeeeeaeaes 118

4.2.6. PROMJENA OVISNOSTI UCINKA BENTAZONA U ODNOSU NA VRIJEME IZLAGANJA...........c.coovrnennn. 122
4.2.6.1. AKTIVNOST ACKE ...ttt ettt n bt e e e 122

4.2.6.2. AKTIVNOST CAT .. ittt ettt e e et e e e e st e e e e s e et e e e e e e e esnnnreeeeeeeaes 122

4.2.6.3. AKTIVNOST GST ..ottt et e e e e e s aab e e sbee e e 122

4.2.7. PROMJENA OVISNOSTI UCINKA TERBUTILAZINA U ODNOSU NA VRIJEME IZLAGANJA .................. 126
4.2.7.1. AKTIVNOST ACKE ..ottt 126

4.2.7.2. AKTIVNOST CAT ..ot r e e e s s s bbb b s e e e sabares 126

4.2.7.3. AKTIVNOST GST ..ottt 126



SADRZAJ

4.3. OVISNOST MORTALITETA O DOZI ZA POJEDINACNE PESTICIDE NAKON 24 | 48 h IZLAGANJA .....c.oovuinereinines
4.4. EC50 IZOBOLOGRAMI SMJESA S PRIKAZOM VRIJEDNOSTI EC50 ZA SVAKU SMJESU........c.coooiiiiiiiiciiiiiies

4.4.1. EC50 IZOBOLOGRAM SMJESA ENDOSULFANA | TEMEFOSA S PRIKAZOM EC50 VRIJEDNOSTI
ZA SVAKU SMUIESU ....ooiiiiiiiii e

4.4.2. EC50 IZOBOLOGRAM SMJESA ENDOSULFANA | MALATIONA S PRIKAZOM EC50 VRIJEDNOSTI
ZA SVAKU SMUIESU ...ttt b

4.4.3. EC50 IZOBOLOGRAM SMJESA ENDOSULFANA | PIRIMIFOSMETILA S PRIKAZOM EC50
VRIJEDNOSTI ZA SVAKU SMIESU .....ooiiiiiiiiiiiiic ittt

4.4.4. EC50 IZOBOLOGRAM SMJESA TEMEFOSA | MALATIONA S PRIKAZOM EC50 VRIJEDNOSTI ZA
SVAKU SMUIESU ...ttt b e e e

4.4.5. EC50 1IZOBOLOGRAM SMJESA TEMEFOSA | PIRIMIFOSMETILA S PRIKAZOM EC50
VRIJEDNOSTI ZA SVAKU SMUIESU .....oiiiiiiiiiiiii ettt e e

4.4.6. EC50 IZOBOLOGRAM SMJESA MALATIONA | PIRIMIFOSMETILA S PRIKAZOM EC50
VRIJEDNOSTI ZA SVAKU SMUIESU .....oiiiiiiiiiiiii ettt iaee e

4.5. PROMJENA EC50 VRIJEDNOSTI U SMJESAMA U ODNOSU NA EC50 VRIJEDNOSTI POJEDINACNIH
[ SIS I (O] PP P PP PPRPTP RPNt

4.6. HISTOLOSKE PROMJENE U ODNOSU DEBLJINE EPITELNOG | MISIENOG SLOUA..........coeveveeeeereeeereeeeeeeeeinan
B RASPRAVA .....ooouiaieieeiete ettt ettt e ettt ettt s s e e e e e et et e et ettt e et e e s e et ettt e e e s ettt et et et et en e et et ea ettt et s ennnnnenenea
8. ZAKLJUCC ...ttt ettt ettt n et r et en s enas
T LITERATURA ..ottt ettt e et et et et et et e e e e e s e e e et et e st et e e s e sa s e et et et e e et e s en s e e s eeeanantesesesnsenenenensnes
8. ZIVOTOPIS ...ttt ettt ettt ettt s etttk et st s s b b st 4 4 e b s s bbbkt A et bbb R Rt b bbbt bbbt e e s b s s

9. POPIS RADONVA ...ttt e oo e e b et e e e h b e e e e s a b et e e bbb e e e b et e e s bb e e e s e e e e e bbe e e s sab e e e s bae e e eaaeeas



uvoD

1. UvOD

Napretkom organske sintetske kemije razvijen je velik broj razliitih spojeva koji nas okruzuju
u svakodnevnom Zivotu, a nalazimo ih u hrani, vodi, tlu, zraku. Takve, organizmima i
bioloSkim sustavima strane kemijske spojeve, nazivamo ksenobioticima (gr€. ksenos-stran,
bios - Zivot).

U ksenobiotike spadaju spojevi kao &to su pesticidi, poliklorirani bifenili, dioksini, policikliCki
aromatski ugljikovodici, poliklorirani dibenzofurani, fenoli i brojni drugi organski i anorganski
spojevi. Tijekom proizvodnje i upotrebe ovi se spojevi dijelom unose i u okolis, kako u tlo,
gdje su raspolozivi organizmima koji u njemu Zive, tako i u rijeke i mora gdje su raspoloZivi
akvatickim organizmima, a procesima bioakumulacije i biomagnifikacije i svim ostalim
organizmima na kopnu. Ranih Sezdesetih godina 20. stoljeca ljudi su postali svjesni i
zabrinuti za moguce Stetne uclinke ovih spojeva na organizme, od kada su i zapocela
sustavna istrazivanja u iznalaZenju brzih i kvalitetnih metoda praéenja i zastite okolisa.
Procjena rizika antropogenih toksikanata prvenstveno se izvodi na temelju eksperimenata
provedenih s jednom tvari. Medutim, toksic¢nost u prirodnim ekosustavima obi¢no ne proizlazi
iz izlozenosti jednom spoju, nego je rezultat izlozenosti smjesi razli¢itih spojeva (Altenburger
i sur., 1996; Syberg i sur., 2008). Spojevi u kombinaciji mogu poluciti u€inak koji je jaci ili
slabiji od ucinka pojedinacnih komponenti. Uzrok tome moZze biti €injenica da jedan spoj
moze znacajno utjecati na toksikokinetiku i/ili toksikodinamiku drugog spoja u uvjetima
zdruZenog djelovanja (Klaassen, 2001). Postojanje i prisutnost velikog broja razli¢itih spojeva
u okoliSu zahtijeva razmatranja njihovih potencijalnih interakcija. Zbog ove Ccinjenice,
toksi¢nost mjeSavina predmet je istrazivanja u posljednjih nekoliko desetlje¢a (Hermens i sur.,
1984; Altenburger i sur., 1996; Engell-Kofoed, 2005).

1.1. Vrste interakcija medu spojevima

Pri opisivanju toksi¢nosti mjeSavina u literaturi se koristi velik broj razli€itih termina kao npr.
supra-aditivnost, viSe od aditivnosti, potencijacija, sumacija, manje od aditivhosti, infra-
aditivnost, kompetitivha aditivnost, kompetitivni antagonizam, itd. (Warne, 2003). Medutim,
Cetiri su osnovna oblika zajedni¢kog djelovanja spojeva koji mogu opisati uinak mjesavine:

aditivnost, sinergizam, potencijacija i antagonizam.

Aditivnost je najcesci oblik zajedni¢kog djelovanja spojeva, pri Cemu je toksi¢nost mjeSavine
jednaka sumi toksi¢nih u€inaka pojedina¢nih spojeva prisutnih u mjesavini (npr. 1 + 1 = 2).
Tako na primjer kloroform i ugljik tetraklorid uzrokuju aditivni hepatotoksi¢ni uc¢inak ako se
primjene zajedno. Razlog tome je u Cinjenici $to kloroform uzrokuje puno istih toksi¢nih
ucinaka kao i ugljik tetraklorid uslijed njihove metaboli¢ke pretvorbe u slobodne radikale i

fosgen (Bruckner i Warreen, 2001).
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Sinergizam je za zajedniCko djelovanje spojeva kod kojeg dolazi do jaCanja ucinka
mjesavine u odnosu na pojedinacne sastojke (npr. 1 + 1 > 2). Cesto se za ovu interakciju
upotrebljava i naziv supra-aditivna interakcija. NajéeSce do nje dolazi kod spojeva koji imaju
razliCite mehanizme djelovanja. Na primjer, i ugljik tetraklorid i etanol su hepatotoksicni, ali
zajedno uzrokuju puno jaa ostecenja na jetri od onih koji bi se o€ekivali zbrajanjem njihovih
pojedinacnih ucinaka. To je najCeS¢e zbog toga Sto alkoholom inducirano povecanje
proizvodnje toksi¢nog ugljik tetraklorid slobodnog radikala i hidroksil-etil radikala zajedno
djeluju puno &tetnije na jetru i poluuju puno jaci u€inak nego svaki od radikala pojedinacno
(Mantle i Preedy, 1999).

Potencijacija je interakcija kod koje sli€no kao i kod sinergizma dolazi do ja¢anja ucinka
kombinacije u odnosu na pojedinac¢ne sastojke, ali se potencijacija javlja kod spojeva koji
nemaju neki specifi¢ni toksi¢ni u¢inak, medutim u prisustvu nekog drugog spoja ¢ine ga puno
toksi¢nijim (npr. 0 + 2 > 2). Tako na primjer, izopropanol sam po sebi nije hepatotoksi¢an,
medutim on znatno pojatava hepatotoksi¢nost ugljik tetraklorida, naj¢eSée zbog pojacanog,

mikrosomalnim enzimima, posredovanog metabolizma (Klaassen, 2001).

Antagonizam opisuje zajedni¢ko djelovanje spojeva kod kojeg je toksiCnost mjeSavine
manja nego Sto se ocekuje, pri Eemu jedan sastojak najéeSce umanjuje toksi¢nost drugog
(npr. 1 + 1 < 2). Za ovu vrstu interakcije esto se koristi i naziv infra-aditivna interakcija. Cetiri
su tipa antagonisti¢kih reakcija: funkcionalno/fizioloSke, kemijske, zatim dispozicijske i
receptorske. Kod funkcionalno/fizioloSkog antagonizma, dva spoja proizvode suprotne ucinke
na istoj fizioloskoj funkciji, bilo da stimuliraju ili inhibiraju dva razli¢ita receptora. Na primijer,
alkaloid ergot uzrokuje vazokonstrikciju stimuliranjem serotonergi¢kog receptora podtipa 5-
HT1D, dok nitriti i /ili nitrati uzrokuju vazodilataciju stimuliranjem aktivnosti enzima gvanil
ciklaze, i tako postaju funkcionalni antagonisti jedan drugome. Kemijski antagonizam je
reakcija izmedu dva spoja koji neutraliziraju medusobno djelovanje. Npr. heparin je
heteropolisaharidni tip antikoagulansa, a neutralizira ga protamin, koji sluzi kao uéinkovit
antidot kod predoziranja heparina. To je zato Sto je heparin kiselog karaktera, a protamin
bazi¢nog, te jedan drugog stehiometrijski neutraliziraju. Pored toga razlikujemo i dispozicijski
antagonizam i receptorski antagonizam. Dispozicijski antagonizam se dogada tamo gdje
jedna tvar mijenja toksikokinetiku drugoj tvari u nekoj od faza apsorpcije, distribucije,
biotransformacije ili ekskrecije. Tako na primjer, velike koli€ine kalcija ili Zeljeza umanjuju
apsorpciju olova u crijevu (Mahaffey i Rader, 1980). Kolestipol (politiolna smola) veze
klorirane ugljikovodike, endotoksine i umanjuje njihovu apsorpciju (Fraser, 1986).
Receptorski antagonizam javlja se tamo gdje se dva spoja veZu na isto receptorsko mjesto
pa jedan istiskuje® drugog s ovoga mjesta. Tako se atropin veZe na muskarinske

kolinergiCke receptore i sluzi kao antidot kod trovanja organofosfornim insekticidima.
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Hewlett i Plackett (1952) opisuju Cetiri tipa zajedniCkog djelovanja komponenti u mjesavini
uzimajuci u obzir obiljezjia komponenti karakterizirana bioloSkim mehanizmima djelovanja
(promjenama u apsorpciji, metabolizmu ili ekskreciji, fizioloSkim promjenama, djelovanje na

receptore i vezna mjesta). Tako se razlikuju:

1.1.1. Jednostavno sli€éno zdruzeno djelovanje (,simple similar joint action“)

Kod ovog oblika, spojevi (komponente) u smjesi imaju isto mjesto djelovanja, ali jedan spoj
ne utjeCe na bioloSku aktivnost drugog, drugim rijeCima nema medusobne interakcije. Ovaj
tip zajedni¢kog djelovanja zove se jo$ i aditivnost koncentracija, a njihov zajednicki ucinak
jednak je zbroju koncentracija pojedinacnih spojeva i moze se matemati¢ki prikazati na
slijededi nacin:

Ukupna toksi¢nost = (Ca/Ta) + (Cb/Th) + ....(Cn/Tn)

gdje Ca, Cb, Cn predstavljaju koncentracije pojedinog spoja u mijeSavini, a T mjeru
toksiCnosti za pojedini spoj (npr. EC50 ili LC50). Neophodno da krajnja to¢ka mjerenja
(endpoint) bude ista za svaki pojedini spoj u mjeSavini (npr. smrtnost, reproduktivhe

promijene, pokretljivost).

1.1.2. Nezavisno zajedni¢ko djelovanje (,independent joint action*)

Kod ovog oblika zajedni¢kog djelovanja, komponente mjeSavine imaju razliCita mjesta
djelovanja i jedan spoj ne utjeCe na bioloSku aktivhost drugog spoja u mjeSavini, drugim
rijeCima ne dolazi do interakcije. Ovaj oblik medusobnog djelovanja javlja se kada
komponente unutar mjeSavine djeluju na razli¢ite fizioloSke i biokemijske sustave ali polucuju
isti odgovor (Anderson i Weber, 1975). Ovaj tip zajedni¢kog djelovanja obi¢no dovodi do
aditivnog odgovora, jer je ukupna toksi¢nost smjese jednaka sumi bioloSkih odgovora
dobivenih od svakog spoja pojedinacno. Bioloski odgovor (BO) koji se odreduje, odnosi se
na koncentracija-odgovor odnos za svaki spoj. MatematiCki se ovaj oblik zajednitkog

djelovanja moze prikazati na slijedeci nacin:

Ukupna toksi¢nost = BO; + BO,...BO,,

1.1.3. Slozeno sliéno i sloZzeno zavisno zdruzeno djelovanje (,complex similar and

dependent action*)

Za ovaj oblik zajedni¢kog djelovanja karakteristicno je da najmanje jedna komponenta
mjeSavine utjeCe na bioloSku aktivnost druge komponente. BioloSka aktivhost moze biti

promjenjena djelovanjem na brzinu apsorpcije, metabolizma ili eliminacije. Razlika izmedu

3
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sloZzenog sli€hog i slozenog zavisnog zdruzenog djelovanja spojeva je u tome S$to
komponente mjeSavine kod prvog imaju isto mjesto djelovanja, dok kod drugog imaju
razliCita mjesta djelovanja. Toksi¢ni uCinak ove smjese teSko je predvidjeti, s obzirom da
komponente medusobno utjeCu na bioloSke aktivnosti jedna druge. Kako ove mjeSavine
nemaju aditivno zajednicko djelovanje, imaju tendenciju za singergisticki ili antagonisticki

ucdinak.

1.1.4. 1zobolografska metoda za odredivanje interakcija medu spojevima

Izobolografsku metodu prvi je predlozio Fraser (1870-1871, 1872), a upotrebu izobolograma
proSirili su Loewe i Muischnek (1926), Loewe (1953), i Berenbaum (1981). Rije¢ izobola
dolazi od grcke rije€i bolos (BoAhoo) koja znali pogodak, odnosno rije€i izobola - sliCni
pogodci.

Ova metoda je primjenjiva pri vecini uvjeta za istrazivanje interakcija medu spojevima buduci
da je neovisna o bilo kakvom poznavanju mehanizama toksi¢nosti komponenti u smjesi.
Izobologram se sastoji od koordinativnhog sustava na koji se nanose doze pojedinacnih
komponenti smjese, te ,linije aditivnosti* koja sluzi za razlikovanje (razlu€ivanje) aditivnih,
sinergistickih ili antagonistickih interakcija (Tallarida, 2006).

Izobolografska metoda se zasniva na slijedecoj predpostavci: Ako se spoj A i Spoj B
primjene u kombinaciji, toksi€nost ove smjese moze se odrediti (procijeniti) dijeljenjem
koncentracije svakog spoja u smjesi sa koncentracijom pojedinacnog spoja koja daje isti
u€inak kao i smjesa (izo-efektna koncentracija). Metoda vrijedi za smjese koje se sastoje od
bilo kojeg zadanog broja spojeva, ali je opisana za binarne smjese kako bi se Sto
jednostavnije prikazala. 1zobologram se izraduje iz doza-odgovor krivulja koje opisuju spoj A i
spoj B pojedinacno, te u kombinaciji u izoefektnim koncentracijama (koncentracije koje
polu€uju isti u€inak, npr. LCsy, ECsq za pojedinacni spoj). Ravna linija (linija aditivnosti)
povezuje specifiCni u€inak (npr. EC50) za pojedini spoj i predstavlja kombinaciju A i B kada

spojevi daju aditivni u€inak. Ovaj odnos se moze prikazati na slijedeci nacin:

gdje su da i dg = doze spojeva A i B u smjesi koja daje odredeni ucinak, D, i Dg = doze
spojeva A i B u pojedinacnim eksperimentima koje dovode do istog uénka kao u smijesi
(Brenbaum, 1989; Kortenkamp i Altenburger, 1998).

Ako je u€inak smjese jaci nego za pojedinacne spojeve (D, + Dg), ovaj meduodnos se moze

prikazati slijede¢im izrazom:
d_A + d_B
A DB

<1
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Ako je u€inak smjese manji nego od u€inka pojedinacnih spojeva odnos se moZe prikazati na

slijededi nacin:

Ay, bs
DA DB

>1

1.2. Hormeticki koncept u procjeni toksi¢nosti spojeva

Velik broj razli€itih ksenobiotika, a medu njima i pesticidi u okoliSu se pojavljuju u vrlo malim
(subefektnim) koncentracijama. Dugo se smatralo da te male, odnosno subefektne
koncentracije toksi¢nih tvari nemaju u€inka na organizme. Tek u novije vrijeme ustanovila se
pojava kod koje upravo ove subefektne koncentracije toksi¢ne tvari dovode do ucinka i to
suprotnog od onog kojeg uzrokuju pri ve¢im koncentracijama (Stenersen, 1980b; Calabrese,
E.J., 2008, Zanucio i sur., 2003; Belz i sur., 2008). Ova pojava se naziva hormezom, a medu
prvima ju je opisao njemacki lije€nik i farmakolog Hugo Schulz, 80-tih godina proslog stolje¢a
(Calabrese, 2008). Istrazivanja koja su se do sada provodila uglavnhom su se odnosila na
hormeti¢ko djelovanje lijekova, no u novije vrijeme hormeti¢ki ucinak se istrazuje i na
okoliSnim zagadivalima (Gardner i sur., 1998; taszczyca i sur., 2004; Kefford i sur., 2008;
Zalizniak, L., Nugegoda, N., 2006a).

Obilijezje hormeze je neuobiCajen izgled ,dose-response“ krivulje, koji je uobi¢ajeno
sigmoidalan, no u slu¢aju hormeze, ova krivulja mijenja svoj oblik i to upravo u dijelu
subefektnih koncentracija, tako da mozemo reci da male doze dovode do stimulacije a velike
do ucinka inhibicije (Stenersen, 1980b). Jedan od primjera je hormeticki u€inak temefosa na
aktivnost acetilkolinesteraze kod gujavice Eisenia fetida. Naime, kao i veéina organofosfata,
temefos uzrokuje inhibiciju enzima acetilkolin-esteraze (AChE). Medutim, ustanovilo se da
subefektne koncentracije ovog spoja uzrokuju statistiCki znacajno povecéanje aktivnosti AChE
(Hackenberger i sur., 2008).

Danas se zna za oko 3000 spojeva koji uzrokuju ovu pojavu. Upravo zbog toga Sto neki
spojevi dovode do uginka u subefektnim koncentracijama, u procjeni toksi¢nosti ksenobiotika
svakako treba uzeti u obzir i hormezu.

Calabrese (2008) smatra da hormeza, kao sredisnji kocept u toksikologiji i farmakologiji treba
biti uklju¢ena u doza odgovor procjene, ukljuujuéi i procjene ulinka smjese spojeva.
IstraZivanja koja su se do sada provodila vezana za toksi¢nost mjeSavina, zatim modeli i
metode za odredivanje toksi¢nosti mjeSavina, baziraju se na monofaznim doza-odgovor
krivuljama. Medutim, postavlja se pitanje $to se dogada kada neki od spojeva u smjesi potiu
bifazni doza odgovor odnos? Moze li se i tada uCinak smjese predvidjeti, pogotovo pri
niskom rasponu koncentracija? Moze li se veli€ina i raspon koncentracija hormeze u smijesi

predvidjeti iz poznavanja doza-odgovor odnosa pojedinaénih spojeva? Kako sve to utjeCe na
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predvidanje zajedniCkog djelovanja spojeva ako se hormeticki odgovor ignorira? Odgovori na
ova pitanja joS uvijek ne postoje. lako su ova pitanja najéeS¢e upucivana humanoj
toksikologiji i farmakologiji, pitanje hormeze u smjesama jednako je relevantno i za
ekotoksikologiju i fitofarmakologiju gdje se radi o smjesama razliCitih zagadivala, pesticida ili
alelokemikalija koji takoder mogu uzrokovati bifazne doza-odgovor krivulje (Calabrese, 2008;
Belz i sur., 2008).

1.3. Pesticidi

Pesticidi (lat. pestis-kuga, occidere-ubiti) su kemijske tvari sinteti¢kog ili bioloSkog porijekla
koje sluze za suzbijanje, odbijanje, reguliranje rasta, te opcéenito za kontrolu nezeljenih
ucinaka ciljnih organizama. Upotreba pesticida ima Siroku primjenu u poljoprivrednoj
proizvodnji, Sumarstvu i javhom zdravstvu. Do intenziviranja upotrebe pesticida doslo je
nakon Drugog svjetskog rata, od kada su pesticidi postali jedan od najtraZzenijih proizvoda u
poljoprivredi, pa su se tako 1,1,1-trikloro-di-(4-klorfenil)etan poznatiji kao DDT, te drugi
perzistentni pesticidi unosili u okoli5 u enormnim koli¢inama kako bi rijeSili probleme u
kontroli razli¢itih bolesti koje prenose kukci, te probleme vezane uz gubitak hrane uslijed
djelovanja Stetnika.

U svijetu se godiSnje potrosi u prosjeku 2,5 milijuna tona ovih spojeva. Prema podacima iz
IzvieS¢a o stanju okoliSa iz 2007. godine, u Republici Hrvatskoj se godisnje proizvede oko
4000 tona sredstava za zastitu bilja, a procjenjuje se da se godiSnje potrosi oko 3 kg aktivnih
tvari po hektaru obradive povrSine. Danas je poznato oko 890 sintetiCkih kemikalija koje se
koriste kao pesticidi, a broj trziSnih proizvoda na bazi pesticida procjenjuje se na 20 700
(Stenersen, 2004).

Tek potkraj Sezdesetih godina proslog stolje¢a, kada je Rachel Carson objavila knjigu Silent
spring (1962), pocelo se ozbiljnije razmisljati o ovim spojevima, njihovoj emisiji u okolis, te o
toksi¢nim ucincima na ljude i druge neciljne organizme.

Pesticidi se mogu klasificiranti na razlicite nacine. Ovisno o ciljnim skupinama na koje djeluju
pesticidi se mogu podijeliti na insekticide, herbicide, akaricide, rodenticide, limacide, avicide,
fungicide. NesSto slozenija podjela je na temelju kemijske strukture i mehanizma toksi¢nog
djelovanja. Termin mehanizam toksiénog djelovanja odnosi se na kljuéne procese kojim
pesticidi dovode do subletalnih i letalnih u€inaka. Najvaznije skupine pesticida s obzirom na
kemijsku gradu i mehanizam toksi¢nog djelovanja obuhvacaju organofosfosfate, karbamate,

piretroide i organoklorne spojeve.
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1.3.1. Organofosforni pesticidi

To su esteri, amidi ili tioli fosfatne, fosfonske, ili fosfinske kiseline kod kojih je atom kisika ili
sumpora neposredno vezan na atom fosfora (Slika 1). Ovo je jedna od najvecih skupina
pesticida u upotrebi upravo zbog svojstva brze razgradnje u okoliSu. Ovi spojevi se
sintetiziraju razlicitim kemijsko-tehnoloskim postupcima i primjenu nalaze uglavnhom kao
insekticidi. Dobro su topljivi u vodi i jako dobro topljivi u organskim otapalima. U okolis
organofosrati dospijevaju namjerno kao pesticidi na poljima, oranicama i slu¢ajno
akcidentima, procjednim vodama s tretiranih oranica i slicno. U ovu skupinu spadaju malation,
diazinon, klorpirifos, pirimifosmetil, temefos i mnogi drugi pesticidi. Ovi spojevi inhibiraju
enzim acetilkolinesterazu, kljuéni enzim za hidrolizu acetilkolina. Inhibicijom AChE dolazi do
nakupljanja acetilkolina i prekomjerne stimulacije kolinergi¢kih receptora i remecenja

neuroloSkih aktivnosti u organizmu.

I I
R1—P—L R1—P—L
R2 R2

Slika 1. Strukturna formula organofosfornih pesticida. Sredisnji atom fosfora je peterovalentan. Kisik ili
sumpor vezani su dvostrukom vezom na fosfor. R1 i R2 mogu biti alkil-, alkoksi-, alkiltio-, aril-, ariloksi-,
mono- ili dialkil-aminogrupe. Supstituent L je alifatska, aromatska ili heterociklicka skupina koja se lako

odcjepljuje.

1.3.2. Karbamatni pesticidi

Karbamati ¢ine veliku skupinu sinteti¢kih pesticida i svoju su svoju primjenu pronasli kao
insekticidi, fungicidi, nematocidi. Svi karbamati su N-supstituirani esteri karbamidne kiseline
(Slika 2). Vec¢inom su slabo topljivi u vodi, a dobro topljivi u organskim otapalima.
Neurotoksi¢ni su i uzrokuju neuralnu disfunkciju inhibirajuéi acetilkolinesterazu, brzo se
razgraduju i izluCuju iz organizma. Danas je poznato vise od 50 karbamatnih spojeva, a u
ovu skupinu spadaju karbofuran, karbaril, aldikarb, benomil. Kao i organofosfati, karbamatni
spojevi se relativno brzo razgraduju u okoliSu. Neki karbamati imaju tendenciju
bioakumulacije u u organizmima, prvenstveno ribama, zbog sporog metaboliziranja. Velik

broj ovih spojeva je toksi¢an za gujavice i druge organizme koji Zive u tlu.

R1—N—C—0O—R2
H

Slika 2. Strukturna formula karbamatnih pesticida. Ukoliko je R1 skupina metil, tada se radi o
insekticidu; ukoliko je R1 skupina aromatska radi se o herbicidu; ukoliko je R1 skupina derivat

benzimidazola, radi se o fungicidu. R2 je alifatski iliaromatski supstituent.
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1.3.3. Piretroidni pesticidi

Piretroidi (npr. permetrin) su insekticidni spojevi u Sirokoj upotrebi u poljoprivredi, Sumarstvu,
komunalnoj higijeni i ku¢anstvu. To su sintetiCki analozi i derivati piretrina sadrzanih u
piretrumu, ektraktu cvjetova biljaka Chrysanthemum cinerariefolium i Chrysanthemum
cocineum. U ovu skupinu se ubrajaju alfa-cipermetrin, akrinatrin, bifentrin, beta-ciflutrin,
deltametrin i brojni drugi. | ovi insekticidi takoder uzrokuju neuroloSke promjene, ali na
drugim ciljnim mjestima. Mehanizam toksicnosti ovih spojeva temelji se na neurotoksi¢nom
djelovanju i to pobudivanjem natrijevih i kalijevih kanala neurona i usporavanja njihova
zatvaranja tijekom faze depolarizacije. Pored toga, u organizmu uzrokuju oksidativni stres i
pojacanu produkciju slobodnih radikala, a pokazalo se i da pojaCavaju estrogenu aktivnost. U

okolidu se relativno brzo razgraduju.

1.3.4. Organoklorni pesticidi

Organoklorni pesticidi su organski spojevi koji u svojoj strukturi imaju jedan ili viSe atoma
klora. Postoji Cetiri osnovna tipa organoklornih pesticida: diklorodifeniletani, ciklodieni,
klorirani benzeni i cikloheksani. Ovi spojevi su vrlo stabilni, sporo se razgraduju, lipofilni su
(topivi su u mastima). Imaju tendenciju bioakumulacije i biomagnifikacije. U ovu skupinu
spadaju DDT, klordan, aldrin, dieldrin, heptaklor. DDT je bio prvi u€inkoviti sinteticki pesticid i
imao je vrlo dobru ucinkovitost kao insekticid, zbog svoje stabilnosti, vrlo jeftine proizvodnje,
te vrlo dobre ucinkovitosti protiv malarije. 70-tih godina 20. stolje¢a u svim razvijenim
zemljama svijeta zabranjena je upotreba DDT-a, ali ne zbog njegove akutne toksi¢nosti nego
zbog cinjenice da je izuzetno stabilan i perzistentan kemijski spoj, koji vrlo sporo i teSko
podlijeze razgradnji. Spojevi iz ove skupine djeluju neurotoksi¢no, karcinogeno, te kao
endokrini disruptori. Mehanizam kojim djeluju na organizme je blokiranje ionskih kanala (Na-
K kanali), blokiraju Na-K ATPaze, veZu se za receptore spolnih hormona (DDT), izazivaju
indukciju CYP enzima, metaboliti stvaraju adukte s DNA. Donedavno ova skupina pesticida
se smatrala najvaznijom, no zbog velike perzistentnosti u okolisu, teSke razgadljivosti,
topivosti u mastima i nakupljanja u lancu prehrane ovi se spojevi sve viSe i viSe izbacuju iz
upotrebe . U Republici Hrvatskoj donedavno je samo jedan pesticid iz ove skupine imao
dozvolu za upotrebu (endosulfan), no u popisu sredstava za zastitu bilja od 2009. godine niti

jedan pesticid iz ove skupine nema dozvolu za uporabu.
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Slika 3. Strukturne formule organoklornih pesticida: a) DDT, b) endosulfan.

Ostale vrste insekticida kao 5to su regulatori rasta, pesticidi sa kontaktnim i zZelu¢anim
djelovanjem imaju potpuno razliit mehanizam djelovanja. Pored toga mehanizam toksi¢nog
djelovanja izmedu insekticida i herbicida gotovo je uvijek razligit. Cesto, toksiénost insekticida
na bilke ili herbicida na Zivotinje uzrokovana sekundarnim mehanizmima toksi¢nog

djelovanja koji nisu sasvim poznati i dovoljno razjasnjeni.

1.4. Sudbina pesticida u okoliSu

Ulaskom pesticida u okoli§ oni se raspodijeljuju izmedu Cetiri glavna kompartmenta: vode,
zraka, tla i Zivih organizama, te prolaze kroz razli€ite procese, a tri su osnovna: adosrpcija,
translokacija i razgradnja.

Adsorpcija je primarni proces kojim tlo zadrzava pesticide i definira se kao vezanje pesticida
na Cestice tla. Koli¢ina pesticida koja se adsorbira na Cestice tla ovisi o vrsti, kemijskim
svojstvima pesticida (topivosti u vodi, polarnosti), koli€ini vlage u tlu, pH tla, teksturi tla. Za
ve€inu pesticida sadrzaj organske tvari je najvaznije svojstvo koje kontrolira stupanj
adsorpcije. Stupanj adsorpcije je veci sto je vec¢a koli€ina organske tvari.

Postoji vise nacina translokacije pesticida u okoliSu kao npr. isparavanje (kretanje zrakom),
kretanje vodom po povrsini tla (runooff), kretanje vodom i disociranje kemijskih komponenti
kroz zemlju (leaching), te apsorpcija (kretanje pesticida kroz biljku i Zivotinje).

Isparavanje je proces kojim se krutine ili tekuéine pretvaraju u plin, ¢ime pesticidi imaju
mogucnost translokacije sa inicijalnog mjesta aplikacije. To kretanje se naziva i strujanje,
pomak para. Pesticidi lako isparavaju u pjeS€anim i vlaznim tlima. Temperatura, suh zrak,
vjetar pojaCavaju isparavanje. Inkorporairanje pesticida u tlo pomaze u sprjeCavanju
isparavanja. Stupanj isparavanja uvelike ovisi o hlapivosti i vrsti pesticida.

Otjecanje (runoff) je kretanje pesticida u vodi preko nagnute povrSine. Otjecanje se moze
javiti kada velika koli¢ina vode dospijeva u tlo i to puno brZze nego $to se ta voda moze

apsorbirati u tlu. Pesticidi se u tlu mogu kretati otjecanjem kao spojevi otopljeni u vodi ili
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vezani za sitne Cestice tla. KoliCina pesticida koja otjeCe ovisi o nagibu, teksturi tla, vlaznosti
tla, oborinama, vrsti pesticida. Otjecanjem pesticida od mjesta tretiranja oni mogu dospijeti u
vodotokove, jezera, rijeke, izvore.

Ispiranje je kretanje pesticida u vodi kroz tlo. Cimbenici koji utjeéu na to da li ée pesticidi
doprijeti u podzemne vode uklju€uju svojstva tla i pesticida, njihovu interakciju sa vodom bilo
nakon navodnjavanja ili oborina. Ispiranje se moZe pojacati u slu€aju da je pesticid topiv u
vodi, kada je tlo pjeskovito, ako padaline nastupe neposredno nakon primjene pesticida, ako
se pesticid ne veze ¢vrsto na Cestice tla.

Karakteristike tla su izuzetno vazne u kretanju pesticida. Glinovita tla imaju veliki kapacited
adsorbiranja velikog broja spojeva ukljuCujuci pesticide i nutrijente u tlu. Pjeskovita tla imaju
puno manji kapacitet adsorpcije pesticida. Tla bogata organskim tvarima vrlo lako adsorbiraju
pesticide. O teksturi tla ovisi i kretanje vode i pesticida kroz tlo.

Apsorpcija je inkorporiranje pesticida u zive organizme (biljke, Zivotinje, mikroogranizme).
Velik broj pesticida razgraduje se vrlo brzo nakon apsorpcije.

Pesticidi u okoliSu podlijezu razgradnji. Idealno je kada pesticid u tretiranom okolisu,
tretiranoj povrsini ostaje toliko dugo da proizvede Zeljeni u€inak, a zatim da se razgradi u
bezopasne spojeve. No neki pesticidi se u okoliSu zadrZzavaju dugo. Ovaj proces moze trajati
od nekoliko sati, dana ili godina, ovisno o okoliSnim uvjetima i kemijskim svojstvima pesticida.
Pesticidi koji se brzo razgraduju, opcenito se ne zadrzavaju u tlu, ali ponekad razgradni
produkti pojedinih pesticida mogu biti perzistentniji i toksi¢niji od polaznog spoja. Pored toga,
neki se pesticidi u okolisu razgraduju u spojeve koji su puno toksi¢niji od polaznog spoja.
Tako se npr. dimilin, u okoliSu raspada na 2,6-difluorobenzoi¢nu kiselinu, 4-klorfenilureu i 4-
kloroanilin.

Tri su osnovna nalina razgradnje pesticida: bioloSka (razgradnja uz pomo¢
mikroorganizama), kemijska (razgradnja kemijskim reakcijama, kao Sto su hidroliza i redoks
reakcije) i fotokemijska (razgradnja ultravioletnim ili vidljivim svjetlom).

MikrobioloSka razgradnja je razgradnja spojeva mikroorganizmima kao Sto su gljivice i
bakterije. MikrobioloSka razgradnja se poja¢ava pri viSim temperaturama, pri odgovarajuéem
pH tla, vlaznosti, prisutnosti kisika itd.

Kemijska razgradnja pesticida odvija se putem kemijskih reakcija u tlu, kao 5to je npr.
hidroliza. Brzina i tip kemijskih reakcija ovisi 0 vezanju pesticida za tlo, temperaturi tla, pH
vrijednosti (vecina pesticida, pogotovo organofosfata razgraduje se puno brze u alkalnim
tlima), zatim o vlaznosti tla.

Brzina kemijske razgradnje mozZe se prikazati vremenom poluZivota, odnosno vremenom
koje je potrebno da se polovica pesticida razgradi, te njegova koncentracija padne na
polovicu pocCetne razine. Vrijeme poluzivota ovisi o vise Cimbenika: vrsti tla, formulaciji

pesticida, ekolosSkim uvjetima (npr. temperatura, vlaga, vjetar).
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Fotokemijska razgradnja je razgradnja pesticida ultravioletnim ili vidljivim svjetlom. Svi
pesticidi su podlozni fotodegradaciji u odredenoj mjeri. Na brzinu razgradnje utjece intenzitet

svjetla, trajanje izloZenosti, svojstva pesticida.

1.5. Pregled dosadasnjih istrazivanja vezanih za ispitivanje toksiénosti mjeSavina
pesticida

Zbog intenzivne upotrebe velikog broja razli€itih pesticida opseZzna israZivanja vezana uz
ucinke i toksi¢not mjeSavina napravljena su u posljednjih nekoliko desetlje¢a. Vrlo je malo
istrazivanja ovog tipa objavljeno za terestricke organizme, dok je velik broj istrazivanja
usmjeren na akvaticke organizme.

UcCinak binarnih smjesa metamidofosa i bakra, acetoklora i bakra, te metamidofosa i
acetoklora nakon 14 dana izlaganja Eisenia foetide u tlu prikazali su u svom radu Lian i Zhou
(2003). Mjesavine pesticida i metala u razliitim koncentracijama uglavhom su polucile
aditivni, dok je kombinacija metamidofosa i acetoklora kao rezultat imala sinergisticki uc¢inak
na postotak mortaliteta.

Rezultati istrazivanja ucinaka binarnih smjesa triazinskih herbicida (atrazina, cimazina i
simazina) sa organofosfornim insekticidom klorpirifosom primjenom kontakt testa na filter
papiru nakon 96 h izlaganja gujavica (Eisenia fetida) pokazali su da atrazin i cianazin
znacajno pojacavaju toksic¢nost klorpirifosa, dok simazin ne pokazuje utjecaj na klorpirifos
(Lydy i Linck, 2003).

SloZzeno istraZivanje upotrebe modela adicije koncentracija u odredivanju toksi¢nosti
mjeSavina napravili su Gomez-Eyles i sur. (2009), pri ¢emu su pratili u€inak smjese dva
insekticida imidakloprida i tiakloprida na reproduktivne parametre (broj jajaSaca, broj kokona)
kod vrp€ara (Caenorhabditis elegans) i gujavica (Eisenia fetida).

Jedno od prvih veéih osvrta na toksi¢nost meSavina provedeno je od strane Europske
savjetodavne komisije za kopneno ribarstvo (European Inland Fisheries Advisory
Commission, EIFAC, 1980). Istrazivanje je obavljeno sa 76 mjeSavina na ribama. Istrazivanja
su obuhvacala uglavhom binarne smjese spojeva koji se mogu pronaci u kanalizacijskim i
industrijskim izljevima. Vecina ovih mjeSavina polucila je aditivni ucinak.

ToksikoloSka istraZzivanja provedena sa smjesama pesticida rezultirala su velikim spektrom
odgovora u kojima kompleksnost interakcija ovisi o razlikama u kemijskim svojstvima i
mehanizmima djelovanja pesticida. Studije vezane za ispitivanje uCinaka pesticida iz iste
skupine obi¢no se lako interpretiraju, jer su promatrani ucinci najéeSce aditivni. Bailey i sur.
(2000) su wuocili da organofosforni insekticidi kao Sto su klorpirifos i diazinon u
eksperimentima provedenim u laboratorijskim i okoliSnim uvjetima na kladocerama
(Ceriodaphnia dubia) polucuju isklju€ivo aditivni toksi¢ni uc€inak (Bailey i sur., 1997). Aditivni

ucinci takoder su zabiljeZzeni i kod trzalaca (Chironomus tentans) nakon izlaganja binarnim
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smjesama nekoliko organofosfata, uklju€ujuéi klorpirifos, azinofos metil, metidation i diazinon
(Lydy i Austin 2004). Faust i sur. (1993) su uodili aditivni u€inak za binarne smjese s-
triazinskih herbicida atrazina i cianazina u reproduktivnim testovima toksi¢nosti sa zelenim
algama (Chlorella fusca). Mehanizam toksi¢nog djelovanja ovih herbicida temelji se na
ometaju lanca transporta elektrona u fotosustavu |Il. Aditivni ucinak inhibitora
acetilkolinesteraze dokazan je kod zelenih algi (Chlorella dubia) u eksperimentima sa
karbamatnim insekticidom karbofuranom, te organofosfatima metilparationom i malationom
(Norberg-King i sur., 1991).

Razumijevanje toksi¢nosti smjesa pesticida sa razli€itim mehanizmom djelovanja viSe je
izazovno, ali je i puno teZze objasniti procese koji dovode do toksi¢nih odgovora. Pape-
Lindstrom i Lydy (1997). Aditivni toksi¢ni u€inak kod musSica izlaganih smjesi organoklornog
insekticida metolaklora i organofosfornog insekticida metil parationa (Pape-Lindstrom i Lydy,
1997). Faust i sur. (1994) su pronasli da herbicidi sa razliitim mehanizmima toksi¢nog
djelovanja u binarnim kombinacijama opcenito dovode do aditivnhog ucinka kod algi.

Veliki broj istrazivanja odnosi se na zajedniCko djelovanje piretroidnih insekticida i
organofosfata (Tripathi i Agarwal, 1998; Moreby i sur., 2001; Denton i sur., 2003). NajCecci
ucinak ove kombinacije je vec¢i od aditivnog. Denton i sur. (2003) su pokazali da izlaganje
smijesi esfenvalerata i diazinona kod velikoglavog klena (Pimephales promelas) rezultira
toksi¢nim ucinkom vise od aditivnog. Sliéni toksi¢ni u€inci uo€eni su i nakon izlaganja
organizama smijesi piretroida i karbamata. Permetrin i karbamat propoksur dovode do vise
od aditivnog toksi¢nog ucinka kod komarca (Culex quinquefasciatus) (Corbel i sur., 2003).
Ovakvi udinci se povezuju sa komplementarnim mehanizmima toksi¢nog djelovanja ove dvije
skupine insekticida, koji djeluju na razli€¢ite komponente prijenosa ziv€anih impulsa.
IstraZivanja vezana za utjecaje smjesa koje se sastoje od komponenti sa potpuno razli¢itim
mehanizmima toksicnog djelovanja, kao na primjer smjesa insekticida i herbicida ili pak
smjesa pesticida sa nekim drugim spojem, dovodi do mjeSovitih rezultata. Tako na primjer
netoksi¢na interakcija uoena je nakon izlaganja trzalaca (Chironomus tetans) binarnoj
smjesi triazinskog herbicida atrazina i karbamatnog insekticida karbofurana (Douglas i sur.,
1993), dok atrazin u kombinaciji sa klorpirifosom (fosforotioatni insekticid) dovodi do
znacajne inhibicije acetilkolinesteraze kod istog organiznma (Belden i Lydy, 2000).
Djelovanje smjese organofosfata diazinona i amonijaka istrazivana je kod zelenih algi
(Chlorella dubia) upotrebom 48 h akutnog testa toksi¢nosti (Bailey i sur., 2001). Rezultati za
ovu binarnu smjesu su pokazali toksicni uCinak manje od aditivnog. Manje od aditivhog
u€inka uoCili su i Blanks i sur. (2003), nakon izlaganja zelenih algi binarnoj smjesi diazinona i
bakra.

Rezultati nekih istrazivanja su pokazali da triazinski herbicidi mogu pojacati ucinak

organofosfata i time dovesti do viSe od aditivnog odgovora smjese (Pape-Lindstrom i Lidy,
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1997; Belden i Lydy, 2000; Anderson i Lydy, 2002; Lydy i Linck, 2004). Zapravo ovaj odgovor
predstavlja potencijacijski u€inak, jer herbicidi nisu akutno toksi¢ni za ove organizme.
Veli€ina potencijacije uvelike ovisi o koncentraciji i vrsti triazinskog herbicida i oraganofosfata
koji se koriste u istraZivanju. OkoliSne studije rijetko istraZzuju toksikokinetiCke i
toksikodinamiCke procese zajednickog djelovanja pesticida. lzuzetak je pokuSaj da se
objasni mehanizam kojim triazinski herbicidi potenciraju toksi€nost organofosfornih
insekticida. Lindstrom i Lydy (1997) navode da atrazin poti¢e biotransformaciju organofosfata
koji se pretvara u jace toksi¢ne metabolite (okisi-analoge). Naime, organofosforni insekticidi
iz skupine fosforotioata zahtijevaju oksidativhu aktivaciju uz pomo¢ CYP P450 enzima u
njihove okon analoge da bi inhibirali AChE. Stoga ovi autori pretpostavljaju da atrazin utjeCe
na indukciju citokrom P450 enzima odgovornih za pretvorbu i time poti€u metabolicku
aktivaciju organofosfornih insekticida. Predhodna istrazivanja podrzavaju ovu hipotezu,
budu¢i da su pokazla da se biotransformacijski enzimi snazno induciraju nakon izlaganja
mnogih kraljeznjaka i beskraljeznjaka atrazinu (Egaas i sur., 1993). Istrazivanja koja su
proveli Belden i Lydy (2000) su pokazala da se nakon izlaganja trzalaca (Chironomus tetans)
smjesi atrazina i klorpirifosa, znatne koli¢ine klorpirifosa pretvaraju u okson oblik.
Eksperimenti sa multikomponentnim smjesama pesticida manje su se provodili, no najceséi
rezultat kod izlaganja organizama veéem broju pesticida je aditivni odgovor (Broderius i Kahl,
1985; Altenburger i sur., 2000). Upotrebom modela adicije koncentracija Broderius i Kahl
(1985) su istrazivali akutnu toksiénost velikog broja smjesa organskih spojeva kod
velikoglavog klena (Pimephales promelas) pri Eemu su kao odgovor aditivni ucinak.

Hayes i suradnici (2006) su uspjeli dokazati na primjeru smjese pesticida koje se sastoje od
herbicida (npr. atrazin, metolaklor), insekticida (npr. ciflutrin) i fungicida (npr. propikonizol)
koji se uobiCajeno upotrebljavaju u dozvoljenim koli¢inama u tretiranju Stetnika, da se
toksi¢nost ovakve kombinacije na laboratorijskom uzorku vodozemaca (zaba) viSestruko
pojatava. Kombinacija izaziva spolne promjene, oste¢enja imunoloSkog sustava i promjene

u rezimu ishrane.

1.6. Primjena biomarkera u zagadenju okolisa

Znacajan korak u zastiti okoliSa je procjena ekoloSkog rizika (PER; engl. Ecological Risk
Assessment - ERA) tj. procjenjivanje vjerojatnosti nepovoljnih ekoloskih ucinaka koji se mogu
pojaviti ili se pojavljuju kao rezultat izloZenosti jednom ili vise Stetnih €imbenika. Proces PER-
a temelji se na dva bitna elementa: karakterizaciji izloZzenosti i karakterizaciji ekoloSkog
ucinka. Svakim danom pronalaze se nove ili se prilagodavaju i osuvremenjavaju stare
metode PER-a. Karakterizacija ekoloskog u€inka moze biti izvedena na razli¢itim razinama
bioloskog sustava, pocevsi od molekularne, pa sve do razine viSih ekoloskih kategorija kao

Sto su populacije, biocenoze ili cjelokupni ekoloski sustav. Primarnu ulogu u takvim
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karkterizacijama, pored klasi¢nih kemijskih analiza, imaju bioloSki markeri ili uobiCajeniji
naziv biomarkeri. Pojam biomarker oznaCava mijerljiv bioloSki odgovor na izlozenost
organizma zagadivalu ili jednostavno ucinak zagadivala na organizam (Kurelec, 1998). Cilj
pracenja bioloskih pokazatelja u okoliSu temeljen na biomarkerima je otkrivanje signala
stresa u jedinkama populacije, koji pruzaju rano tj. pravovremeno upozorenje na izloZzenost

zagadivalu.

Za ucinkovitu zastitu cjelokupnog sustava potrebno je, pravodobno detektirati pojavu
promjene na njemu. Rano otkrivanje bioloSkog ucinka na nizim bioloSkim razinama (molekule,
stanice, tkiva) omogucéava pravovremeno uoCavanje promjena i efikasno djelovanje u smislu
sanacije i reparacije visih bioloSkih razina (populacija, ekoloski sustav). Svaki stres na razini
molekula ne mora nuzno biti praéen stresom na razini populacije, ali svakom stresu na razini

populacije mora prethoditi stres na razini molekula.

Pored toga, vjerojatnost popravka sustava opada s vremenom Kkoji je proSao od trenutka
djelovanja Cimbenika nestabilnosti, odnosno unosa nekog zagadivala u ekoloSki sustav
(Slika 4). Tako, populacijski biomarkeri, kao Sto su brojnost, natalitet, mortalitet, odnos
spolova itd. detektiraju promjenu u sustavu tek nakon Sto je proSao dug vremenski period
kada je vjerojatnost popravka, tj. intervencije na okoliSu ve¢ jako mala. Promjene na razini
organizma, kao $to su makrohistoloSke promjene, anatomske promjene i dr., mogu se
detektirati ranije od populacijskih, ali ni oni ne pruzaju dovoljno brzo informaciju dostatnu za
intervenciju. Stanic¢ni i histoloSki biomarkeri, kao 5to je npr. propusnost membrana, promjene
staniénog potencijala, promjene mitotkog indeksa, promjene u histokemijskim osobinama
tkiva i slicno, mogu se pratiti veC vrlo rano od nastanka promjena u okoliSu. Medutim,
molekularni biomarkeri, predstavljaju najraniji moguci odgovor na bioloski ucinak zagadivala.
Stoga su biomarkeri na razini molekula, stanica ili tkiva izuzetno povoljni jer njihovo
ispoljavanje i mijerljive promjene njihovih veliCina nastupaju vrlo brzo nakon izlaganja

organizma ksenobioticima.

14



uvoD

PROCJENA EKOLOSKOG RIZIKA
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Slika 4. Shematski prikaz pojavljivanja specifi¢nih odgovora unutar bioloskih sustava na izloZenost

okolisnim zagadivalima.

Zbog navedenog, pri odredivanju i kvantifikaciji u€inka zagadivala te procjeni rizika na
ekoloski sustav veliku vaznost imaju upravo molekularni biomarkeri. U usporedbi sa
standardnim mjerenjima koncentracije Stetnih tvari u zraku, vodi i tlu, prednost biomarkera je
u tome Sto oni kvantitativno ukazuju na status organizma Cime dobiveni rezultati imaju veci
bioloski znacaj. Usporedujuci rezultate mjerenja biomarkera s rezultatima ciljane kemijske
analize, rezultati dobiveni pra¢enjem bioloSkih pokazatelja u okoliSu su manje odredeni i teze
objasnjivi. S druge strane, u usporedbi s rezultatima praé¢enja ekoloskih parametara (npr. rast
populacije, starosna struktura, brojCani odnos spolova itd.) rezultati mjerenja biomarkerima
su naj¢esce odredeniji i laksi za interpretaciju. Uobi€ajena mjerenja koncentracija zagadivala
tj. ksenobiotika su neophodna ali samo u kombinaciji s mjerenjem pokazatelja utjecaja na

viSe razine sustava.

Biomarkeri se mogu podijeliti u tri osnovne kategorije: biomarkeri izloZzenosti, biomarkeri
ucinka i biomarkeri prijemljivosti (Van der Oost i sur., 2003). Biomarkeri izloZenosti su signali
izloZzenosti jednog organizma, populacije ili zajednice na kemijska zagadivala. Oni mjere
jednu egzogenu supstanciju ili njene metabolite i njenu interakciju s bioloSkom molekulom
(npr. inhibicija aktivnosti acetilkolinesteraze). Biomarkeri uinka mjere biokemijske, fizioloSke
ili druge promjene unutar tkiva ili tjelesnih teku¢ina organizma koji se mogu prepoznati i

povezati sa mogucéim ostacenjem zdravlja ili pojavom bolseti i obi¢no su to signali koji
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upucuju da je jedan organizam, populacija ili zajednica oste¢ena (obi¢no nepovratno) s
jednim ili viSe zagadivala (npr. DNA adukti, zatim indukcija vitelogenina kod muZzjaka)
(Marquardt i sur., 1991). Biomarkeri osjetljivosti su pokazatelji nasljedne ili steCene
sposobnosti nekog organizma da odgovori na izloZzenost organizma specificnom

ksenobiotiku.

Prema Sandersu (1998) molekularni biomarkeri se mogu podijeliti u dvije skupine. Prvu
skupinu cCine biokemijski odgovori na specifitna zagadivala koji uglavnom ukljucuju
smanjenje (inhibiciju) aktivnosti enzima. Ovoj skupni biomarkera pripada inhibicija aktivnosti
acetilkolinesteraze (AChE) kao odgovor na izloZenost organizma organofosfatima i
karbamatima, te inhibicija aktivnosti y-aminolevulinat dehidrataze kao odgovor na izlozenost
organizma olovu i sl.

Drugu skupinu ¢ine molekularni i stani€ni odgovori na opéeniti subletalni stres koji najCesce
uklju€uju poticanje (indukciju) aktivnosti enzima. U tu skupinu spadaju mnogobrojni histolo3ki,
tji. histopatoloski biomarkeri, produkcija ,heat shock® proteina i stresu odgovornih proteina
(Bengtsson i sur., 1992), te promjena u peroksidaciji lipida tj. nastajanju malondialdehida,
kao odgovor na izloZzenost organizma polikloriranim bifenilima (PCB) i pesticidima (Ribera i
sur., 2001; Saint-Denis i sur., 1999), te teSkim metalima (olovo, uran) (Saint-Denis i sur.,
2001). Od biomarkera ove skupine znacajni su i biomarkeri koji u prakti€¢nom smislu ukazuju
na genotoksiCna svojstva zagadivala. To su broj mikronukleusa, koliCina nastalih DNA
adukata, te koli¢Gina DNA lomova (Fairbairn i sur., 1995).

Posebnu skupinu biomarkera na molekularnoj razini ¢ine enzimi ili enzimski sustavi ukljuceni
u metabolizam ksenobiotika. Kao i sam metabolizam ksenobiotika, ovi biomarkeri se mogu

podijeliti na biomarkere prve i druge faze biotransformacije.

1.7. Osobine enzima acetilkolinesteraze (AChE, EC 3.1.1.8) kao biomarkera

Vrlo vazan molekularni biomarker, je enzim acetilkolinesteraza (AChE). AChE se nalazi
prvenstveno u misiénom tkivu gdje sudjeluje u prijenosu Ziv€anog impulsa u Ziv€anim i
Ziv€ano-misiénim sinapsama. Osim u sinapsama, AChE se nalazi i u krvi gdje je vezana na
eritrocite, ali njezina uloga na eritrocitima za sada nije poznata. AChE je enzim veli€ine 75
kD. ,Turnover number“ ovog enzima je 14000 molekula ACh u sekundi Sto ga Cini gotovo
savrSenim katalizatorom. Aktivno mjesto AChE ¢ini katalitiCka trijada koja se sastoji od Ser
200, His 440 i Glu 327 (Urich, 1990).

FizioloSka funkcija AChE je hidroliza neurotransmitera acetilkolina (ACh) u sinapsama, na
acetat i kolin, ¢ime je omoguéen normalan prijenos ziv€anih impulsa. Sinapsa je mjesto
komunikacije izmedu dva neurona. To je mjesto gdje se ziv€ani impuls prenosi s jednog

neurona na drugi. Na sinapsi razlikujemo mjesto slanja impulsa (aksonski zavrsetak) i mjesto
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gdje se impuls prepoznaje (dendrit). Gotovo svi Ziv€ani zavrSeci parasimpatickog Ziv€anog
sustava luce acetilkolin. Acetilkolin (ACh) se sintetizira na presinaptickom kraju neurona gdje
se nakuplja unutar sinapti¢kih vezikula. Dolazak akcijskog potencijala na presinapticku
membranu aktivira kalcijeve Ca**- kanale koji se otvaraju te omoguéavaju ulazak Ca®" iona u
citoplazmu. Ca’" ioni vezanjem za sinapticke vezikule ispunjene acetilkolinom, potiéu njihovu
egzocitozu Sto za posljedicu ima oslobadanje acetilkolina u sinaptiCku pukotinu.
Postsinapticka membrana sadrzi specifi¢ne kolinergi¢ke proteinske receptore na kojima se
nalaze vezna mjesta za acetikolin. Vezanjem dvije molekule acetilkolina na dva vezna mjesta
receptora dovodi do otvaranja ionskih kanala i depolarizacije postsinapticke membrane. Na
taj nacin se ziv€ani impuls prenosi s presinaptiCkog podrucja na postsinapticko, tj. s jednog
neurona na drugi (Slika 5). Nakon otpustanja sa receptora molekule ACh koje su sudjelovale
u prijenosu odredenog Ziv€anog impulsa moraju biti razgradene tijekom nekoliko narednih
milisekundi prije potencijalnog dolaska narednog Ziv€éanog impulsa. Djelovanje acetilkolina je
vrlo kratko oko 1/500 sekundi. Zato AChE brzo hidrolizira acetilkolin na kolin i octenu kiselinu.
Kolin moze difundirati natrag kroz presinaptiCku membranu i biti opet rabljen za sintezu

acetilkolina.

1. Smijer Sirenja ziv€anog impulsa
Ulazak kalcijevih iona

3. Vezanje kalcijevih iona za vezikule ispunjene
acetilkolinom
Otpustanje acetilkolina u sinapti¢ku pukotinu
Otvaranje ionskih kanala vezanjem
acetilkolina na kolinergicke receptore

6. Smijer depolarizacije postsinapticke

membrane i Sirenje Ziv€anog impulsa

Slika 5. Prijenos Ziv€anog impulsa pomoéu acetil-kolina.

Prvi korak u hidrolizi predstavlja acetiliranje serina u aktivnom mjestu enzima. Hidroksilna
skupina serina djeluje kao nukleofil, te se kovalentno veZe na karbonilnu komponentu
supstrata. Ovo vezanje dovodi do transesterifikacije i otpuStanja alkoholne komponente
supstrata (kolin). Acetilirani enzim se zatim hidrolizira pri ¢emu nastaju slobodni enzim i
octena kiselina. Molekula vode u aktivnom centru enzima aktivira se u hidroksilni anion koji
hidrolizira preostali esterski kompleks enzim-supstrat, ¢ime se enzim regenerira i oslobada
se acetat (Slika 6).
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+

HOCH,CHN(CH,),
kolin o HO
l . I
AChE—SerOH + H,C—C—0O—CH,CH,N(CH,); AChE—SerO—C—CH;——> AChE-Ser-OH + H,C—C—OH
slobodni enzim acetilkolin acetilirani enzim slobodni enzim octena kiselina

Slika 6. Mehanizam hidrolize acetilkolina.

AChE pripada skupini serinskih esteraza, tj. esteraza koje u aktivnom centru imaju serin.
Osim AChE u ovu skupinu spadaju jos butirilkolinesteraza (BChE; EC 3.1.1.7), esteraza
povezana s neuropatskim djelovanjem OP spojeva (engl. Neuropathy Target Esterase, NTE;
EC 3.1.1.5.) i karboksilesteraza (CaE; EC 3.1.1.1). Ova skupina enzima snazno se inhibira
organofosfornim i karbamatnim spojevima (za razliku od A-esteraza koje ove spojeve
hidroliziraju i C-esteraza koje ne ulaze u interakciju s organofosfatima) (Abdollahi i sur.,
2003). lako je ustanovljeno da AChE mogu inhibirati i druge tvari, poput nekih metala,
aktivnost ovog enzima prvenstveno je Kkoristan biomarker za detekciju izloZenosti

organofosfornim i karbamatnim spojevima.

Organofosfati su naSli su svoju primjenu kao pesticidi (insekticidi, herbicidi, fungicidi, akaricidi
i nematocidi), zatim kao Ziv€ani bojni otrovi kao $to su npr. sarin, soman, tabun, VX. Njihova
toksi¢nost, po€iva na svojstvu inhibiranja esteraza, prvenstveno acetilkolinesteraze.

Ovisno o tome da li je na atom fosfora vezan kisik ili sumpor razlikujemo neposredne i
posredne inhibitore AChE. Posredni inhibitori kao 5to su malation, paration, moraju biti
metaboli¢ki aktivirani u svoje oksianaloge (malaokson, paraokson). Velik broj organofosfata
se aktivira putem sustava CYP ili putem sustava FAD-sadrzavajuéih monooksigenaza.

Do inhibicije AChE organofosfatima dolazi zbog odcjepljivanja jednog supstituenta fosfata i
vezanja ostatka molekule kovalentno s aktivnim mjestom enzima. Fosfiliranje enzima je
skupni naziv za fosforiliranje, fosfoniliranje i fosfiniliranje i to je prvi korak u interakciji AChE i
OP spojeva. Fosfilirani enzim je inaktivan, a inaktivacija traje sve dok se fosfilirani enzim ne
hidrolizira. Vrijeme potrebno za hidrolizu fosfiliranog enzima tj. za njegovu reaktivaciju varira

od vrste do vrste organofosfata, te moze iznositi od nekoliko sati do nekoliko dana.
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+
HOCH,CH,N(CH,),

0 H,O
[ * 7 I N I
AChE-Ser-OH + H,C—C—CH,CH;~N(CH,),~—AChE-Ser-0—C—CH, ~=» AChE-Ser-OH + H,C—C—OH
slobodni enzim acetilkolin acetilirani enzim slobodni enzim  octena kiselina
HL H,O
I 4 Q Q
AChE-Ser-OH + L—P—OR’ (ili R")==—= AChE-Ser- G—P—OR ili (R )%AChE Ser-OH + HO— F|>—OR ili (R")
slobodni enzim OR OR spontana  obodni enzim OR

organofosfat reaktivacija

fosfilirani enzim

dealkllacua \reaktlvacua
'starenje” enzima,
( ] /RHC N-O oksimima

(0]
[l
AChE-Sero- F|>—0R (il R") AChE-Ser-OH +”RHC=N-O—F|>—0R' (iliR")
o slobodni enzim OR
ireverzibilno inhibirani enzim fosfilirani

Slika 7. Mehanizam interakcije acetilkolinesteraze i organofosfornih spojeva.

Razlika izmedu hidrolize acetilkolina i hidrolize OP spojeva je u brzini reakcije s vodom, pri
¢emu je deacetiliranje enzima puno brze od defosfiliranja. Defosfiliranje enzima Cesto se
naziva i spontanom raktivacijom, jako je sporo, a kod nekih spojeva i ne postoji.

S pojedinim organofosfatima, kao $to je paraokson, nakon fosfiliranja enzima moze doci do
dealkilacije jedne alkoksilne skupine na fosforu, ¢ime fosfilirani enzim dobiva negativan naboj
koji vodi ili oksimima onemogucava nukleofilni napad. Na taj nacin se fosfilirani enzim
stabilizira, tj. on je ireverzibilno inhibiran. Ova pojava naziva se «starenjem» enzima (Slika 7).
U takvim slu€ajevima u svrhu ponovne enzimske aktivnosti potrebno je sintetizirati novu
AChE.

Karbamati inaktiviraju esteraze na sli¢an na¢n kao i organofosfati. Ovi spojevi karbamaoiliraju
esteraze. Za razliku od fosfoliranih esteraza karbamilirane se vrlo brzo hidroliziraju i

reaktiviraju (Slika 8).

i
O—C—N—CH,
AChE | H,0 _0
— = AChE-Ser-O-C—N—CH, —— AChE-Ser-OH + H.C—N—C~
H 3 H AN
OH
karbaril karbamoilirani enzim slobodni enzim metil karbamatna kiselina

Slika 8. Interakcija karbamatnog pesticida (karbarila) i AChE.

AChE jedan od najistrazivanjih biomarkera kod gujavica (Tablica 1). Kod Eisenia foetida
karakterizirane su dvije razliCite kolinesteraze uz upotrebu selektivnih substrata i inhibitora.

Jedan od enzima je propionilkolinesteraza, a drugi je nespecificna kolinesteraza (EC 3.1.1.7)
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koja se u nekoliko karakteristika razlikuje od kolinesteraze (EC 3.1.1.8) (Stenersen, 1979).
Oba ova enzima imaju vaznu ulogu kod trovanja organofosfornim i karbamatnim pesticidima i
smatra se da je inhibicija oba enzima kroz duZe vrijeme je letalna za gujavice (Stenersen,
1979). Kod kraljeZznjaka su prisutne dvije kolinesteraze, acetilkolinesteraza (AChE, EC
3.1.1.7) i nespecificna kolinesteraza (ChE, EC 3.1.1.8), ali kod izloZzenosti pesticidima,

najCesce dolazi do inhibicije samo jednog enzima i to AChE.

Nakon izlaganja gujavice (Lumbricus terrestris) organofosfornim insekticidima uo¢ena 99%-
tna inhibicija AChE, dok su karbamatni insekticidi uzrokovali 30%-inhibiciju ovog enzima
(Stenersen i sur., 1973). Inhibiciju AChE uocili su takoder u svojim istrazivanjima nakon
izlaganja gujavica karbarilu (Ribera i sur., 2001), klorpirofos-etilu, metaksilu, miklobutanilu
(Schreck i sur., 2008), atrazinu, ciazinu i klorpirifosu (Lydy i Linck, 2003), benomilu (Stringer i
Wright, 1976), azodrinu i klorpirifosu (Venkateswara Rao i Kavitha, 2003, 2004), klorpirifosu i
diazinonu (Booth i sur., 1998), klorpirifosu, butolakloru, diazinonu (Rodriguez-Castellanos i

sur., 2007), olovu i uranu (Labrot i sur., 1996).
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1.8. Metabolizam ksenobiotika

1.8.1. Biomarkeri | faze metabolizma ksenobiotika

Prva faza metabolizma ksenobiotika je bioaktivacijska i zasniva se na adiciji reaktivnih
skupina (-OH, -COOH, -NH,, -SH i dr.) na ksenobiotik, a ukljuCuje reakcije oksidacije,
redukcije i hidrolize. Najpoznatiju skupinu biomarkera prve faze ¢ine tzv. oksidaze mijeSanih
funkcija (engl. Mixed Function Oxidase, MFO). MFO predstavljaju enzimski sustav ovisan o
citokromu P-450 kojim se uspjesno detoksicira velik broj razli€itih egzogenih supstanci, ali se
neke, na Zalost pretvaraju u metabolite koji su toksi¢ni, mutageni i kancerogeni. Pored toga
ovi enzimi sudjeluju i u reakcijama biosinteze i metaboliCke razgradnje niza fizioloski vaznih
endogenih tvari (kolesterol, Zu¢ne kiseline, masne kiseline, steroidni hormoni).

Bioloske oksidacije opéenito obuhvacéaju dvije kategorije reakcija: reakcije dehidrogenacije
(karakteristicno za anaerobne organizme) i reakcije adicije molekule kisika (posredovanjem
enzima dioksigenaza) ili molekule kisika (posredovanjem enzima monooksigenaza ili
hidroksilaza). Za biotransformaciju ksenobiotika najznacajnije su adicije kisika. Reakcije
dioksigenaza karakteristicne su za metabolizam ksenobiotika u prokariota, dok u
eukariotskim stanicama reakcijama monooksigenaza nastaju epoksidi (Wolfe, 1977).
Reakcije monooksigenaza predstavljaju prvi stupanj u oksidaciji ksenobiotika, pri ¢emu se
ksenobiotici oksidiraju uz pomo¢ CYP P450, koji reagira s molekularnim kisikom aktivirajuci
ga kako bi se vezao za supstrat. U reakcijama monooksigeniranja, CYP P450 preuzima

molekulu kisika i jedan njegov atom prenosi na supstrat, a drugi na vodu.

Kada se atom Zeljeza u aktivnom mjestu CYP P450 sustava oksidira u formu Fe**, na sebe
tada moZe vezati supstrat (S). Vezanje supstrata dovodi do redukcije kompleksa enzim-
supstrat s elektronom koji se prenosi s NADPH preko NADPH citokrom P450 reduktaze
(Andersson i sur., 1985). Reducirani Fe** kompleks enzim-supstrat moZe vezati molekulu
kisika pri ¢emu nastaje aktivirani kisik-Zeljezo-hemoproteinski kompleks. Slijedi redukcija s
drugim elektronom koji potje€e ili od citokrom-P450 reduktaze ili iz nekog drugog lanca
prijenosa elektrona, ali najvjerojatnija alternativa je da je donesen od NADH preko citokrom
b5 i NADH citokrom b5 reduktaze. Citokrom b5 je Siroko rasprostranjen mikrosomalni
hemoprotein ukljuen u metaboliCke reakcije kao 3to je desaturacija masnih kiselina koja
ukljuCuje endogene supstrate. Konacno, na enzim-supstrat-kisik kompleks, djeluju protoni
vodene sredine pri emu ovaj kompleks prelazi u vodu, oksidirani supstrat i oksidirani oblik
enzima (SH + O, + H" — SOH + H,O + NADP"). Shematski prikaz ciklusa citokroma-P450

prikazan je na slici 9.

22



uvoD

QL ‘)/Cyt\T% o*—0,

R Cyt - P4507

~

O,

SH
SH

Slika 9. Shematski prikaz ciklusa citokrom P450 monooksigenaznog sustava.

Citokrom P450 sustav otkriven je 1958. godine u endoplazmatskom retikulumu hepatocita
sisavaca. To je atipi€an citokrom tipa b s protohemom kao prostetiCkom skupinom. Vezan je
za lipoproteinsku membranu endoplazmatskog retikuluma, a manje ga ima u citoplazmi i
mitohondrijima. Citokrom P450, kao i drugi hemoproteini, ima karakteristiCan apsorpcijski
spektar u vidljivom podruéju. Dodavanje razli¢itih organskih i anorganskih supstrata rezultira
promjenom spektra. Postoje tri osnovna tipa supstrata prema nacinu na koji mijenjaju
apsorpcijski spektar CYP P450, a najvazniji diferencijalni spektar oksididiranog citokrom
P450 ¢&ine supstrati s apsorpcijskim maksimumom od 385-390 nm i minimumom na oko 420
nm. Supstratima ovog tipa pripadaju spojevi kao npr. lijekovi, okoliSna zagadivala, insekticidi,
itd. Supstrati tipa Il uzrokuju pik kompleksa pri 450 nm. Naziv CYP P450 odnosi se ha glavnu
vrpcu apsorbancije (450 nm) kompleksa reduciranog CYP P450 sa ugljikovim(ll)-oksidom.
Najpoznatiji supstrat tipa Ill je etil-izocijanat.

Sustav monooksigenaza s citokromom P450 otkriven je i kod mnogih kukaca. cDNA
citokroma P450 izolirana je iz kuéne muhe (Musca domestica) tretirane fenobarbitonom, pri
¢emu je pokazala 27% sliCnosti u 590 aminokiselina s proteinima obitelji CYP3 sisavaca.
Vedina citokroma P450 beskraljeZnjaka je usporediva s enzimima sisavaca samo u njihovim
karakteristikama inducibilnosti i inhibicije.

Najpoznatiji enzimski sustavi MFO kod gujavica su enzimski sustavi CYP1A i CYP2B
enzimske obitelji (Achazi i sur., 1998; Lee, 1998; Zhang i sur., 2006). lako pokazuju relativho

nisku aktivnost u usporedbi sa aktivho$éu kod kraljeznjaka, smatra se da imaju znacajnu
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ulogu i u metabolizmu ksenobiotika kod gujavica (Zhang i sur., 2006). NajéeSc¢e mjerene
aktivnosti P450 izozima, kod gujavica su etoksirezorufin-O-deetilaza (EROD), etoksikumarin-
O-deetilaza (ECOD), pentoksirezorufin-O-deetilaza i metoksirezorufin-O-deetilaza (MROD)
(Achazi i sur., 1998; Saint-Denis i sur., 1999, 2001; Xiao i sur., 2006). Povecanje aktivnosti
citokrom P450 monooksigenaza kod Eisenia fetida nakon izlaganja acetokloru uoCili su u
svojim istrazivanjima Xiao i sur. (2006). Saint-Denis i sur. (1999), ustanovili su znacajno
poveCanje aktivnosti MROD ve¢ pri najmanjim dozama benz(a)pirena i to kod gujavica
(Eisenia fetida andrei) nakon kratkotrajnog izlaganja u trajanju od 1, 2, i 7 dana, dok Zhang i
sur. (2006) nakon izlaganja gujavica (Aporrectodea caliginosa, Lumbricus rubellus, Eisenia
fetida) istom spoju nisu uo€ili promjene u aktivnosti ECOD, PROD i BROD izozima. Stoga
uCinkovitost upotrebe P450 izozima kao biomarkera ovisi o izboru odgovarajuceg izozima
koji daje uCinak na specificni stresor u okoliSu, te i o nekim drugim faktorima kao Sto su

metodologija pripreme uzorka za mjerenije.

Aktivnost oksigenaza mijeSanih funkcija moZe se u nazocnosti ksenobiotika inducirati.
ZajedniCka osobina svih poznatih tvari koje induciraju CYP P450 sustav je da su topljivi u
mastima. Induceri monooksigenaza grubo se mogu podijeliti na dva tipa: tip fenobarbitala
(razli¢ite kemikalije, lijekovi, insekticidi) i tip metilkolantrena (policikli¢ki ugljikovodici kao Sto
je benz(a)piren).

CYP enzimi se razlikuju u inducerima koji uve¢avaju njihovu aktivnost. Tako npr. CYP1Al
induciraju policiklicki aromatski ugljikovodici kao Sto su 3-metilkolantren i B-naftoflavon,
dibenzodioksini i slicne planarne molekule. Induceri fenobarbitralnog tipa snazno induciraju
CYP2B1 i 2B4, ali djeluju i na druge citokrome kao Sto su CYP2AL1, 2B2, 2C5, 2C6, 3A2, 3A4,
4B1.

Do danas nisu poznati svi detalji vezani za njihovo djelovanje unutar i izvan stanice. Poznato
je da se u citoplazmi nalazi Ah-receptor (engl. Aril hydrocarbons Receptor) vezan na ,heat-
shock® protein hsp90 (Hankinson, 1993; Whyte i sur., 2000). Nakon ulaska ksenobiotika u
citoplazmu, on se, ako po gradi odgovara, veZze za Ah-receptor koji se zatim otpuSta sa
hsp90 (Slika 10). Kompleks ksenobiotika i Ah-receptora veze se zatim na Ah-receptorski
nuklearni translokator (ARNT), te dospijeva u stani¢nu jezgru u kojoj se veze na XRE mjesto
na DNA (engl. Xenobiotic Responsive Elements). Ova mjesta na DNA su lokalizirana u 5'-
kontrolnom podrucju (operonu) Ah-genskog kompleksa. Vezanje kompleksa inducera s Ah-
receptorom na XRE inducira transkripciju susjednih strukturnih gena. U kontrolnom podrucju
Ah-genske baterije prisutni su i dodatni elementi koji utjeCu na kvalitetu indukcije, zbog kojih
svaki induktor metilkolantrenskog tipa ne inducira jednako jako transkripciju svih enzima
kompleksa Ah-gena (Slika 10).
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Slika 10. Shematski prikaz djelovanja ksenobiotika nakon ulaska u stanicu: I. na mehanizam
detoksifikacije, Il. na indukciju gena Ah-kompleksa u stanici. AhR (Aryl Hydrocarbon Receptor);
HSP90 (Heat Shock Protein 90 kDa); ARNT, Ah receptorski nuklearni translokator; XRE, xenobiotic
responsive elements; cyt P450 izozimi; GST, glutation S-transferaze; UDPGT, UDP-glukuronil

transferaze

1.8.2. Biomarkeri Il faze metabolizma ksenobiotika

Druga faza metabolizma naziva se jo$ i konjugacijskom fazom jer obuhvaca biosintetske
reakcije izmedu ksenobiotika ili njihovih metabolita iz prve faze s raznim endogenim
molekulama kao Sto su glutation (GSH) i s glukuronska kiselina (GA) ¢ime se povecava
polarnost, a time i topivost u vodi, nakon ¢ega se vodotopivi produkti lako izlu€uju iz

organizma putem 2udi ili urina.

Enzimi faze Il imaju vrlo vaznu ulogu u odrZzavanju homeostaze kao i u detoksikaciji i
ekskreciji mnogih ksenobiotika. UobiCajeni put za elektrofiine spojeve i metabolite je
konjugacija s GSH, dok je za nukleofiine spojeve karakteristicha konjugacija sa

glukuronskom kiselinom (George, 1994).
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1.8.2.1. Glutation-S-transferaza (GST, EC 2.5.1.18)

Glutation-S-transferaze (GST) Cine skupinu citosolnih enzima, te imaju veliku vaznost zbog
svoje uloge u kataliziranju konjugacije razliCitih endogenih i egzogenih elektrofilnih supstrata
sa tripeptidom gluationom, a produkti ove reakcije najéesce su viSe polarni, manje toksicni, te
im je time omogucena ekskrecija iz organizma. Konjugacija se odvija adicijom glutation iona
na dvostruku vezu (1), cijepanjem epoksidnog mosta (lI) ili supstitucijom halogena ili drugih

odlazecih skupina (Ill) (Stenersen, 1984).

l:  RCH:CHR —= RH(SG)CHR’

Il: RCH——CHR’ + GSH —=RCH(OH)CH(SG)R’

N
0

l: R-X+ GSH —= R-SG

¢

HX

GST je vazan detoksikacijski enzim prisutan u velikom broju biljnih i Zivotinjskih organizama.
Prisutanost GST u jetri Stakora i ostalih sisavaca dobro je poznata. U jetri Stakora, ovi enzimi
¢ine oko 10% ukupnih citosolnih proteina. Kod sisavaca, GST ima klju¢nu ulogu u
detoksikaciji epoksida i diol-epoksida koji nastaju u prvoj fazi metabolizma policiklickih
armatskih ugljikovodika (PAH) (Saint-Denis i sur., 1999). GST je pronadena i kod ostalih
kraljeZnjaka kao npr. gmazova (Lacerta), ptica (Gallus i Anas), vodozemaca (Rana),
slatkovodnih i morskih kostunjata (Elasmobrancias), hrskaviénjada (Raja) i kruznousta
(Myxine) (Stenersen, 1978).

Kod kukaca GST ima vaznu ulogu u detoksifikcaiji razli€itih ksenobiotika, ukljuCujuci i
razgradnju nekih organofosfornih spojeva, te moZe biti koristan biomarker izloZzenosti
pesticidima (Booth i sur., 1998).

Vaznost GST, kao i opcenito cjelokupne druge faze metabolizma, u detoksifikaciji
organizama je vrlo velika. Stenersen i sur. (1979) dokazali su prisutnost GSH glutation-S-
transferaza sustava kod gujavica i pokazali su da je njihova aktivnost kod ovih organizama
velika kada se mjere u prisustvu ,dobrih supstrata“ (Stenersen, 1984). Supstrat za GST mora
zadovoljavati nekoliko osnovnih uvjeta: mora biti do odredenog stupnja lipofilan, mora
sadrzavati elektrofilni atom ugljika i mora mjerljivo neenzimatski reagirati s GSH. Njihova
istraZivanja su pokazala da je GSH S-transferaza sustav kod gujavica puno sloZeniji nego
kod Stakora. lonskom kromatografskom analizom utvrdeno je nekoliko oblika ovih enzima
izoliranih  kod razli¢itih vrsta gujavica. Upotrebom razliCitih supstrata kvintozena,

(pentakloronitrobenzena), etakrinske kiseline, 1,2-dikloro-4-nitrobenzena, 1-kloro-2,4-
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dinitrobenzena utvrdeno je da se GST prisutne kod Eisenia unicolor razlikuju u specifi¢nosti
prema supstratu. Aktivnost se pokazala najboljom uz prisustvo supstrata 1-kloro-2,4-
dinitrobenzena i etakrinske kiseline kod svih istraZivanih vrsta gujavica. GSH S-transferaze
prisutne su u vecini tkiva gujavica, a najjaca aktivnost utvrdena je u nefridijima, uz ventralnu
ziv€anu prugu dok je u kloragogenom tkivu najmanja zastupljenost (Stenersen, 1983)
Nekoliko Siroko upotrebljavanin herbicida kao Sto su alaklor, metolaklor, propaklor
detoksiciraju se formiranjem glutation acetanilid konjugata, a ova konjugacija je posredovana
glutation-S-transferazom (Abdel Salam Aly i Schroder, 2008).

GST aktivnost nakon izlaganja razli¢itim okoliSnim zagadivalima, istrazivana je kod mnogih
vrsta gujavica (Eisenia andrei, Lumbricus rubellus, Allolobophora chlorotica, Aporrectodea
caliginosa, Pheretima posthuma, Eisenia hortensis). Zna¢ajno poveCanje aktivnosti GST
nakon izlaganja gujavica metil-parationu, atrazinu i kvintozenu uo€ili su Stenersen i sur.
(1979), acetokloru (Xiao i sur., 2006), diazinonu i klorpirifosu (Booth i sur., 1998). Poznato je
da aktivnost GST raste u jetri Stakora izlozenih PCB-ima (Kamohara i sur., 1984), jetri riba i.p.
izlozenim benzo(a)pirenu (BaP) (Fair, 1986), jetri riba izlozenim klorotalonilu u vodi (Davies,
1985). Pregled dosadasnjih istrazivanja ucinka razli¢itih pesticida na aktivnost GST kod

gujavica dan je u Tablici 2.
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Tablica 2. Pregled dosadas$nijih istrazivanja ucinka razli¢itih pesticida na aktivhost GST kod gujavica.

KONCENTRACIJA -
PESTICID IZLAGANJE PESTICIDA VRSTA UCINAK NA GST REFERENCA
Nakon 24 h povec¢anje
Fenoksaprop 1zlaganje u petrijevim . . - . aktivnosti GST za oko 10%, |Abdel Salam Aly i
(herbicid) zdjelicama (24 i 48 sati) . 2700 mg/kg fielesne teZine Eisenia fetida a nakon 48h za oko 40% u |Schréder, 2008.

odnosu na kontrolu.

Metolaklor (herbicid)

I1zlaganje u petrijevim
zdjelicama (48 sati).

3200 mg/kg tjelesne tezine

Eisenia fetida

Nakon 24h povecanje
aktivnosti GST za oko 15%,
a nakon 48h za oko 20%.

Abdel Salam Aly i
Schréder, 2008.

Diazinon - Basudin
600EW
(organofosfatni
insekticid)

I1zlaganje u subletalnoj
koncentraciji diazinona u tlu 14
dana.

60 mg/kg

Apporectodea caliginosa

Aktivnost GST se povecala
nakon 7 d, a maksimalno
povecanje aktivnosti nakon
14 d iznosilo je 56%.

Booth i sur., 1998.

Klorpirifos, 40% -
Lorsban 40EC

1zlaganje subletalnoj

Aktivnost GST znacajno se

rganofosfatni koncentraciji klorpirifosa u tlu |28 mg/kg Apporectodea caliginosa |povecala nakon 14 d i to Booth i sur., 1998.
(© ganolosial 14 dana. 148% u odnosu na kontrolu.
insekticid)
Inhibicija GST do 90% u
Diazinon - Basudin Izlaganje najmanjoj i najveoj odnosu na kontrolu (5,2
600EW . subletalnoj koncentraciji 12i 60 mg/kg Apporegtodeg caliginosa |nmol/min/mg prot) kod konc, Booth i sur., 1998.
(organofosfatni - . (juvenilne) 60 mg/kg, te 75% (11,6
; o diazinona u tlu (12 tjedana). .
insekticid) nmol/min/mg prot) kod konc.
12 mg/kg.
Klorpirifos, 40% - . . L -
! Izlaganje najmanjoj i najvecoj . Inhibicija GST do 90% u
Lorsban 40EC_ subletalnoj koncentraciji 4 28 mg/kg Apporec_todezi\ caliginosa odnosu na kontrolu (5,2 Booth i sur., 1998.
(organofosfatni . ) (juvenilne) .
A o diazinona u tlu (12 tjedana). nmol/min/mg prot).
insekticid)
Imidakloprid, 200
g/L - Confidor Izlaganje gujavica u umjetnom 0,01,0,1i 1 ppm Aporrectodea nocturna i |[Nema razlike u aktivnosti u Capowiez i sur., 2003.

(insekticid,
kloronikotinil)

tlu.

Allobophora icterica

odnosu na kontrolu.

Atrazin (herbicid,
triazin)

Polustati¢no izlaganje uz
izmjenu medija svakih 24
sata. Trajanje izlaganja 4
sati, 1, 3, 7 dana.

0,05,0,5i5mg ™"

Lumbriculus variegatus

Aktivnost GST je
znacajno porasla nakon 1
d za 15% u odnosu na
kontrolu kod
koncentracije 0.05 mg I-1
atrazina, a nakon 7d za
20% kod iste konc.
Aktivnost GST ne
pokazuje ovisnost o
koncentraciji i trajanju
izlaganja.

Contardo-Jara i sur.,
2008.

Acetoklor, 90%
(herbicid,
kloroacetamid)

Izlaganje u umjetnom tlu
prema OECD protokolu (7, 15,
30, 45, 60 dana).

50, 100, 200, 300, 400 mg
kg™ suhog tla

Eisenia fetida

Aktivnost GST se jako
povisila 60d nakon izlaganja
kod konc. 5 mg kg™
(okolisna konc.) " 103,12% u
odnosu na kontrolu.

Xiao i sur., 2006.

Karbaril (karbamatni
insekticid)

I1zlaganje u umjetnom tlu
prema OECD protokolu.

0,12, 25, 50 mg kg™ tla

Eisenia andrei

Smanjena aktivnost GST
nakon 2 i 14 dana izlaganja.

Ribera i sur,. 2001.

Klorpirifos-etil, 98%
(organofosforni
insekticid)
A-Cihalotrin, 98%
(insekticid, sinteticki
piretroid)
Folpet, 98%
(fungicid)
Metalksill-M, 98%
(fungicid)
Fosetil-Al, 98%
(fungicid)
Miklobutanil, 98%
(fungicid)

Izlaganje gujavica smjesi dva
insekticida i Cetiiri fungicida u
tlu u razli¢itim kombinacijama,
u koncentracijama koje se
primjenjuju u okoliSu (14
dana).

0,168 mg kg'1 tla

0,11i0,21 mg kg™ tla
0,805 1,613 mg kg™ tla
0,098 i 0,195 mg kg™ tla
0,025 0,05 mg kg™ tla

1,1755,292 mg kg™ tla

Aporrectodea caliginosa
nocturna

Aktivnost GST povecala se
kod gujavica izlaganih
insekticidima. GST aktivnost
nakon 14 dana izlaganja
insekticidima znacajno je
inhibirana u odnosu na
kontrolu.

Schreck i sur., 2008.
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1.8.3. Biomarkeri oksidativhog stresa

Vazan Cimbenik koji se mora uzeti u obzir pri tumacenju rezultata bioloskog pracenja okolisa
je i oksidativni stres. Mnoga okoliSha zagadivala uzrokuju toksicne ucinke povezane s
oksidativnim stresom. Stoga je svrsishodno istraZivati i mjeriti pokazatelje oksidativnog

stresa kao Sto je npr. katalaza (CAT).

Oksidativni stres nastaje kada se poremeti ravnoteZa oksidacijsko-redukcijskih procesa
prekomjernim stvaranjem slobodnih radikala koje stani¢ni homeostatski mehanizmi nisu u
stanju neutralizirati (Kelly i sur., 1998). Slobodni radikali najve¢im dijelom uklju€uju reaktivne
spojeve kisika (engl. reactive oxygen species) kao $to su npr. superoksid radikal O,’, hidroksi
radikal ‘OH, te molekulu vodikovog peroksida H,O,). Ovi spojevi su huzni za antitumorski i
antibakterijski kapacitet makrofaga i neutrofila, ali s druge strane, u prekomjernoj koli€ini su
vrlo toksi¢ni. Njihova toksiCnost nije samo primarnog karaktera (subcelularna, celularna i
histoloSka ostecenja), ve¢ se oCituje i u snaznom medudjelovanju s drugim tvarima, te
njihovoj mogucnosti ,napada“ na nukleinske kiseline, tj. na geneticki materijal. Porast
koncentracije slobodnih radikala u organizmima gotovo uvijek ima Stetnu, a moze imati i
pogubnu posliedicu ukoliko se takvi porasti ponavijaju ili je visoka koncentracija ROS

kroni¢na.

Glavni izvor ROS in vivo je aerobna respiracija, a takoder ROS mogu nastajati i
peroksisomalnom B-oksidacijom masnih kiselina, mikrosomalnim citokrom P450
metabolizmom ksenobiotika, stimulacijom fagocita patogenima ili lipopolisaharidima,
metabolizmom arginina i tkivno specificnih enzima. U svakoj stanici odvijaju se kemijske
reakcije koje ukljuCuju oksidaciju i redukciju molekula. Na primjer, kada stanice koriste kisik
za proizvodnju energije, slobodni radikali nastaju kao posljedica proizvodnje ATP u
mitohondrijima.

Razina nastajanja ROS u uskoj je vezi sa potrodnjom kisika i proporcionalno koli¢inom
mitohondrija u tkivu. Kod sisavaca, kao npr. u jetri Stakora, pri fizioloSkim koncentracijama O,
priblizno 1-4% utro$enog kisika prijede u O, i H,O, na mitohondrijskoj razini, kao posljedica
gubitka elektrona (Storey, 1996). Superoksid i vodik-peroksid radikal dugo se zadrZavaju u
bioloskim sustavima, a njihova opasnost lezi u Cinjenici da stvaraju jako reaktivni hidroksi
radikal (OH) koji je uklju€en u brojne oblike ostecivanja stani€nih makromolekula. Reaktivni

spojevi kisika su intermedijeri jednovalentne redukcije kisika:

O, +e — 0y superoksid
O, +e +2H" — H,0, vodik peroksid
H,0,+e +H" — H,0 + OH hidroksi radikal

OH+e +H — H,0
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Nakupljanje ROS moZe se pojaviti u brojnim fizioloskim i nefizioloSkim procesima koji
ukljuuju njihovo nakupljanje kao nusprodukata normalnog stani€énog metabolizma
prvenstveno u mitohondrijima. ROS mogu oStetiti sve vrste bioloSkih molekula, bilo da se
radi o proteinima, nezasi¢enim masnim kiselinama i membranskim lipidima ili DNA (Slika 11).
Obiljezje svih slobodnih radikala je nesparen elektron u vanjskoj ljusci, te nestabilnost, sto za

posljedicu ima sklonost ulaska u razliCite reakcije.

S H,O + O,
Stani¢no ,§b
disanje \L__ré-\
Metabolizam ~ SOQ GPX
ksenobiotika > O H.O, H,O

GH GSSG

Cimbenici K—/
okoline a d
Gre
Peroksidacija Osteée nja DNA Lipidna

proteina peroksidacija

Slika 11. Shematski prikaz ¢imbenika oksidativnog stresa i njegovih posljedica.

Da bi neutralizirale toksi¢ne ucinke ROS organizmi posjeduju dobro razvijen sustav
antioksidativne obrane (Ahmad i sur., 2005; Dautremepuits i sur., 2003). Ovaj sustav
obuhvaca antioksidativhe enzime kao $to su: superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT),
glutation peroksidaza (GPX), i glutation reduktaza koji su neophodni u detoksifikaciji radikala
do nereaktivnih molekula (Van der Oost i sur., 2003).

Osim toga, tu su i brojni nisko-molekularni antioksidansi kao Sto je glutatiof, -karoten
(vitamin A), askorbinska kiselina (vitamin C), a-tokoferol (vitamin E) koji takoder sudjeluju u
procesu uklanjanja oksiradikala (Van der Oost i sur., 2003).

Pokazalo se da odgovor u aktivnosti antioksidativnih enzima moze biti vrijedan instrument u
pracenju zagadenja, te u procesu POR-a (Pandey i sur., 2003; Stephensen i sur., 2002).
Stoga je svrsishodno u pracenju stanja okoliSa, pored biljega izloZzenosti i u€inka, istrazivati i

mijeriti pokazatelje oksidativnog stresa

1.8.3.1. Katalaza kao biomarker oksidativnog stresa (CAT, EC 1.11.1.6)

Katalaza je hematin-sadrzavajuc¢i enzim prisutan u peroksisomima gotovo svih aerobnih
stanica (najvise u eritrocitima i hepatocitima, manje u misicnim, mozdanim i sranim
stanicama) i sluzi za zastitu stanica od toksi¢nih ucinaka vodik peroksida, katalizirajuci
njegovu razgradnju u molekularni kisik i vodu bez nastajanja slobodnih radikala (2H,0, —
2H,0 + 0,).
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Molekularni mehanizam razgradnje vodikovog peroksida uz pomoc¢ katalaze odvija se u dva

stupnja prema slijedec¢im reakcijama:
H,0, + Fe(ll)-E — H,O + O=Fe(IV)-E(.+)
H,O, + O=Fe(IV)-E(.+) — H,O + Fe(lll)-E + O,

gdje, Fe()-E predstavlja Zeljezo u centru hem skupine vezan za enzim. (Fe(IV)-E(.+) je
mezomerni oblik Fe(V)-E, koji oznaCava to da zeljezo nije u potpunosti oksidirano u +V ali
prima ,pratec¢e elektrone” iz hem liganda. Ovaj hem se oznaCava kao radikalni kation (.+).
Kako vodikov peroksid ulazi u aktivno mjesto, on ulazi u interakciju s aminokiselinom
asparagin na poloZzaju 147 (Asnl147) i histidin na poloZzaju 74 (His74) uzrokujuéi pri tome
prijenos protona (vodikovog iona) izmedu atoma kisika. Slobodni kisikov atom koordinira,
oslobadaju¢i novoformirane molekule vode i Fe(IV)=0O. Fe(IV)O reagira sa drugom
molekulom vodikovog peroksida te prelazi u Fe(lll)-E pri ¢emu nastaju voda i Kisik.
Reaktivnost Zeljeza u centru mozZe se poboljSati prisutnoséu fenolatnog liganda tirozin 357
(Tyr357), koji moze pomoci u oksidaciji Fe(lll) u Fe(lV). U&inkovitost reakcije takoder se
moze poboljSati interakcijom His74 i Ash147 s intermedijerima. Opcenito brzina reakcije se

moze odrediti Michaelis-Mentenovom jednadzbom.

Peroksisomi su u Zivotinjskim stanicama ukljuCeni u oksidaciju masnih kiselina, kao i u
proces sinteze Kkolesterola i Zu€ne Kiseline. Vodik peroksid je nusprodukt koji nastaje
oksidacijom masnih kiselina. Bijele krvne stanice proizvode vodik peroksid koji koriste za
uniStavanje bakterija. U oba sluCaja katalaza sprjeCava da vodik peroksid nanese Stetu
samoj stanici. Molekula katalaze je tetramer sastavljena od Cetiri polipeptidna lanca. Svaki
lanac se sastoji od viSe od 500 amino kiselina. Unutar ovog tetramera nalaze se i Cetiri
porfirinske hem skupine koje su vrlo slicne hemoglobinima i citokromima. Hem skupina
odgovorna je za enzimatsku aktivnost katalaze. Katalaza posjeduje jedan od najvecih
proteinskih turnovera: jedna molekula katalaze moZe pretvoriti Sest miliona molekula vodik
peroksida u vodu i kisik u svakoj minuti.

Katalaza je vazan biomarker izloZenosti organizama pesticidima i metalima (olovu, kadmiju)
(Saint-Denis, 1998; taszczyca i sur., 2004; Ribera i sur., 2001; Antunes i sur., 2008).
Znacajno povecanje aktivnosti CAT kod gujavice (Aporrectodea caliginosa nocturna) nakon
izlaganja insekticidima i fungicidima uz upotrebu ,soil testa® zabiljezili su u svom istrazivanju
Schreck i sur. (2008), dok se njezina aktivnost u prisustvu metala (Fe, Zn) povecava
(Antunes i sur., 2008; Labrot i sur., 1996). Detaljan pregled dosadasnjih istrazivanja ucinka
razli€itih pesticida na aktivnost CAT kod gujavica dan je u Tablici 3. Nakon akutne
intoksikacije Stakora organofosfornim insekticidom klorfenvifosu dolazi do poveéanja

aktivnosti jetrene CAT (Lukaszewicz-Hussain i Moniuszko-Jakoniuk, 2003). Snizene
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vrijednosti CAT mogu se pripisati velikoj proizvodnji superoksid anion radikala za kojeg se

zna da inhibira CAT aktivnost u slu€aju prekomjerne proizvodnje (Bagnyukova i sur., 2005).

Tablica 3. Pregled dosadasnjih istrazivanja ucinka razli€itih pesticida na aktivnost CAT kod gujavica.

izlaganja 4 sati, 1, 3,
7 dana.

smanjenje aktivnosti je
65% ukljuCujuci i
kontrolu.

KONCENTRACIJA x
PESTICID IZLAGANJE PESTICIDA VRSTA UCINAK NA CAT REFERENCA
- Aktivnost CAT se
Polustati¢no " . )
. ; R smanijila u ovisnosti o
izlaganje uz izmjenu koncentraciji i trajanju
Atrazin (herbicid, |medija svakih 24 0.05.05i5 [ Lumbriculus izlagania I\/:aksinjwalimo Contardo-Jara i
triazin) sata. Trajanje 05, 0o 15mg variegatus ganja. sur., 2008.

Karbaril, 98%
(karbamatni insekticid)|

1zlaganje u
umjetnom tlu prema
OECD protokolu.

0,12, 25150 mg kg™ tla

Eisenia andrei

Nema promjene u
aktivnosti CAT.

Ribera i sur,. 2001.

Klorpirifos-etil, 98%
(organofosforni
insekticid)
A-Cihalotrin, 98%
(insekticid, sinteticki
piretroid)

Folpet, 98% (fungicid)

Metalksill-M, 98%
(fungicid)
Fosetil-Al, 98%
(fungicid)
Miklobutanil, 98%
(fungicid)

Izlaganje gujavica,
14 dana, smjesi dva
insekticida i Cetiiri
fungicida u tlu u
razlicitim
kombinacijama, u
koncentracijama
koje se primjenjuju
u okoliSu.

0,168 mg kg™ tla

0,11 0,21 mg kg™ tla

0,805 1,613 mg kg™ tla

0,098 0,195 mg kg™ tla
0,025 0,05 mg kg tla

1,175i5,292 mg kg™ tla

Aporrectodea
caliginosa nocturna

Povecanje aktivnosti CAT

nakon 3 dana kod
gujavica izlaganih
fungicidima. Nakon
sedam dana aktivnost
CAT pada na kontrolnu
vrijednost. Nakon 14
dana izlaganja
insekticidima ifili
fungicidima kod
maksimalnih doza,
aktivnost CAT je
znacajno inhibirana u
odnosu na kontrolu.

Schreck i sur.,
2008.

Atrazin, 95%
(herbicid, triazin)

Izlaganje gujavica u
tlu prema OECD
protokolu 28 dana u
umjetnom tlu.

0, 2,5, 5, 10 mg atrazina kg

*tla

Eisenia foetida

Aktivnost CAT kod konc.
2,5 mg kg™ do 14 d puno

vecéa u odnosu na
kontrolu, nakon ¢ega

aktivnost pada. Aktivnost
CAT kod konc. 5 mg kg™

manja je u odnosu na
kontrolu do 14 d, nakon
28 d aktivnost je veca u

Song i sur., 2009.

odnosu na kontrolu. Kod
konc 10 mg kg™ aktivnost
je manja u odnosu na
kontrolu , osim nakon 21
d.

1.8.4. HistopatoloSki biomarkeri

Histopatoloski markeri ukljuCuju oSteéenja tkiva koji mogu signalizirati Stetne ucinke koji
proizlaze iz izlozenosti organizma jednom ili viSe zagadivala. Kod mnogih skupina zivotinja,
histopatoloSke promjene su dobri i vazni pokazatelji izloZenosti zagadivalima, te u nekim
slu¢ajevima daju precizne informacije o spojevima koji uzrokuju takva ostecenja (Hinton i sur.,
1992).

Do sada je napravljen velik broj istraZivanja koja pokazuju opée histopatoloSke promjene kod
gujavica kao 5to su nekroza tkiva, otekline osobito na podrucju kiteluma, istjecanje celomske

tekucine, te nekoliko istraZzivanja koja upucuju na specificne histopatoloS8ke promjene kod
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Eisenia fetida, Dendrodrilus rubidus, Lumbricus terrestris, L. rubellus, and Octolasium
transpadanum.

Do ovih promjena moze doci nakon izloZenosti organskim okoliSnim zagadivalima kao $to su
pesticidi, ali i teSkim metalima (Gupta i Sundaraman, 1990). Kod vrste Dendrodrilus rubidus,
histoloSke promjene nakon izlaganja olovu zabiljeZene su u citoplazmi kloragocita (Richards i
Ireland, 1978). Kloragogene stanice pokazivale su nepravilnosti u obliku, te sadrzavale
agregirane Cestice razliCitih veli¢éina u svojoj unutradnjosti. Nakon izlaganja gujavica
pesticidima benomilu i karbofuranu, histopatoloSka istrazivanja pokazala su da kloragogene i
celomske stanice gube sadrZaj i postaju ispraznjene (Fischer, 1976). Izlaganje karbarilu
potiCe bubrenje jezgre kloragocita kod P. posthuma (Gupta i Sundararaman, 1988). Sorour i
Larink (2001) su pokazali da fungicid benomil u subletalnim koncentracijama uzrokuje
reproduktivha oste¢enja i malformacije spermatida i citofora, a slicha ostec¢enja se javljaju i
nakon izlaganja gujavica organofosfatu malationu (Espinosa-Navarro i Bustos-Obregon,
2005). Pored smanjenja tezine kod malationom tretiranih gujavica tu su prisutne i promjene
poput vakuolizacije spermateka i fragmentacija DNA kod velikog postotka spermatogonija.
Kod E. fetida izlaganih parakvatu, nakon pocetog znacajnog povecanja stanica i njihovog
oStecenja uslijedila je potpuna razgradnja kloragogenog tkiva (Fischer i Molnar, 1992). Do
morfoloskih i histoloSkih promjene poput perforacija, osSteé¢enja epitela, zatim poveéanja
Zljezdanih stanica, oteknuc¢a na podrucju kliteluma, razgradnje prstenastih i uzduznih misica i
fragmentacije tijela dolazi nakon 48 h izlaganja Eisenia foetida organofosfornom pesticidu
profenofosu putem kontakt testa na filter papiru (Chakra Reddy i Rao, 2008). Osim
kontaktnim putem, gujavice pesticidima mogu biti izlozene preko probavila, pri ¢emu su
zabiliezene promjene kao Sto su bubrenje jezgri epitela, nepravilnosti u obliku stanica,
oStecenje stanicne membrane i stapanje stanica (Morowati, 2000). Malo toga se zna o
prirodnoj varijabilnosti i vanjskim utjecajima na histopatoloske parametre. Fischer i Molnar
(1992) su uodili da povecana koli¢ina vlage, su8a, hipoksija, salinitet znatno utje€u na
kloragocite kod E. fetida, pri €emu dolazi do povecanja jezgri kloragocita. Pored toga oni su
uoCili da potpuno uniSteno kloragogeno tkivo kod gujavica izlaganih parakvatu ima
sposobnost potpune regeneracije nakon premjestanja gujavica u Cisto tlo.

Nema podataka o doza-ovisnom odnosu u izloZzenosti odredenim spojevima i histopatoloskim
u€incima kod gujavica (Scott-Fordsmand i Weeks, 2000), dok su kod npr. Stakora
zabiljezene doza-ovisne degenerativhe promjene jetre, povecan broj Kupffer-ovih stanica
(hiperplazije) parenhimskog tkiva jetre nakon izlaganja sintetiCkom piretroidu cipermetrinu
(Costa i sur., 2008).
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Odrediti efektne koncentracije (EC) pojedinacnih pesticida s obzirom na promjene
aktivnosti tri molekularna biomarkera mjerena u ovom istraZivanju: katalaze (CAT),
glutation-S-transferaze (GST) i acetilkolin-esteraze (AChE). Ovi biomarkeri su odabrani
stoga Sto su dosadaSnja istraZivanja pokazala njihovu relevantnost u smislu

biokemijskog odgovora na izloZenost ksenobioticima.

Utvrditi da li postoji biometrijska histoloSka veli€ina koja bi se mogla upotrijebiti kao

histopatoloSki biomarker izloZenosti organizama pesticidima.
Ustanoviti odnos efektnih koncentracija (EC) mjeSavina i EC svake od komponenti
mjeSavina.

Odrediti utjecaj acetilkolinesteraza neinhibirajuéih pesticida (herbicida: bentazona,
metolaklora, terbutilazina) na ucinkovitost tj. na ECsy acetilkolinesteraza inhibirajucih

pesticida (insekticida: endosulfan, pirimifosmetil, malation, temefos).
Utvrditi moguénost primjene izobolografske metode u procjeni toksi¢nosti mjesavina.

Utvrditi mogucénost iznalaZenja modela upotrebe pesticida, na nacin da se onemoguci
stvaranje mjeSavina u okoliSu, loSijih ekotoksikoloSkih svojstava, od svojstava svake od

komponenti mjeSavina.

Ustanoviti oblik utjecaja hormetickih svojstava jedne od sastojina mjeSavina, na ukupnu
toksicnost, to jest, odrediti da li hormeticko svojstvo pojedinog sastojka mjeSavine moze

bitno utjecati na ekotoksikoloSka svojstva te mjeSavine.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. KEMIKALIJE

Za obradu uzoraka i sva potrebna mjerenja pri izradi ovoga rada upotrebljene su sljedece

kemikalije:

¢ Natrijev-hidrogenfosfat bezvodni, Kemika

¢ Natrijev-dihidrogenfosfat bezvodni, Kemika

e Coomassie Brillant Blue G-250, Etanol, 85% fosfatna kiselina (HsPO,)
e Govedi serumski albumin (BSA), 96% , Sigma Aldrich
e 5,5 -ditiobisnitrobenzoat (DTNB), Sigma Aldrich

e Acetiltiokolinjodid, Sigma Aldrich

e 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), Sigma Aldrrich
e L-glutation, reducirani, 98 %, Sigma Aldrich

e Vodikov peroksid, 30%, Kemika

¢ Formaldehid, min. 36,5%, Alkaloid, Skopje

e Natrijev karbonat, bezvodni, Kemika

e Hematoksilin, kristalni, Sigma Aldrich

o Eozin B, 94%, Sigma, Aldrich

e Limunska kiselina, kristalni, Kemika

¢ Kalijev permanganat, kristalni, Kemika

e Etilni alkohol, 96%, Kemika

¢ Apsolutni etilni alkohol, 100%, Kemika

e Fenol kristalni, Merck

e Aluminijev-kalijev sulfat, kristalni, Kemika

e Kiloridna kiselina, min. 36%, Kemika

e Dinatrijev hidrogen fosfat, bezvodni, Kemika

¢ Dihidrogen natrijev fosfat monohidrat, Kemika

¢ Natrijev klorid, kristalni, Kemika

¢ Ksilen, Alkaloid, Skopje

e Parafin, kruti, histolo3ki, t;=56-58°C, Kemika

e Cera alba (bijeli p&elinji vosak), Kemig

e Canada balzam, Kemika

Sve upotrebliene kemikalije bile su isklju€ivo analiticke Cistoce.
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3.2. INSTRUMENTI | PRIBOR

Pri izradi ovoga rada upotrebljeni su sljedeci instrumenti i pribor:

e Spektrofotometar (UV-visible 1601 Shimadzu)

e Mikrotom, klizni, SM 2000R, Leica

e Mikroskop DX 41, Olympus

¢ Digitalna fotokamera DP-12, Olympus

¢ Analiticka vaga, Sartorius

e pH-metar, Mettler Toledo

o Elektri¢na vibracijsko rotacijska muckalica, Vortex

e Centrifuga/ultracentrifuga s hladenjem, Hermle Z 233 MK-2
¢ Plasti¢ne epruvete, 2 ml, Ependorff

e Podesive mikropipete, 1 - 10 pl, 10 - 100 pl, 500 - 1000 pl, 1 — 5 ml Ependorff
e Prenosivi terenski hladnjak

¢ Hladnjak -4 °C

¢ Hladnjak, -80 °C, Heraeus Sepatech

o Spremnik za tekuci dusik, L air liquide RG9

¢ Hladne podloge, -4 °C

e Grijata plo¢a sa magnetnom mijeSalicom, Tehnica

e Homogenizator (Potter-Elvehjem)

e Vodena kupelj, Sutjeska

e Sterilizator, Instrumentaria, Zagreb

e Pincete (kirurSke i anatomske), Steinless, Njemacka

o Skalpel metalni br.22 sa drzacem, Steinless, Njemacka

e Pokrovna stakalca, 20x20 mm, TLOS, Zagreb

e Predmetna stakalca, 76x26x1 mm, TLOS, Zagreb

e Bazni kalupi za uklapanje histoloSkih preparata

e Plasti¢ne histoloSke ko3arice (Embedd casette), Shandon, USA

¢ Stakleno laboratorijsko posude
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3.3. EKSPERIMENTALNI ORGANIZMI

2.3.1. Sistematika kompostne gujavice (Eisenia andrei)

Carstvo: Animalia
Koljeno: Annelida
Razred: Clitellata

Podrazred:  Oligochaeta

Red: Haplotaxida
Porodica: Lumbricidae
Rod: Eisenia

Vrsta: Eisenia andrei

Slika 12. Kompostna gujavica (Eisenia andrei)

3.3.2. Biologija gujavica

Gujavice spadaju u razred Oligochaeta, a rasprostranjene su u tlu i vodi. Jedna od
najvaznijin porodica terestrickih gujavica u Europi i opéenito u Palearkti¢koj regiji su
Lumbricidae (Edwards i Bohlen, 1996). Postoji oko 220 rodova unutar ovog razreda od kojih
je 19 rasprostranjeno u Europi. Dominantne vrste na poljoprivrednim zemljiStima i vrtovima
pripadaju slijede¢im rodovima Aporrectodea, Allolobophora, Lumbricus i Dendrobaena.

Tijelo gujavice je bilateralno simetriCno, izvana i iznutra je jasno koluticavo. Izvana je
obavijeno jednoslojnom epidermom, a njenu strukturalnu osnovu ¢ine cilindriCne epitelne
stanice izmedu kojih se nalaze mnoge Zljezdane stanice. Na povrsini epiderme je tanka
kutikula. Ispod epiderme je najprije sloj prstenastih, a zatim i sloj uzduznih misica €ijim se
naizmjeniénim stezanjem postizu valovite kontrakcije duz glavne osi tijela, te omogucavaju
pokretanje. Tjelesna Supljina je celom u kojoj je celomska tekucina koja osim $to sudjeluje u
prijenosu tvari u tijelu djeluje i kao hidrostatski skelet, a utjeCe i na pokretanje i ispruzanje
Zdrijela. U srediStu celomske Supljine smjesteno crijevo koje na lednoj strani ima duboku
brazdu (tiflozolis). Na povrSini crijeva smjeStene su kloragogene stanice. Ispod su prstenasti
gornje strane crijeva je ledna krvna zila. S trbuSne strane nalazi se ziv€ana vrpca, iznad koje
je trbusna, a ispod subneuralna krvna Zila. Probavni sustav se sastoji od usta, Zdrijela,
jednjaka, volje, Zeluca, crijeva i analnog otvora. Probava se odvija u Zelucu i prednjem dijelu
crijeva, apsorpcija se odvija u zadnjem dijelu crijeva. Optjecajni sustav je zatvoren, disanje
se odvija preko koZe. Sustav za izlugivanje &ine protonefridiji i metanefridiji. Zivéani sustav je
ljestviCast. Gujavice su dvospolci, na trbusnoj strani 15. koluti¢a su muski, a na 14. koluticu
Zenski spolni otvor. Oplodnja je vanjska.

Guijavice zbog svojih biolosko ekoloskih osobina znatno doprinose poboljSanju kvalitete tla

tako Sto premjestaju i mijeSaju razliCite slojeve tla, poboljSavaju prozracivanje, svojim
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aktivnostima poboljSavaju propusnost za vodu i time pozitivho utje€u na hidraulicka svojstva
tla, te izgraduju sloj humusa (Edwards i Bohlen, 1992). Ovi koluticavci posjeduju niz
ekoloskih i fizioloSkih znacajki koje ih Cine izvrsnim bioloSkim indikatorima zagadenja tla
(Sanchez-Hernandez, 2006; Van Straalen, 2002).

Gujavice se mogu podijeliti u tri ekoloSke kategorije s obzirom na neke opcée karakteristike,
kao Sto su pigmentacija, oblik i veli€ina tijela, afinitet prema tipu hrane, dubini kopanja, te tipu
hodnika koje kopaju u tlu. Epigejne vrste koje su aktivhe u povrSinskim dijelovima tla (npr.
Eisenia fetida), endogejne vrste grade horizontalne hodnike (npr. Aporrectodea caliginosa),
dok aneci¢ne vrste grade vertikalne hodnike i nastanjuju dublje dijelove tla (npr. Lumbricus
terrestris) (Bouché, 1977).

Eisenia andrei je epigejna vrsta koja zivi u povrsinskim slojevima tla bogatim organskom
materijom, a manje u tlima bogatim mineralnim tvarima. Prema OECD protokolu
preporu¢ena je vrsta za toksikoloske testove (OECD, 1984). Ima kratak Zivotni ciklus,
izlijeganje iz kokona traje tri do Cetiri tjedna, a spolnu zrelost postiZzu sa sedam do osam
tiedana na temperaturi od 20 °C. Vrlo je plodna vrsta, svaka jedinka proizvede dva do pet
kokona tjedno. Lako je dostupna i jednostavna za odrzavanje i uzgoj.

Gujavice u tlu mogu biti izlozene razli¢itim zagadivalima bilo preko kutikule ili pak preko
probavne povrsine (Jager i sur., 2003). Pored toga Cesti su plijen za mnoge kraljeznjake kao
npr. ptice i rovke, stoga imaju vaznu ulogu u procesima biomagnifikacije mnogih zagadivala
koji se pojavijuju u tlu (Paoletti, 1999), te su stoga izvrsni bioindikatori za monitoring
zagadenja tla. Pored toga ovi su organizmi pogodni indikatori za monitoring ucinkovitosti

procesa remedijacije tla od zagadivala (Lock i Jansen, 2003).

3.3.3. Odrzavanje gujavica u laboratoriju i priprema za eksperiment

Gujavice koriStene u ovom radu potje€u iz uzgajaliSta (ErSek d.o.o., Donja Bistra). U
laboratoriju su gujavice drzane u posebno priredenim drvenim kutijama, u tlu odredenog
sastava (33% ilovaca, 33% kompost, 33% treset) na temperaturi od 20 £ 1 °C, pH tla izmedu
6,8 i 7,2, uz normalan dnevni ritam svjetla (12 sati svjetla i 12 sati mraka). Vlaznost tla je
odrzavana do toCke u kojoj nema staja¢e vode. Gujavice su hranjene jednom tjedno vlaznim
stajnjakom koji je takoder dopremljen sa uzgajalidta. Za eksperimente su odabrane odrasle,
spolno zrele jedinke gujavica (stare 2 mjeseca) s dobro razvijenim klitelumom, tezine izmedu
350 i 400 mg.

3.4. FIZIKALNO-KEMIJSKA  SVOJSTVA  PESTICIDA UPOTRIJEBLJENIH U
ISTRAZIVANJU
Za istraZivanje su upotrijebljene formulacije pesticida za komercijalnu upotrebu. Formulacije

pesticida sadrZe aktivni sastojak, te sastojke kao Sto su otapala, povr3inski aktivne tvari,
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nosaci, antioksidansi koji poboljSavaju svojstva pesticida za skladistenje, rukovanje, primjenu,
ucinkovitost i sigurnost. Aktivni sastojak je kemijski spoj koji ima specifi¢an uc€inak na ciljni

organizam. Popis svih pesticida koriStenih u istrazivanju prikazan je u Tablici 4.

Tablica 4. Popis pripravaka pesticida koriStenih u istraZivanju.

DIELATNA |\ psTA SPOJA | MEHANIZAM FORMULA DJELATNE TVARI PESTICIDA
TVAR DJELOVANJA

cl
Cl
. - o
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3.4.1. Endosulfan (Global E-35)

Endosulfan je insekticid koji pripada u skupinu organoklornih ciklodiena. U upotrebu je
uveden 1950. godine, a koristi se protiv Sirokog spektra insekata i grinja, u vocarstvu, vinovoj
lozi i na industrijskom bilju. Spada u vrlo opasha sredstva, svrstava se u drugu kategoriju

prema otrovnosti (O = II).
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Djeluje neurotoksiéno, inhibitor je GABA receptora sinapsi, zatim Ca* i Mg* ATPaze,
inhibira acetilkolineserazu pri éemu ometa i sprje€ava prijenos ziv€anih impulsa. Endokrini je
disruptor.

Na temelju laboratorijskih istrazivanja, dostupnih modela, monitoringa u okoliSu, te
literaturnih podataka, moze se reci da je endosulfan vrlo perzistentan pesticid u okoliSu,
posebice u kiselom mediju. Jako je toksian za ptice, ribe i ostale akvatiCke organizme,
umjereno je toksi¢an za pcele, a relativno je netoksi€an za parazitske ose i neke grinje.

Zbog velike toksi¢nosti i velikog bioakumulacijskog potencijala, te perzistentnosti u okolisu,
endosulfan je u mnogim zemljama, a od nedavno i u Republici Hrvatskoj, zabranjen za
upotrebu i proizvodnju. Rok valjanosti rijeSenja o registraciji endosulfana u Hrvatskoj vrijedio
je do 01.07.2007., a dopuStena prodaja i primjena krajnjim korisnicima vrijedila je do
01.01.20009.

Global E-35 (proizvoda¢: Chromos Agro d.d.) je komercijalni naziv pripravka na bazi

endosulfana koji je koriSten u ovom istrazivanju. To je svijetlo crvenosmedi tekuéi koncentrat

za emulziju.
Strukturna formula: Cl
Cl o
\
S—O
&
Cl O
Cl
Kemijska formula: CyHsClg0O3S
Relativha molekulska masa: 406,9

Kemijski naziv po IUPAC-u:

Topivost u vodi:
Koc:

Log Kow:

pKa:

Tlak para:

CAS broj:
EINECS broj:

Metabolizam endosulfana

1,4,5,7,7-heksaklor-8,9,10-tri-norborn-5-en-2,3-iten-bis-
metilen-sulfit

0,33 mg I'* (22°C)

3000 — 20000

a4,74; 3 4,79 (pri pH 5)

ne ionizira

8,3 x 10-4 Pa (25 °C) za 2:1 smjesu a i 3 izomera
115-29-7

204-079-4

Glavni metaboli¢ki produkti kod sisavaca su endosulfan sulfat i endosulfan diol, a prisutni su i
drugi metabloliti u manjim koli¢inama. Kada se muzjaci skakavca izloze endosulfanu oralno,
dermalno ili subkutano, metaboliti koji se mogu identificirati su endosulfan sulfat, eter i

hidroksi eter, te lakton. Sli¢an je metaboli¢ki put i kod kuéne muhe, te zohara.
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Endosulfan se brzo metabolizira u organizmu sisavaca u manje toksi¢ne metabolite i polarne
konjugate. Nakon oralne ili intraperitonealne primjene endosulfana Stakorima u koncentraciji
od 4-8 mg kg™, nepromjenjeni endosulfan, hidroksi eter, lakton i neidentificirani metaboliti se
putem urina izlu€uju iz organizma u omjeru 3:1:1:2. Naj¢eci metabolit pronaden u tkivima,
organima i fecesu je endosulfan sulfat. Nakon doziranja **C-obiljeZenog endosulfana
miSevima, endosulfan, te endosulfan sulfat mogu se detektirati u masnom tkivu i jetri miSeva,
a u urinu se mogu detektirati metaboliti endosulfana.

Endosulfan je jako toksiCan za ribe. Rezidue detektirane kod riba izlaganih akutnim i
viSekratnim subakutnim koncentracijama endosulfana su nepromijenjeni oblik endosulfana,
diol i konjugati s glukuronskom kiselinom.

Endosulfan ne perzistira na biljkama, a znatne koli¢ine mogu se izgubiti isparavanjem. Glavni
metabolit endosulfana u biljkama je endosulfan sulfat. Unutar 3-7 dana rezidue se smanjuju
za oko 50% (ovisno o vrsti biljke). Endosulfan se hidrolizira na liS¢u biljaka do diola ili se

pretvara u endosulfan sulfat.

Sudbina endosulfna u okolisu

Tehni¢ki endosulfan (6, 7 ,8 ,9, 10, 10-heksakloro-1, 5, 5a, 6, 9, 9a, heksahidro 6,9-metano-
2, 4, 3-benzodioksatiepin, 3-oksid) je smede obojena kristalna tvar koja se sastoji od alfa- i
beta- izomera u omjeru 70 : 30. Oba izomera endosulfana su otporna na fotodegradaciju, ali
metaboliti endosulfan sulfat i endosulfan diol su podlozni fotolizi. U vodi se uglavhom
razgraduje u endosulfan diol. U tlu, alfa-izomer nestaje puno brZze nego beta-izomer.
Endosulfan sulfat je glavni razgradni produkt u tlu. Biorazgradnja u tlu i vodi ovisi o
klimatskim uvjetima i mikroorganizmima prisutnima u tlu. Endosulfan se u vodi brzo
hidrolizira u diol, ali u tlu je umjereno perzistentan, gdje se pretvara u sulfat, koji je jako
perzistentan. Vrijeme poluraspada u tlu krece se u rasponu od nekoliko mjeseci do 2 godine,
a u vodi od 1-6 mjeseci, ovisno o temperaturi, sadrzaju kisika i pH.

Endosulfan se sporo hidrolizira u alkalnim i kiselim sredinama uz formiranje diola i
sumpornog dioksida. Stabilan je u prisustvu sunevog zraCenja, ali UV zragenjem nastaju
razli€iti produkti, €iji identitet ovisi o0 mediju u kojem se fotoliza odvija. Produkti koji nastaju u
parnoj fazi ukljuCuju ciklicki sulfat, diol, eter i lakton, i ostale. Glavni metabolit najée3ce je
ciklicki sulfat koji se razgraduje puno sporije od polaznog spoja. U mediju gdje je prisutno i
raslinje razgraduje se uz pomo¢ mijeSane kulture organizama prisutnih u tlu i to uz
anaerobne uvjete pri ¢emu nastaju slijedeci produkti: diol, eter, lakton i hidroksi eter. U
subtropskim uvjetima, kada se endosulfan aplicira na pjeskovito glinastom tlu, dolazi do
gubitka endosulfana isparavanjem. Dio nestaje pretvorbom u endosulfan sulfat i diol, a

endosulfan sulfat perzistira do 238 dana, dok diol gotovo potpuno nestaje unutar 28 dana.
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3.4.2. Pirimifos-metil (Actellic 50 EC)

Pirimifos-metil spada u skupinu organofosfornih insekticida s izrazenim fumigantnim
djelovanjem. Uc¢inkovit je i Siroko upotrebljavan insekticid protiv Stetnika kako u vocarstvu
tako i u ratarstvu i povrtlarstvu. Djeluje kao kontaktni i kao zelu€ani insekticid, a primarna
reakcija u organizmu je inhibicija acetilkolin eseraze. Prema otrovnosti se svrstava u opasne
kemikalije (O = Ill). Pirimifos-metil ima velik bioakumulacijski potencijal, slabo je perzistentan
u tlu i u vodi. Umjereno je toksi¢an za sisavce. Akutna oralna toksi¢nost za Stakora je 1414
mg/kg, akutni dermalni LDs, za Stakora je veéi od 2000 mg/kg i akutni inhalacijski LDsy za
Stakora je 4,7 mg/L. Pokazuje Sirok raspon toksi¢nosti za ribe, od umjerene do jake
toksi¢nosti: 48 h LCs, (Cyprinus carpio) = 1,4 mg/L, 24 h LCs, (Gambusia affinis) = 33 ug/L.
Jako je toksi¢an za slatkovodni zooplankton: 48 h LCs, (Daphnia magna) = 0,17 ug/L.
Actellic 50 EC (proizvodac: Syngenta) je komercijalni naziv pripravka na bazi pirimifos-metila,

koiji je koriSten u ovom istrazivanju. To je svijetlo smede obojena tekuéina za emulziju.

Strukturna formula: S

CH

|
b

N(C,H,),

¥
?

N

Kemijska formula: C11H2N3O3PS

Molekularna tezina:

Kemijski naziv prema I[UPAC-u:

305,3
O-2-dietilamino-6-metilpirimidin-4-il-O,O-dimetil

fosforotioat
Topivost u vodi: 9,9 mg I* (30 °C, pH 5,2)
Koc: 1100
Log Kow: 4,2
pKa: 3,71
Tlak para: 1,5 x 10 Pa (30°C)
CAS broj: 29232-93-7
EINECS: 249-528-5

Metabolizam i metaboliti pirimifosmetila

NajviSe istraZivanja vezanih za metabolizam pirimifos-metila kod Zivotinja provodeno je
psima i Stakorima. U urinu obje vrste detektirano je dvanaest metabolita, od kojih je pet
identificirano. Glavni metaboliti su produkti hidrolize pirimidinola, a dva od njih su de-etilirani
metaboliti: des-N-etilpirimidinol i 2-amino-6-metilpirimidin-4-ol. Konjugati pirimidinola s

glukuronskom kiselinom takoder su identificirani kod obje vrste. Pored toga, hidroksilirani N-
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etil metabolit, 2-[N-etil-N-(2-hidroksietil)amino]-6-metilpirimidin-4-ol, detektiran je u urinu
Stakora, ali ne i pasa, za koji se smatara da je metabolit oksidativne N-de-etilacije
katalizirane mikrosomalnim oksidazama. U procesu metabolizma nastaje i aktivni
antikolinesterazni spoj, ali zbog svoje nestabilnosti ¢esto se ne uspijeva detektirati. Neka
istrazivanja pokazuju prisutnost neidentificiranih metabolita O-demetiliranih spojeva. Oni se
vrlo brzo hidroliziraju in vivo pa su njihove koli€ine vrlo male.

Glavni put metabolizma pirimifos-metila u biljkama je hidroliza i N-deetilacija. Glavni poCetni
metabolit je des-N-etilpirimifos-metil Cija se maksimalna koncentracija moze detektirati nakon
dva dana od primjene pirimifosmetila. Stoga je moguce da des-etil pirimidinol potje¢e od
hidrolize metabolita des-N-etilpirimifos-metila u biljkama, prije nego od deetilacije
pririmidinola. Produkt hidrolize pirimidinol i njegov des-N-etilirani metabolit detektirani su u
malim koli¢inama.

Glavni put metabolizma u tlu je hidroliza fosforotioata pri Cemu nastaje pirimidinol, te
oksidacija pri kojoj nastaje pirimifos-metil okson. U laboratorijskim istrazivanjima gdje je
pirimifos-metil apliciran u Cetiri razliCita tipa tla, glavni metabolit koji je identificiran je
pirimidinol, te manje koli€ine oksona i des-N-etilpirimidinola. Jedan od metabolita detektiran u
vrlo malim koli¢inama je O-metilirani pirimidinol. Glavni polarni metabolit vezan za tlo je N,N-
dietilgvanidin koji nastaje potpunom razgradnjom pirimidinskog prstena.

Metabolizam pirimifos-metila apliciranog na uskladistenim Zitaricama, na 20°C, nakon 12 i 24
tiedana pokazao se puno sporijim u odnosu na metabolizam pirimifos-metila primjenjenog na
rastu¢im bilikama. Glavni metabolit je pirimidinol, a metaboliti detektirani u manjim koli¢inama
su des-N-etil pirimifos-metil, des-N-etil pirimidinol i njegov metabolit N-deetilirani metabolit,

zatim 2-amino-6-metil-pirimidin-4-ol, od kojih posljedniji nije detektiran kod rastucih biljaka.

Sudbina pirimifosmetila u okoliSu

Pirimifos-metil se brzo hidrolizira pri kiselom pH i relativno je stabilan kod neutralnog i
bazi¢nog pH. Vrijeme poluraspada je 7 dana pri pH 5, a 79 dana pri pH 7, te 54-62 dana pri
pH 9. Glavni produkt hidrolize je pirimidinol. Vrijeme poluraspada u sterilnoj deioniziranoj

vodi u mraku je 3-4 dana.

3.4.3. Malation (Radotion E-50)

Malation je jedan od najceSce koriStenih oraganofosfornih insekticida u svijetu, a razlog za
njegovu Sirok upotrebu je relativno niska toksiCnost za sisavce, visoka selektivnost prema
kukcima te slaba perzistentnost u okoliSu u usporedbi sa drugim organofosfornim spojevima.
To je jedan od najranije proizvedenih insekticida, a primjenjuje se kao insekticid i akaricid za
kontrolu Stetnika na vocu i povréu, zitaricama, protiv muha, usi i Zivotinjskih parazita, te za

suzbijanje vektora razliitih bolesti u javhom zdravstvu. To je nesistemiCni insekticid sa
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kontaktnim, Zelu€anim i respiratornim djelovanjem na Stetnike. Ciljna reakcija u organizmu je
inhibicija AChE. Ubraja se u opasna sredstva, svrstava se u treéu kategoriju prema
otrovnosti (O = IlI).

Radotion E-50 (proizvodacl: Herbos) je komercijalni naziv, tekuéeg bezbojnog do blago Zuto

obojenog koncentrata za emulziju na bazi malationa koji je koriSten u ovom istrazivanju.

Strukturna formula: S
CH,0_lI
_~P—S—CHCOOC,H,
CH,O |
CHCOOC,H,
Kemijska formula: Ci10H1006PS,,
Relativha molekulska masa: 330,3
Kemijski naziv po IUPAC-u: S-1,2-bis(etoksikarbonil)etil O,0-dimetil fosforoditioat ili
dietil (dimetoksitiofosforiltio) sukcinat
Topivost u vodi: 145 mg I'*
Koc: 405
Log Kow: 2,75
pKa: ne ionizira
Tlak para: 5,3 x 10° Pa (30°C)
CAS broj: 121-75-5
EINECS broj: 204-497-7

Metabolizam malationa

Glavni metabolicki put malationa kod sisavaca ukljuCuje hidrolizu kataliziranu
karboksilestrazama, pri ¢emu nastaju dikarboksilna kiselina, te a- i B-malation monokiseline,
dok je kod kukaca glavni metaboliCki put oksidacijska desulfuracija pri ¢emu nastaje
malaokson, jaki inhibitor AChE. Kod $takora tretiranih s **C-oznadenim malationom, nakon
72 h identificirani su metaboliti u urinu (85-89%) i fecesu (4-15%). Glavni metabolit
identificiran u urinu je dikarboksilna kiselina zatim slijede a- i f-malation monokiseline sto
upucuje na to da se malation uglavnom metabolizira detoksikacijskim mehanizmima koji
ukljuuju deesterifikaciju. Ostali detektirani metaboliti su malaokson, desmetil malation, O,0O-
dimetil fosforoditioat, O,O-fosforotioat, tiomalna kiselina, fumarna kiselina i monoetil fumarat.
Ostali detoksikacijski mehanizami malationa kod sisavaca su oksidativha desulfuracija u
malaokson, dealkilacija u desmetil malation i hidorliza fosfatazama. Glavni metaboliti
detektirani u osam razlicitih tkiva Covjeka nakon fatalnog slu€aja trovanja malationom su a- ili
B-malation monokiselina, takoder i znatne kolic¢ine malation dikarboksilne kiseline, te
malaoksona u vrlo malim koli¢inama. Naknadno su identificirani i drugi metaboliti, O,O-

dimetil fosforoditioat, O,O-dimetil fosforotioat, dimetil fosfat i monometil fosfat.
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Istrazivanja su pokazala se da malation apliciran preko korjena i lis¢a biljaka (pamuk i bob),
vrlo brzo raspada. Glavni metaboli¢ki put malationa u biljkama je karboksilesterazama-
kataliziranom hidrolizom, pri ¢emu nastajua -malation monokiselina i dikarboksilna kiselina.
Hidrolizom fosforoditioata nastaje O,O-dimetil fosforoditioat, tiofosfat, dimetil fosfat i
monometil fosfat. Malaokson je metabolit koji se pojavljuje u malim koli¢inama i vrlo brzo se

hidrolizira u tkivu biljaka.

Sudbina malationa u okoliSu

Brzina razgradnje u tlu iznosi 6-25 sati i ovisi 0 adsorpcijskom koeficijentu tla, pri emu je
najvecéa za tla koja imaju najve¢u moé veznja. Istrazivanja su pokazala da je $to upucuje na
mehanizam razgradnje malationa u tlu nemikrobioloski. U tlu koji sadrzi 2% organske
materije i 18% gline pri pH 6,1, malation se vrlo brzo razgraduje sa vremenom poluraspada
od 5 sati na 22 °C. Glavni produkt razgradne malationa je dikarboksilna kiselina, te manje
koliine a- i B-malation monokiseline. Jedan od metabolita je i malaokson ali se detektira kao
kratkotrajni metabolit vrlo brzo nakon tretmana, a nakon 7 dana prisutan je u koli¢ini manjoj
od 1%. U drugim studijama gdje je pracena razgradnja malationa u ilovasto pjeskovitom tlu,
brzina razgradnje puno veéa sa vremenom poluzivota od jednog dana. Glavni metabolit i u
ovom slucaju je malation dikarboksilna kiselina uz prisustvo malih koli¢ina - ili f-malation
monokiselina. Nakon 31 dana, krajnji metaboliti ostaci sukcinatne kiseline detektirani kao
malatna i laktatna kiselina. Razgradni produkti malationa u muljevito glinastom tlu su O,0-
dimetil fosforoditioat i dietil fumarat. U eksperimentima gdje je malation apliciran u anaerobni
sediment tla, nakon 45 dana identificirana su dva metabolita, B-desmetil malation
monokiselina i desmetilmalation dikarboksilna kiselina kao glavni metabolit.

Fotoliza malationa u vodi, osvijetlienog sa ksenonskim svjetlom istrazivana je u sterilnoj vodi
pri pH 4, kako bi se minimalizirala hidroliza i razgradnja mikroorganizmima. Vrijeme
poluraspada osvijetlienog uzorka je 98 dana, priblizno tre¢ina vrijednosti za uzorak ¢uvan u
tami. Glavni metaboliti identificirani i u osvijetlienom i u uzorku iz tame su jednaki, ali je
njihova koli¢ina puno veca u osvijetlienom uzorku. Metaboliti su desmetilmalatioan, - i B-

malation monokiseline, vrlo male koli¢ine dietil maleata, monoetil maleata i dietil tiomalata.

3.4.4. Temefos (Abate 4-E)

Temefos je organofosforni insekticid registriran 1965. godine, a upotrebljava se za kontrolu
li¢inki komaraca. Temefos se koristi u podrucjima stajacih voda, plitkim barama, mo¢varama,
plitkim jezerima.

Umijereno je do slabo toksiCan za ptice, umjereno do jako toksi¢an je za slatkovodne ribe,
jako je toksi€an za slatkovodne racice, te p€ele. Kod Stakora koji su kroni¢no izlagani malim

koncentracijama, temefos je uzrokovao inhibiciju kolinesteraze u krvi i mozgu. Oralni akutni
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LDs, za Stakora je u rasponu 1226 do 13000 mg/kg, a za miSa 460 do 4700 mg/kg. Pokazuje
Sirok raspon akutne toksicnosti za ribe: LCs, (Cyprinus carpio) = 33500 pg/L, 96h LCsy
(Ictaulurus punctatus) = 3270 pg/L, LCso (Gambusia affinis) = 4,11 yg/L. Jako je toksi¢an za
zooplankton 48h LCs, (Daphnia magna) = 0,54 ug/L.

Abate 4-E je komercijalni naziv pripravka na bazi temefosa, koji je koriSten u ovom

istraZivanju. To je blago smeda viskozna tekucina za emulziju.

Strukturna formula: HC—0O S SN O—CH,
H,C—0~ P\o@S@O/P\O—CH3

Kemijska formula: C16H2006P2S3

Molekularna tezina: 466.5

Kemijski naziv prema IUPAC-u: 0,0,07,0"-tetrametil O,0’-tiodi-p-fenilen difosforotioat

Topivost u vodi: 0,03 mg I'* (25°C)

Koc: 17000

Log Kow: 491

Tlak para: 9,5 x 10-6 Pa (20 — 25°C)

pKa: ne ionizira

CAS bro;j: 3383-96-8

EINECS broj: 222-191-1

Metabolizam temefosa

Temefos je relativno stabilan na metaboliCku razgradnju i u Zivotinjskim i u biljnim
organizmima. Glavni put je tiooksidacijom do sulfoksida i hidrolizom do 4,4 -tiodifenola, a
tiooksidirani metaboliti se dalje konjugiraju kao glukozidi kod biljaka i kao sulfatni esteri kod
Stakora. Oksidativna desulfuracija u temefos okson je nesto riedi put.

Kod Stakora, nakon jedne oralne primjene, metabolilti temefosa mogu se detektirati u urinu,
fecesu, krvi i tjelesnim tkivima nakon 72 h. Glavni metaboliti u krvi pored nepromijenjenog
temefosa su 4,4 -ditiodifenol i 4,4 -sulfinildifenol. U masnom tkivu utvdeni su nepromijenjeni
temefos i temefos sulfoksid, dok su glavni metaboliti utvrdeni u fecesu temefos, temefos
sulfoksid i 4,4 -sulfinildifenol, te male koli¢ine 4,4 -tiodifenola i 4,4 -sulfinildifenola. U urinu su

detektirani, nepromijenjeni temefos, 4,4 -tiodifenol, 4,4 -sulfinildifenol i 4,4 -sulfonilfenol.

Sudbina temefosa u okoliSu

Temefos se hidrolizira jakim kiselinama i luZzinama. Maksimalna stabilnost je kod pH 5-7.
Kada se metanolska otopina temefosa izloZi suncu, dolazi do brze razgradnje 5to rezultira
nastajanjem najmanje osam produkata od kojih su samo temefos sulfoksid i temefos sulfon

identificirani. Sulfoksid je glavni poCetni produkt ali on se dalje fotolizom prevodi u sulfon.
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Vrijeme poluraspada u tlu je 30 dana Sto upucuje na slabu do umjerenu perzistentnost. U
okoliSu je slabo perzistentan u vodi, ostaci pesticida ve¢ par sati nakon aplikacije nisu
detektabilini

3.4.5. Bentazon (Basagran 600)

Bentazon je herbicid kontaktnog djelovanja koji se koristi za suzijanje korova u poljodjelstvu i
ratarstvu. Inhibitor je fotosinteze, ¢ime je onemoguéen proces proizvodnje hrane za biljku,
inhibira fotosustav Il. Umjereno je toksi¢an za sisavce, slabo je toksi¢an za ptice, gotovo je
netoksiCan za ribe i beskraljeZznjake koji Zive u vodi, netoksi¢an je za pcele. Slabo je
perzistentan u tlu. Prema otrovnosti se svrstava u opasne kemikalije (O = IlI).

Basagran 600 (proizvodac: BASF) je komercijalni naziv pripravka na bazi bentazona. To je

vodotopivi tekuci koncentrat Zuto smede boje.

Strukturna formula: H 0
N7/
o
NYCHS
0 CH,
Kemijska formula: CioH12N,0O3S
Molekularna tezina: 240,28

Kemijski naziv prema IUPAC-u: 3-izopropil-1H-2,1,3-benzotiodiazim-4(3H)-on-2,2-

dioksid
Topivost u vodi: 570 mg I'* (20°C, pH 7)
Koc: <100
Log Kow: 0,35
pKa: 3,4
Tlak para: 0,17 mPa (20°C)
CAS broj: 25057-89-0
EINECS broj: 246-585-8

Metaboliti bentazona

Glavni ekskrecijski produkt u urinu Stakora tretiranih bentazonom je najveéim dijelom
nepromjenjeni bentazon (81-91 % u odnosu na dozu kod muZjaka i 77- 89 % kod Zenki). 6-
hidroksibentazon predstavlja 6,3 % doze kod muZjaka, a izomer 8-hidroksibentazon je
prisutan u tragovima (0-0,23 % doze). Bentazon je viSe akutno toksi¢an za Stakore.
Toksi¢nost bentazona unesenog oralno u organizam Stakora puno je vec¢a od njegovih

metabolita 6-hidroksi i 8-hidroksi metabolita.
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Sudbina bentazona u okoliSu

Bentazon je otporan na hidrolizu. U vodi dolazi do fotorazgradnje sa vremenom poluzivota <
24 h. U tlu dolazi do fotokemijske razgradnje. Pod anaerobnim uvjetima, bentazon se
razgraduje sa vremenenom poluzivota u rasponu of 7 dana do 14 tjedana ovisno u tipu tla i
uvjetima u tlu. U tlu je jako pokretan, stoga ima velik potencijal zagadenja povrsinskih voda.

Bentazon ima mali potencijal bioakumulacije.

3.4.6. Metolaklor (Dual gold 960 EC)

Metolaklor je herbicid koji spada u skupinu kloroacetanilida. U biljkama djeluje kao inhibitor
elogenaza, inhibira sintezu anminokiselina, sprje€ava razvoj korijena, djeluje Stetno na
stanicne membrane. Prema otrovnosti razvrstan je u lll. skupinu otrova (O = IlIlI). Od
acetanilidnih herbicida, metolaklor je najviSe perzistentan u tlu (vrijeme poluraspada, ovisno
o tipu tla je od 15-132 dana). Zbog svoje relativho dobre topijvosti u vodi (530 mg/L na 20°C)
i malog koeficijenta raspodjele ima velik potencijal dospijevanja do podzemnih voda. Smatra
se netoksi¢anim za sisavce, ptice i insekte, umjereno je toksic¢an za ribe (96 h LCs, (Cyprinus
carpio) = 4,9 mg/kg) i zooplankton (48 h LCs, (Daphnia magna) = 25,1 mg/L). Toksi¢an je za
alge.

Dual gold 960 EC (proizvodag: Syngenta) je komercijalni naziv pripravka na bazi metolaklora

koji je koristen u ovome radu. To je tekuCi koncentrat za emulziju, svijetlo do tamno smede

boje.
0]
Strukturna formula; CI—CH;C//\ /CH3
N—CH-CH;O
H.C CH5CH,
Kemijska formula: CisH2,CINO,
Molekulska masa: 283,8
Kemijski naziv prema IUPAC-u: (S)-2-klor-N-(2-etil-6-metoksi-fenil)-N-(2-metoksil-metil-
etil)-acetamid
Topivost u vodi: 530 mg I (20°C)
Koc: 1,48
Log Kow: 3,45
pKa: 283,8
Tlak para: 1,7 mPa (20°C)
CAS broj: 51218-45-2
EINECS broj: 257-060-8
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Sudbina metolaklora u okoliSu

Metolaklor je umjereno perzistentan u tlu. Vrijeme poluraspada od 15 do 70 dana ovisno o
tipu tla, vlazi, nitrifikaciji, mikrobnoj aktivnosti, koncentraciji kisika. U vlaznom tlu puno brze
se razgraduje, a male koliCine isparavaju. Fotorazgradnja je glavni put razgradnje
metolaklora na povrSinskim dijelovima tla, dok ukupna razgradnja (anaerobna i aerobna)
prvenstveno ovisi 0 prisutnosti mikroorganizama, temperaturi, koli€ini viage. Lako se vezZe za
Cestice vecine tala, osobito za tla bogata organskim tvarima i glinom. Vrijeme poluraspada u
laboratorijskim uvjetima uz aerobnu mikrobioloSku razgradnju iznosi 67 dana, a rezultira
nastajanjem glavnog metaboli¢kog produkta (2-etil-6-metilfenil) (2-metoksi-1-metiletil) amino
okso-octenom kiselinom. Uz anaerobnu razgradnju vrijeme poluraspada je 81 dan uz
nastajanje istog metaboli¢kog produkta.U vodi relativno dugo perzistira. Vrijeme poluraspada
hidrolizom u jako kiselim vodama pri 20 °C iznosi vise od 200 dana, a 97 dana u bazi¢nim
vodama. Glavni razgradni produkti metolaklora su etan sulfonska kiselina i metolaklor

oksalna kiselina.

3.4.7. Terbutilazin (Terazin SC 50)

Terbutilazin je herbicid iz skupine triazina. Upotrebljava se za Siroki spektar korova u
razliitim kulturama. Na korove djeluje tako da inhibira fotosintezu u fotosustavu Il, absorbira
se uglavnom putem korijena. Prema otrovnosti se svrstava u opasne kemikalije (O = III).
Slabo je toksi€an za sisavce, ptice, umjereno je toksian za ribe (LCs, izmedu 3,6 i 7,6 mg/L),
zooplankton, alge. Jako je toksiCan za zelene alge (0,02 mg/kg) i ostale vodene biljke (0,23
mg/L). Svi metaboliti pokazuju slabu toksi¢nost u testovima na pastrvama, planktonskim
raCi¢ima i algama. Standardni testovi pokazali su da je terbutilazin ne toksian za pcele
(oralni i kontaktni LDsy > 100 pg/pceli), te za gujavice (LC50 > 1000 mg/kg)

Terazin SC 50 (proizvodac: Herbos) je komercijalni naziv za pripravak na bazi terbutilazina

koji je koriSten u ovom istrazivanju. To je teku¢a koncentrirana suspenzija.

. Cl N
Strukturna formula: \(/ m
NYN

AN
H™ CH;CH,
Kemijska formula: CgH15CINs
Molekulska masa: 2297
Kemijski naziv prema IUPAC-u: N?-terc-butil-6kloro-N*-etil-1,3,5-triazin-2,4-diamin
Topivost u vodi: 6,6 mg I (20°C)
Koc: 162-278
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Log Kow: 3,21

pKa: 2

Tlak para: 0,15 mPa (25°C)
CAS broj: 5915-41-3
EINECS broj: 227-637-9

Metabolizam terbutilazina

Glavni metaboliti terbutilazina u organizmima su su de-klorinirani i N-dealkilirani produkti, koji
su puno mobilniji od polaznog spoja, a neki od njih pokazuju i herbicidalno djelovanje kada
zadrZe atom klora na triazinskom prstenu, te jednu alkilnu skupinu.

Kod &takora pokazuje malu akutnu oralna, dermalnu i inhalacijsku toksi¢nost. Nakon oralne
primjene Stakoru, terbutilazin se potpuno apsorbira. Izlu€uje se unutar 48 sati i to 2/3 urinom,
a ostatak fecesom. Ne akumulira se u organima.

Terbutilazin je blago toksi¢an za ribe i Skoljke, a toksi¢nost za razliite vrsta rakova varira od
velike do gotovo netoksi¢nosti. IstraZivanja na pticama, sisavcima, mikroorganizmima u tlu,
péelama i gujavicama pokazuju da je terbutilazin gotovo netoksi¢an za ove skupine

organizama.

Sudbina terbutilazina u okoliSu

Glavni putevi razgradnje u okoliSsu su fotoliza u akvati¢kim uvjetima, a u tlu aerobna
mikrobioloSka razgradnja. Osnovni razgradni putevi za triazinske skupine herbicida dobro su
poznati, a glavni razgradni produkti su hidroksi-terbutilazin koji nastaje dekloriranjem
triazinskog prstena i desetil-terbutilazin koji nastaje kada se odcijepe alkilni postraniéni lanci.
Terbutilazin se dobro razgraduje u u tlu, ali razgradnja ovisi 0 mikrobnoj aktivnosti. Vrijeme
poluraspada u tlu iznosi oko 11-36 dana ovisno o tipu tla. U anaerobnim uvjetima vrijeme
poluraspada je neSto duze i iznosi oko 69 dana. S obzirom na vrijednost Koc, terbutilazin je
dobro pokretan kroz pjeskovita i glinasta tla. Cvrsto se veZe na Sestice tla (Koc 162-278; 2.2-
25, vrijednosti tipicne za oranice). MikrobioloSka razgradnja odvija se de-etilacijom i
hidroksilacijom. U biolo3ki aktivnom tlu vrijeme poluraspada iznosi 30-60 dana.

U laboratorijskim uvjetima, vrijeme poluraspada fotorazgradnjom traje 1-5 dana, pri Cemu je
najc¢es¢i razgradni produkt hidroksi-terbutilazin. Ostaci u akvati¢kim sustavima (voda /
sediment) dobro su razgradivi pri viSim temperaturama (20°C).

U laboratorijskim uvjetima u pjeskovito glinastom tlu vrijeme poluraspada mu je 73-138 dana
na 20-25°C, dok je kod 10°C vrijeme poluraspada 456 dana, pri ¢emu su glavni razgradni
produkti hidroksi-terbutilazin i desetil-terbutilazin. Vrijeme poluraspada u okoliSnim uvjetima

je 11-36 dana ovisno o tipu tla.
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3.5. ODREPIVANJE TOKSICNOSTI POJEDINACNIH | SMJESE PESTICIDA UZ
UPOTREBU KONTAKT TESTA NA FILTER PAPIRU (, FILTER PAPER CONTACT TEST")
Dvanaest sati prije poCetka eksperimenta gujavice su stavljene na vlazan filter papir u
Petrijeve zdjelice, kako bi se probavni trakt o€istio od zemlje. Pri tome su Petrijeve zdjelice
pokrivene perforiranom folijom te ostavljene u tamnoj komori na 21 °C.

Kontakt test na filter papiru je akutni test toksi¢nosti koji se izvodi prema OECD 207
protokolu (OECD, 1984), a princip testa se sastoji u tome da se gujavice nakon provedenog
postupka €iS¢enja probavila, pojedinacno izlazu ispitivanoj tvari i to u staklenim posudicama
ravnog dna (visine 4,5 cm, promjera 5 cm) €ija se povrsina oblozZi filter papirom (Whatman no.
1), bez preklapanja (Slika 13). Jedan mililitar ispitivanog pojedinacnog pesticida ili smjese
pesticida rasporedi se po povrsini filter papira. Za pripremu odredenih razrjedenja pesticida
koriStena je destilirana voda. Filter papir se zatim susSi uz pomo¢ laganog toka
komprimiranog zraka. Nakon susenja, dodaje se 1 mL destilirane vode. Kontrola sadrzi samo
destiliranu vodu. U svaku bocicu stavlja se po jedna gujavica, bo€ice se zatvore poklopcem
na kojem se nalazi mali otvor, te se odloze u klima komoru na temperaturi od 21+1 °C, uz
dnevni ritam osvijetljenja jacine 400 — 800 luxa. Test traje 48 sati. Mortalitet se utvrduje nakon
24 i 48 sati. Gujavice se smatraju mrtvima ako ne odgovaraju na blagi mehanicki podrazaj na

prednjem kraju.

Slika 13. Kontakt test na filter papiru.

Dizajn eksperimenta prikazan je na Slici 14, a koristene 100%-tne koncentracije te
kombinacije pesticida prikazane su u Tablici 6 i kombinacije pesticida na Slici 14. 100%-tne
koncentracije su maksimalne koncentracije pesticida upotrebliene u eksperimentu s

pojedinac¢nim pesticidima (C7).
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U svrhu odredivanja (ECs) i srednje letalne doze (LCsp) za svaki pojedini pesticid priredeno
je po sedam koncentracija, svaka koncentracija je radena u duplikatu, a za jednu repliku
upotrijebljeno je po deset gujavica (Tablica 5 a).

Kod odredivanja toksi¢nosti smjese pesticida raspon koncentracija smjese odreduje na
temelju ECx, vrijednosti za svaki pesticid, tj. na temelju izracuna donje asimptote logistiCke
krivulje koje su prethodno odredene u eksperimentu s pojedinaénim pesticidima. Tako
izradunate koncentracije (endosulfan 2ugem 2, temefos 2,4 ugem, malation 70 ugem?, te
terbutilazin, metolaklor i bentazon po 140 ygem™) su se zatim razrjedivale da bi se za svaku
smjesu dobilo sedam koncentracija (Tablica 5b, Slika 15). Kombinacije pesticida u smjesi su
se odredivale tako Sto je svaki od pesticida s djelovanjem na aktivnost acetilkolinesteraze
(endosulfan, temefos, malation i pirimifosmetil) sparivan s pesticidima koji nisu imali
djelovanje na acetilkolinesterazu u eksperimentu s pojedinaénim pesticidima (terbutilazin,
metolaklor i bentazon) (Slika 14).

Za izradu izobolograma izabrano je Sest kombinacija pesticida (Tablica 6), i to onih koji su u

eksperimentu s pojedinacnim pesticidima pokazali znaajan u€inak na mjerene biomarkere.
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Terbutilazin Metolaklor Bentazon

11
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Slika 14. Shema dizajna eksperimenta; kombinacije pesticida upotrebljene u eksperimentu sa

smjesama (II) i one upotrebljene u eksperimentu sa izobologramima (lll).
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Tablica 5. Koncentracije pojedinacénih (a) i pesticida u smjesi (b) upotrebljenih za izlaganje gujavica u

kontakt testu na filter papiru.

a) K (gem™) [C1 (ugem™?)| €2 (ugem )| C3 (ugem™)|C4 (ugem™?)| C5 (gem )| C6 (gem™)| C7 (ugem?)
Endosulfan 0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35
Temefos 0 0.6 1.2 1.8 2.4 3.0 3.6 4.0
Malation 0 10 20 30 40 50 60 70
Pirimifosmetil 0 12 24 36 48 60 72 84
Terbutilazin 0 20 40 60 80 100 120 140
Metolaklor 0 20 40 60 80 100 120 140
Bentazon 0 20 40 60 80 100 120 140
b) K (ngem™) | C1 (ugem™)| C2 (ugem®)[C3 (ugem?)| C4 (ugem™®)| C5 (ugem ™)
Endosulfan + 0 0.13 0.25 0.50 1.00 2.00
Terbutilazin 0 8.75 17.50 35.00 70.00 140.00
Endosulfan + 0 0.13 0.25 0.50 1.00 2.00
Metolaklor 0 8.75 17.50 35.00 70.00 140.00
Endosulfan + 0 0.13 0.25 0.50 1.00 2.00
Bentazon 0 8.75 17.50 35.00 70.00 140.00
Temefos + 0 0.15 0.30 0.60 1.20 2.40
Terbutilazin 0 8.75 17.50 35.00 70.00 140.00
Temefos + 0 0.15 0.30 0.60 1.20 2.40
Metolaklor 0 8.75 17.50 35.00 70.00 140.00
Temefos + 0 0.15 0.30 0.60 1.20 2.40
Bentazon 0 8.75 17.50 35.00 70.00 140.00
Malation + 0 4.38 8.75 17.50 35.00 70.00
Terbutilazin 0 8.75 17.50 35.00 70.00 140.00
Malation + 0 4.38 8.75 17.50 35.00 70.00
Metolaklor 0 8.75 17.50 35.00 70.00 140.00
Malation + 0 4.38 8.75 17.50 35.00 70.00
Bentazon 0 8.75 17.50 35.00 70.00 140.00
Pirimifosmetil + 0 5.25 10.50 21.00 42.00 84.00
Terbutilazin 0 8.75 17.50 35.00 70.00 140.00
Pirimifosmetil + 0 5.25 10.50 21.00 42.00 84.00
Metolaklor 0 8.75 17.50 35.00 70.00 140.00
Pirimifosmetil + 0 5.25 10.50 21.00 42.00 84.00
Bentazon 0 8.75 17.50 35.00 70.00 140.00
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Tablica 6. Kombinacije pesticida, te njihove 100%-tne koncentracije upotrebljene pri eksperimentu za

izradu izobolograma.

KOMBINACIJE PESTICIDA KONCENTRACIJE (ug cm?)
Endosulfan — Malation 3,5-70
Endosulfan — Pirimifosmetil 35-84
Endosulfan - Temefos 35-4
Malation — Pirimifosmetil 70 -84
Temefos - Malation 4-70
Temefos - Pirimifosmetil 4-84

48h

Slika 15. Shema razrjedenja koristenih u eksperimentu odredivanja ER 5 vrijednosti.
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3.5.1. Priprava postmitohondrijske frakcije gujavica

Za izradu homogenata gujavice su najprije izvadene iz spremnika s teku¢im duSikom te
pohranjena na +4°C. Nakon postignu¢a temperature od +4°C cijela gujavica, kratkotrajno je
isprana hladnim fosfatnim puferom (0,1 M, pH 7,4) nakon Cega je prenesena u
homogenizator uz dodatak jednako hladnog fosfatnog pufera u omjeru 1:4 (masa tkiva :
volumen pufera). Homogenizacija se izvodila upotrebom Potter-Elvehjem-ovog
homogenizatora uronjenog u posudu s ledom, tijekom jedne minute. Homogenat se zatim
centrifugirao na 9000 x g, pri temperaturi od +2 °C u eppendorf epruveticama s poklopcem.
Supernatant, postmitohondrijska ili S9 frakcija, odmah se odlila u nove eppendorf epruvetice

s poklopcem i pohranjena na -80 °C do upotrebe.

3.5.2. Mjerenje aktivnosti enzima acetilkolinesteraze (AChE)

Aktivnost enzima AChE mjerena je na UV-visible 1601 Shimatzu spektrofotometru metodom
po Ellman i sur. (1961) u S9 frakciji homogenata gujavica. Mjerenje se zasniva na slijede¢em
principu: acetiltiokolin (ATCh) se enzimatski hidrolizira pri ¢emu nastaje acetat i tiokolin.
Tiokolin reagira s 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzojevom kiselinom (DTNB), a kao produkt nastaje
Zuto obojen 5-tio-2-tionitrobenzojev kiseli anion (TNB). Maksimum absorbancije TNB je na
412 nm.

Volumen reakcijske smjese iznosio je 1,5 ml, od &ega je bilo 1,4 ml fosfatnog pufera (0,1 M,
pH 7,2), 25 ul DTNB, 40 pl PMF i 35 pl supstarata acetiltiokolin-jodida. Aktivnost AChE
mjerena je tijekom jedne minute, a izraCunavala se na temelju molarnog apsorpcijskog
koeficijenta DTNB (¢ = 13,6 x 10° L mol™ cm™).

Vrijednosti mjerenja enzima AChE u S9 frakciji ovisi o koli€ini enzima, pa se aktivhost AChE
izrazila u koli¢ini preradenog supstrata u jedinici vremena po miligramu proteina (nmol mg™

prot min™).

3.5.3. Mjerenje aktivnosti katalaze (CAT)

Za mjerenje aktivnosti katalaze koriStena je metoda po Claiborne (1985). Metoda se zasniva
na mjerenju razgradnje vodikovog peroksida, odnosno prati se opadanje apsorbancije
tijekom vremena (60 sekundi) na 240 nm.

Ukupni volumen reakcijske smjese iznosio je 1,5 ml od €ega je bilo 780 uL fosfatnog pufera
(0,1 M, pH 7,2), zatim 20 pl S9 i 700 ul vodikovog peroksida (0,019 M). Kona&ni volumen
reakcijske smjese iznosio je 3 ml. Promjena apsorbancije mjerila se na 240 nm. Aktivnost
katalaze izraZzena je u mikromolima H,O, utroSenog u minuti po miligramu proteina (umol

mg™ prot min™).
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3.5.4. Mjerenje aktivnosti glutation-S-transferaze (GST)

Aktivnost GST odredivana je spektrofotometrijski, metodom po Habig i sur., (1981). Princip
metode zasniva se na slijede¢em: GST katalizira konjugaciju 1-kloro-2,4-dinitrobenzena s
glutationom, pri ¢emu nastaje s-(2,4-dinitrofenil) glutation. Porast intenziteta fluorescencije
mjeri se na 590 nm.

Ukupni volumen reakcijske smjese iznosio je 1,275 ml, a sadrZzavao je 1 ml CDNB, 250 ul
GSH i 25 ul S9. Jedinica enzimske aktivnost izraZzena je u nanomolima CDNB konjugata
nastalog u minuti po miligramu proteina (nmol mg™ prot min™) uz upotrebu molekularnog

ekstinkcijskog koeficijenta od 9,6 x 10° M*cm™.

3.5.5. Odredivanje koli¢ine proteina u postmitohondrijskoj frakciji

Koli¢ina proteina u postmitohondrijskoj frakciji (PMF) odredivana je spektrofotometrijski
metodom po Bradfordu (Bradford, 1976).

I. Prema ovoj metodi najprije je potrebno prirediti otopinu boje (Coomassie Brillant Blue G-
250) na slijedecéi nadin:

1) Najprije se priredi mati¢na otopina otapanjem 175 mg Comassie Brilliant Blue G-250 boje
u 50 ml etanola (95 %), a zatim se dod 100 ml fosfatne kiseline (85 %). Ova je otopina na
sobnoj temperaturi stabilna neograni¢eno dugo.

2) Nakon toga prireduje se radna otopina boje na nacin da se pomijeSa 3,75 ml etanola
(95%), 7,5 ml fosfatne kiseline (88%), 7,5 ml Bradford Stok otopine boje i 125 ml deionizirane
vode. Ovako priredena otopina boje filtrira se kroz Whatman No. 1 filter papir i Suva u tamnoj
boci na sobnoj temperaturi. Ovako priredena otopina moze se koristiti nekoliko tjedana, ali je
potrebno potrebno ponovo filtrirati.

[I. Nakon Sto se priredi otopina boje, potrebno je prirediti i otopinu pufera, pri ¢emu se koristi
istovjetan pufer koriSten i za pripremu PMF (fosfatni pufer).

lll. Slijedi priprema standardne otopine albumina govedeg seruma (BSA), tako da se
odredena koli¢ina albumina govedeg seruma otopi u puferu (Lmg/ml).

IV. Slijedeci korak je fotometriranje uzorka na 595 nm. U kivetu se najprije dodaje uzorak (x
pl), zatim otopina G-250 (100 pl) i na kraju pufer (200-X pl). Ukupni volumen u mikrokiveti
iznosi 300 pl).

Prije poCetka mjerenja potrebno je naciniti «screening» uzorka, tj. treba iz navedenog uzorka
odpipetirati po 1, 5, 10 i 50 pl da bi se ustanovio volumen uzorka kojeg treba stavljati u
mikrokivetu. Odabire se onaj volumen pri kojem apsorbancija iznosi izmedu 0,400 i 1,000.
Kako bi u mikrokiveti pri screening-u bio sacuvan volumen smjese od 300 pl, pufer se dodaje
u volumenu umanjenom za volumen dodanog uzorka. Koncentracija proteina izracuna se
prema regresijskom modelu kalibracijske krivulje koja se izraduje fotometriranjem otopina

BSA razli¢itih koncentracija.
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3.6. IZLAGANJE GUJAVICA PESTICIDIMA | UZORKOVANJE ZA HISTOLOSKU
OBRADU

Dvanaest sati prije poCetka eksperimenta gujavice su stavljene na vlazan filter papir u
Petrijeve zdjelice, kako bi se probavni trakt oCistio od zemlje, a nakon toga je svaka gujavica
pojedinacno izlagana pojedinacnim, a zatim i smjesi pesticida uz upotrebu kontakt testa na
filter papiru. Gujavice su pojedinanim i smjesi pesticida izlagane 24 h, a svaka dva sata
uzeto je po dvije gujavice od svake koncentracije. Upotrebljeni pesticidi i njihove
koncentracije prikazani su u Tablici 7. Gujavice su anestezirane u 20%-tnoj otopini etanola u
trajanju od 1-2 minute, te se pristupilo uzorkovanju tkiva. Uz pomo¢ lupe, skalpela i pincete
uzimani su poprecni prerezi gujavica duzine 5 mm i to na 6. kolutiCu iza kliteluma. Prerezi su
isprani 0,9%-tnom otopinom NaCl (kako bi se uklonila sluz i neCistoce nastale pri sekciji) i
stavljeni u oznacene histoloSke koSarice. Tako priredeni uzorci stavljeni su na fiksaciju u
10% otopinu neutralnog puferiranog formalina najmanje 72 sata. Nakon fiksiranja pristupilo

se procesiranju ¢ime je tkivo pripremljeno za zavrSne korake histoloSke obrade (Tablica 8).

Tablica 7. Koncentracije smjesa pesticida upotrebljenih za izlaganje gujavica u kontakt testu na filter
papiru za histoloSku analizu.

Pesticid / Smjese pesticida Koncentracija / pg/cm?®
Pirimifos-metil 0,1
Pirimifos-metil 0,75
Pirimifos-metil + Metolaklor 0,375 0,375
Pirimifos-metil + Metolaklor 0,75 +0,75
Pirimifos-metil + Bentazon 0,375+ 25
Pirimifos-metil + Bentazon 0,75+ 50
Pirimifos-metil + Malation 0,75+0,1
Pirimifos-metil + Terbutilazin 0,75+ 40
Pirimifos-metil + Temefos 0,75+1
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Tablica 8. Protokol za procesiranje tkiva gujavica (Prophet i sur., 1994)

Procesiranie | Ui | goh | o | 0t | ool irana
1. 95,0 ml 5,0ml - - 30 min
2. 80,0 ml 20,0 ml - - 30 min
3. 50,0 mi 40,0 ml | 10,0 ml - 1 sat
4, 15,0 ml 50,0 ml | 35,0 mi 4,0 ml 24 sata
5. - 25,0ml | 75,0 ml - 1 sat
6. - - 100,0 ml 4,0 ml 1 sat
7. Ksilen - - - 30 min
9. PARAFIN i ) i 19 sati
(pri 60°C)

3.6.1. Uklapanje tkiva u parafinski blok

Nakon procesiranja, uzorci su priredeni za postupak rezanja, tako Sto su uklopljeni u
histolo3ki parafin u koji je predhodno dodano 5% Cera albae (bijelog pCelinjeg voska).
Rastaljeni parafin ulijeva se u uleknuée metalnog kalupa u koji se postavi uzorak tkiva tako
da stoji okomito na povrsSinu kalupa. Na metalni kalup sa postavljenim uzorkom stavi se donji
dio plasti¢ne histoloSke koSarice i sve se nadopuni parafinom. Kompletan postupak
uklapanja komadi¢a tkiva izvodio se u vodenoj kupelji pri 60°C kako bi se sprijeCilo
prijevremeno skrutnjavanje parafina. Nakon uklapanja, blokovi su ohladeni drzanjem na
ravnoj podlozi pri sobnoj temperaturi do skrutnjavanja parafina. Blokovi tkiva su izvadeni iz

metalnog kalupa i skalpelom je odstranjen suvisni parafin (Slika 16).

3.6.2. Rezanje parafinskih blokova

Parafinski blokovi su rezani na kliznom mikrotomu (Leica, SM 2000R) (Slika 17 a). Grubim
rezanjem na mikrotomu najprije je uklonjen viSak parafina iznad uzorka tkiva, a zatim su
radeni fini rezovi debljine 20 ym. Rezovi se ispravljani u posudi s toplom vodom, pri ¢emu se
uklonjeni svi nabori i mjehuri¢i zraka koji se javljaju pri rezanju. Nakon ispravljanja, rezovi su
hvatani na Cistu predmetnicu. Oznaceni preparati su ostavljeni u suSioniku minimalno 1h na
60°C kako bi se s preparata uklonio suviSak parafina.
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Slika 16. Parafinski blokovi s uklopljienim tkivom gujavica.

3.6.3. Bojanje rezova i uklapanje u Canada balzam

Bojanje se izvodilo u kadicama za bojanje, tako da se svaki preparat provodio slijedom
prema propisanom protokolu koji je prikazan u Tablici 9 (Slika 17 b). Nakon bojanja preparati
su s donje strane obrisani pamuénom krpicom, a s gornje strane obrisan je viSak ksilena oko
samih preparata. Na pokrovnicu se zatim kapnula kap razrijedenog Canada balzama, te se
pokrovnica s hanesenom smolom zalijepila ha predmetnicu. Ksilen prisutan na predmetnici
otopio je Canada balzam, te je pokrovnica fiksirana za predmeticu. Takav preparat ostavljen
je da se osuSi na zraku (2-3 dana), nakon Cega je bio spreman za mikroskopiranje i
mikrotografiranje (Slika 17 c).
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Tablica 9. Protokol bojanja preparata.

Redni broj Kemikalija Vrijeme
1. Ksilen | 3 min
2. Ksilen Il 3 min
3. ABS etilni alkohol 3 min
4, 96% etilni alkohol 3 min
5. Destilirana voda 3 min
6. MAYER-OV HEMALAUN 3 min
7. Vodovodna voda 5 min
8. 80% etilni alkohol 3 min
9. EOSIN 1% 30s
10. Vodovodna voda Isprati preparate
11. 96 % etilni alkohol 2 min
12. 96 % etilni alkohol 2 min
13. ABS etilni alkohol | 2 min
14. ABS etilni alkohol Il 2 min
15. ABS - Ksilen (1:1) 2 min
16. Ksilen I 2 min

3.6.4. Mikrofotografiranje i mikrometrija preparata

Gotovi mirkoskopski preparati mikrofotografirani su pomoc¢u mikroskopa Olympus DX41, uz

koriStenje digitalne fotokamere Olympus DP-12, a zatim je obavljeno mjerenje debljine

slojeva kruznih i uzduznih misi¢a uz pomo¢ "Image analysis® programa.
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Slika 17. a) Rezanje uklopljenog tkiva gujavica, b) bojanje preparata, c) preparati pripremljeni za
mikroskopiranje.

3.6.5. Modeli za odredivanje omjera povrSine epitelnog i miSi¢nog sloja (P¢, / Pem)

S obzirom na gradu gujavice, a shodno tome i izgled poprecnog presjeka gujavice, mjerilo se
ukupno 7 varijabli pomocu analizatora slika (ImageTool): povrSina i debljina epitela, povrsina
i debljina prstenstih miSi¢a, visina i Sirina preparata te povrsina preparata. Kako se prilikom
mjerenja zapazilo da poprecni presjek moze biti kruznog odnosno elipticnog oblika, izradila
su se dva modela kako bi se izrazila povrSina epitela i povrSina prstenastih misi¢a te se
usporedile teorijske i eksperimentalne vrijednosti.

62



MATERIJAL | METODE

3.6.5.1. Kruzni model

prstenasti migici

epite
P=r?xz P,=(8-dy)xd,xx
r=§ Prs = éxdrms_zxdepxdmus_dnusz)xﬂ.
2
P:rzxﬂ' Pep:(V—dep)Xderﬂ-
Vv ( 2
r=— F’[TMS:V><dmus—2><dep><dmus—dmUS ))(72'
2
Slika 18. Kruzni model.
Gdije je:
v visina preparata
S Sirina preparata
Pep povrSina epitela

Pms  povrsina prstenastih misi¢a
dmuS debljina prstenastih misi¢a
dep debljina epitela

Kruzni model (Slika 18) ima 2 oblika — u jednom je kao polumjer kruga koriStena polovina
Sirine preparata, dok je u drugom koriStena polovina visine preparata. Izvedene formule
koristile su se za izraCun teorijskih vrijednosti povrSine epitela i povrsine prstenastih misica, a

ulazni parametri su bili debljina epitela i debljina miSica, te visina i Sirina preparata.
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3.6.5.2. Elipti¢ni model

Slika 19. Eliptiéni model.
Gdije je:

% visina preparata

S Sirina preparata

Pep povrSina epitela

Pmus  povrSina prstenastih misi¢a
dmuS debljina prstenastih misi¢a
dep debljina epitela

U eliptichom modelu (Slika 19) za izvodenje formula koristene su polovina Sirine preparata i
polovina visine preparata. lzvedene formule koristile su se za izraCun teorijskih vrijednosti
povrsine epitela i povrSine prstenastih misi¢a, a ulazni parametri su bili isti kao i u kruznom

modelu - debljina epitela i debljina misi¢a, te visina i Sirina preparata.
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3.7. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Za analizu podataka i crtanje grafova koriSten je program otvorenog koda za statisticku
obradu i vizualizaciju podataka R (verzija 2.9.2), koji predstavlja implementaciju S-programa
(lhaka i Genteleman, 1996). ECsy vrijednosti odredivane su koriStenjem funkcije ED
(efektivha doza) paketa drc (dose response curve) koji radi pod R programom (Ritz i Streibig,
2005.)

Krivulie doza odgovor prilagodivane (,fitane®) su linearno-logistiCkim modelom Kkoji su
predloZili Brain i Cousen (1989), a koji omogucuje jednostavan test na hormezu, te petero-
parametarskom logistickom funkcijom (LL.5). Koristene su dvije parametrizacije Brian-
Cousens modela i to Brain-Cousenova Cetvero-parametarska logisticka funkcija (BC.4) te

Brain-Cousenova petero-parametarska logisti¢ka funkcija (BC.5).
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4. REZULTATI

4.1. OVISNOST FUNKCIJE OVISNOSTI JACINE UCINKA O KONCENTRACWI
PESTICIDA PRI RAZLI CITOM TRAJANJU IZLAGANJA

4.1.1. Aktivhost AChE, CAT i GST u S9 frakciji homo  genata gujavica nakon 2, 12, 24 i

48 sati izlaganja endosulfanu

Rezultati mjerenja aktivnosti AChE, CAT i GST u S9 frakciji homogenata gujavica nakon 2,
12, 24 i 48 sati izlaganja endosulfanu pri koncentracijama 0,5, 1, 1,5, 2,0, 2,5 3,01 3,5
pg/cm? prikazani su na Slikama 20-23. Kod najmanje koncentracije endosulfana aktivnost
AChE nije se znacajno promijenila u odnosu na kontrolu nakon 2, 12, i 24 h, dok je nakon 48
h doSlo statisticki zna¢ajnog samnjenja aktivnosti AChE od 1,3 puta u odnosu na kontrolu
(Slika 20 a). Nakon 48 h pri koncentraciji endosulfana od 1,0 ug/cm? izmjerena je aktivnost
AChE od 62,8 nmol mg™* prot min?, dok je u kontrolnim uzorcima izmjerena aktivnost od
104,8 nmol mg™ prot min™, $to znaéi da je do3lo do smanjenja aktivnosti za 1,7 puta (Slika
20 b). Maksimalna inhibicija postignuta je pri koncentraciji endosulfana od 3,5 pg/cm?, pri
&emu je izmjerena aktivnost AChE od 39,6 nmol mg™ prot min™, 3to je u odnosu na kontrolu
smanjenje od 2,8 puta (Slika 20 g). Kod koncentracija endosulfana od 2,5, 3,0 i 3,5 pg/cm?
aktivnost AChE nije bilo moguée izmjeriti nakon 48 h zbog mortaliteta. Aktivhost AChE nakon
izlaganja endosulfanu kontinuirano se smanjivala poveéanjem koncentracije, a unutar iste

koncentracije smanjivala se s povecanjem trajanja izlaganja (Slika 20).

Nije zabiljeZena znacajna razlika u aktivnosti CAT u kontrolnim uzorcima nakon 2, 12, 24 i 48
h, pri éemu je maksimalna izmjerena aktivnost katalaze u kontroli iznosila 96,2 pmol mg™
prot min™ (Slika 21 a). Nakon 12 h izlaganja pri koncentraciji endosulfana 1 ug/cm? dolo je
do statisticki znacajnog smanjenja aktivnosti CAT u odnosu na kontrolu (Slika 21). Aktivnost
CAT kod ove koncentracije iznosila je 68,9 umol mg™* prot min™ §to znaéi smanjenje od 1,7
puta u odnosu na kontrolu, medutim nakon 48 h dolazi do zna¢ajnog povec¢anja aktivnosti
CAT (100,1 pmol mg™ prot min™), 1,3 puta u odnosu na kontrolu (Slika 21 b). Sliéni rezultati
dobiveni su i u izmjerenim uzorcima pri koncentracijama endosulfana 1,5 i 2,0 pg/cm?, dakle
nakon 2, 12 i 24 h izmjerena je smanjena aktivhost CAT, dok nakon 48 h aktivnost naglo
raste.

Maksimalna vrijednost GST izmjerena u kontrolnim uzorcima iznosila je 239 nmol mg™ prot
min™ (Slika 22 a). Pri najmanjoj koncentraciji endosulfana od 0,5 pg/cm? izmjerena je
aktivnost GST od 339 nmol mg™ prot min™ §to znagdi da se aktivnost u odnosu na kontrolu
povecala za 1,3 puta. Nakon 12 sati dolazi do smanjenja aktivhosti GST u odnosu na
kontrolnu vrijednost kod koncentracija endosulfana 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0i 3,5 ug/cm2 (Slika
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22). StatistiCki zna€ajno povecéanje aktivnosti GST zabiljeZeno je nakon 48 h izlaganja kod
koncentracija 1,0, 1,5, 2,0 |.Jg/cm2 (Slika 22 b, ¢, d), te nakon 24 h kod koncentracija 2,5, 3,0 i
3,5 pglem? (Slika 22 e, f, g). Najveéa izmjerena aktivnost GST od 682 nmol mg™ prot min™
izmjerena je nakon 48 h izlaganja pri koncentraciji endosulfana od 2,0 pg/cm? , dok je u

kontroli nakon 48 h ona iznosila 258,9 nmol mg™ prot min™ .

Na trodimenzionalnim prikazima relativnih aktivnosti enzima AChE, CAT i GST u ovisnosti o
koncentraciji endosulfana (ug/cm?) i trajanju izlaganja (h) bolje se uo&avaju navedene
promjene. Na grafickim prikazima vidljivo je da se aktivhost AChE smanjuje povecanjem
koncentracije endosulfana i poveéanjem vremena izlaganja (Slika 23 a). Najvece smanjenje
aktivnosti AChE, 2,85 puta u odnosu na kontrolu, zabiljeZzeno je pri najvecoj koncentaciji
endosulfana (3,5 ug/cm?) i 48 h izlaganja.

Aktivhost CAT najprije pada s povecanjem koncentracije endosulfana i trajanjem izlaganja, a
zatim nakon 48 h dolazi do povecéanja aktivnosti CAT (Slika 23 c, d). Najveca aktivnost CAT,
1,53 puta u odnosu na kontrolu, izmjerena je pri konc. endosulfana 2,0 ug/cm? i pri vremenu
izlaganja od 48 sati.

Nije zabiljeZena statisti¢ki zna€ajna promjena u aktivnhosti GST nakon 2 i 12 h niti kod jedne
koncentracije. Nakon 48 h dolazi do statistiCki zna¢ajnog povecanja aktivnosti GST u odnosu
na kontrolu kod niZzih koncentracija endosulfana (Slika 22 c, b), dok kod viSih koncentracija

endosulfana dolazi do statistiCki zna¢ajnog povecanja aktivnosti GST nakon 48 h (Slika 22 e,
f,g).
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Slika 20. Aktivnost AChE pri istim koncentracijama endosulfana: a) 0,5 ug/cm? b) 1,0 ug/cm?, ) 1,5
Hg/cm?, d) 2,0 pglem?, ) 2,5 pglem?, ) 3,0 pglicm?, g) 3,5 pg/lcm? prikazana u &etiri razliéita vremena
izlaganja 2, 12, 24, 48 h.
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Slika 21. Aktivnost CAT pri istim koncentracijama endosulfana: a) 0,5 ug/cmz, b) 1,0 ug/cmz, c) 1,5
Hglem?, d) 2,0 pglem?, e) 2,5 ug/icm?, f) 3,0 pg/ecm?, g) 3,5 pg/cm? prikazana u &etiri razli¢ita vremena

izlaganja 2, 12, 24, 48 h.
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Slika 22. Aktivnost GST pri istim koncentracijama endosulfana: a) 0,5 pg/cm?, b) 1,0 pg/cm?, c) 1,5
pg/cm?, d) 2,0 pg/em?, €) 2,5 pg/em?, f) 3,0 pglcm?, g) 3,5 pg/cm? prikazana u &etiri razli¢ita vremena
izlaganja 2, 12, 24, 48 h.
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4.1.2. Aktivhost AChE, CAT i GST u S9 frakciji homo  genata gujavica nakon 2, 12, 24 i

48 sati izlaganja temefosu

Rezultati mjerenja aktivnosti AChE, CAT i GST u S9 frakciji homogenata gujavica nakon 2,
12, 24 i 48 h izlaganja temefosu pri koncentracijama 0,5, 1, 1,5, 2,0, 2,5 3,0 i 3,5 pg/cm?
prikazani su na Slikama 24-26.

Aktivnost AChE nakon izlaganja temefosu u izmjerenim uzorcima kontinuirano se smanjivala
povecanjem koncentracije temefosa, a unutar iste koncentracije smanjivala se s povecanjem
trajanja izlaganja (Slika 24). Aktivnost AChE u kontroli nakon 2 h iznosila je 117,6 nmol mg™
prot min™ i nije se zna¢ajno mijenjala nakon 2, 12, 24 i 48 h (Slika 24 a). Najmanja aktivnost
AChE (34,5 nmol mg prot min™) zabiljeZena je nakon 48 h kod koncentracije 2,4 ug/cm?, $to
je uodnosu na kontrolu smanjenje od 3,3 puta (Slika 24 d).

Aktivnost CAT nije se statisticki zna€ajno promijenila nakon 2 h kod nijedne koncentracije
temefosa 0,6 pg/cm? (Slika 25 a, b, c, d, e, f). Nakon 12 h pri koncentraciji temefosa od 1,2
ug/cm? izmjerena je aktivnost CAT od 71,4 pmol mg™ prot min™ (Slika 25 b), §to je u odnosu
na kontrolu (96,2 umol mg™ prot min™) smanjenje od 1,3 puta. Nakon po&etnog smanjenja,
aktivnost CAT raste s povecCanjem trajanja izlaganja (Slika 25 b). Najmanja vrijednost
aktivnosti CAT izmjerena je nakon 12 h (56,0 pmol mg™* prot min™) kod koncentracije
temefosa 4,0 pg/cm? (Slika 25 g), dok je najveéa vrijednost aktivnosti CAT izmjerena nakon
48 h (153,7 pmol mg™ prot min™) kod koncentracije 2,4 pg / cm? (Slika 25 d).

Nije zabiljeZena statistiCki znaajna promjena u aktivnosti GST u odnosu na kontrolu, iako je
nakon 48 h pokazivala tendenciju povecanja (Slika 26 e, f).

Aktivnost AChE, CAT i GST nakon 12, 24 i 48 h pri koncentraciji temefosa 4,0 pg/cmz, te
nakon 48 h pri koncentracijama temefosa 3,0, 3,6, i 4,0 pg/cm? nije bilo moguée izmijeriti
zbog ugibanja organizama.

Trodimenzionalni prikaz relativnih aktivnosti AChE, CAT i GST u ovisnosti o koncentraciji
temefosa i vremenu izlaganja prikazan je na Slici 27. Jasno je vidljivo da tijekom vremena i s
povecanjem koncentracije temefosa dolazi do pada aktivnosti AChE (Slika 27 a). U slu€aju
CAT vidljiva je pogetna smanjena aktivnost da bi nakon 48 h njena aktivnost znacajno
porasla (Slika 27 b). U slu¢aju GST aktivnost nije kontinuirana tijekom vremena, ali je vidljivo
da u prvim satima izlaganja dolazi do njenog povecéanja kod vecéine koncentracija, da bi s

trajanjem izlaganja njena aktivnost padala (Slika 27 c).
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izlaganja 2, 12, 24, 48 h.
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Slika 26. Aktivnost GST pri istim koncentracijama temefosa: a) 0,6 pg/cm?, b) 1,2 pg/icm? c) 1,8
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koncentraciji temefosa (pg/cmz) i trajanju izlaganja (h).
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4.1.3. Aktivnost AChE, CAT i GST u S9 frakciji homo  genata gujavica nakon 2, 12, 24 i

48 sati izlaganja malationu

Rezultati mjerenja aktivnosti AChE, CAT i GST u S9 frakciji homogenata gujavica nakon 2,
12, 24 i 48 h izlaganja malationu pri koncentracijama 10,0, 20,0, 30,0, 40,0, 50,0 3,0 i 60,0
ug/cm? prikazani su na Slici 28—30.

Aktivnost AChE nakon izlaganja malationu u izmjerenim uzorcima kontinuirano se smanjivala
s povelanjem koncentracije malationa, a unutar iste koncentracije smanjivala se s
povecanjem trajanja izlaganja (Slika 28). U kontroli je najveéa izmjerena aktivhost AChE
iznosila 115,2 nmol mg™ prot min™. Najveéi pad aktivnosti AChE izmjeren je nakon 48 h kod
koncentracije malationa od 50 pug/cm? (Slika 28 e), a iznosila je 31,5 nmol mg™® prot min™ $to
je pad u odnosu na kontrolu od 3,3 puta.

Aktivnost CAT se nakon 2 h pri svim koncentracijama zna¢ajno smanjila u odnosu na
kontrolu, ali nakon 12, 24 i 48 h njena vrijednost se postupno povecavala (Slika 29 e, f, g).
Najvece povecanje aktivnost CAT zabiljeZzeno je pri 48 h izlaganja kod kocentracije 70
pg/cm? (167,7 umol mg™ prot min™), pri éemu se aktivnost poveéala za 1,9 puta u odnosu na
kontrolu (Slika 29 g). Najniza vrijednost CAT izmjerena je kod koncentracije malationa 50
pg/cm? nakon 2 h izlaganja i iznosila je 64,6 umol mg™ prot min™.

Aktivnost GST nakon izlaganja malationu kontinuirano se poveéavala s poveéanjem
koncentracije, a unutar iste koncentracije poveéavala se s povecanjem trajanja izlaganja
(Slika 30). Najveée poveéanje aktivnosti GST (447,1 nmol mg™ prot min™) u odnosu na
kontrolu (228,1 nmol mg prot min™) izmjereno je pri koncentraciji malationa 30 pug/cm? i 48 h
izlaganja, Sto je povec¢anje za 2 puta.

Trodimenzionalni prikaz relativnih aktivnosti AChE, CAT i GST u ovisnosti o koncentraciji
malationa i trajanju izlaganja prikazan je na Slici 31. Na grafickom prikazu jasno je vidljivo da
tijekom vremena i s povecanjem koncentracije malationa dolazi do smanjenja aktivnosti
AChE (Slika 31 a). Aktivhost CAT se povecCava poveéanjem koncentracije malationa i
povecanjem trajanja izlaganja (Slika 31 b). Naglo poveéanje aktivhosti CAT poc€inje pri
koncentracijama malationa veéim od 30 pg/cm?, te aktivnost ubrzano raste poveéanjem
vremena izlaganja.

Aktivhost GST povecava se trajanjem vremena izlaganja pri svim koncentracijama malationa
(Slika 31 c).

77



REZULTATI

Malation, 10,0 pg /em?

Malation, 20,0 pg fem?

a) 140 b) 140
e 120 e 120
€ €
5 5
£ 100 2 100
’.‘E’ F‘\E’
5 801 5 80
£ £
5 5
0 60 0 60
[ 5
Q Q
B 401 3 40
2 s
<§( 20 4 <§( 20
0+— 0 T T T
2h 12h 24h 48h 2h 12h 24h 48h
Trajanje izlaganja / h Trajanje izlaganja / h
C) Malation, 30,0 pg / cm? d) Malation, 40,0 pug Jem?
140 - 140
g 1207 S 1204
5 E
g 100 5
o we & 100
£ w ?
s 8 S 80
< E
w60 o 4
5 I(-I_:)J 60
< <
a 40 4 % 40 4
s g
< 20 £ 20
<
0 0
2h 12h 24h 48h 2h 12h 2h a8h
Trajanje izlaganja / h Trajanje izlaganja / h
Malation, 50,0 ug / cm? Malation, 60,0 ug Jem?
140 - 140 4
e) )
R 1 < 1
E 120 £ 120
° o
g 1004 8 100
2 g
S 80 S 809
£ £
060 w60
w 60 6
) X
< S 404
% 4041 2
< S
2 20 g 209
4 <
0 . . 0
2h 12h 24h 48h 12h 24h 48h

Trajanje izlaganja / h

9)

Aktivnost AChE / nmol mg" prot min™

Trajanje izlaganja/ h

Malation, 70,0 pg / cm?

2h

]
'

12h 24h
Trajanje izlaganja/ h

Slika 28. Aktivnost AChE pri istim koncentracijama malationa: a) 10,0 pg/cm?, b) 20,0 pg/cm?, c) 30,0
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f) 60,0 ug/cm g) 70,0 ug/cm prikazana u Cetiri razli¢ita
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Slika 30. Aktivnost GST pri istim koncentracijama malationa: a) 10,0 pg/cm?, b) 20,0 ug/cm?, c) 30,0
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Slika 31. Trodimenzionalni prikaz relativnih aktivnosti a) AChE, b) CAT i ¢) GST u ovisnosti 0

koncentraciji malationa (ug/cm?) i trajanju izlaganija (h).
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4.1.4. Aktivhost AChE, CAT i GST u S9 frakciji homo  genata gujavica nakon 2, 12, 24 i
48 sati izlaganja pirimifosmetilu

Rezultati mjerenja aktivnosti AChE, CAT i GST u S9 frakciji homogenata gujavica nakon 2,
12, 24 i 48 h izlaganja pirimifosmetilu pri koncentracijama 12,0, 24,0, 36,0, 48,0, 60,0 i 72,0 i
84,0 ug/cm? prikazani su na Slici 32—-34.

Pri najmanjoj koncentraciji pirimifosmetila 12 pg/cm?® nije do$lo do znagajne razlike u
aktivnosti AChE u odnosu na kontrolu nakon 2, 12, i 24 h, dok se aktivnhost statisticki
znacajno smanjila nakon 48 h, pri €emu je smanjenje u odnosu na kontrolu iznosilo 1,3 puta
(Slika 32 a). Do najveceg smanjenja aktivnosti doSlo je pri najvecoj koncentraciji
pirimifosmetila (84 pg/cm?®) nakon 48 h, pri &éemu je aktivnost AChE iznosila 35,4 nmol mg™
prot min™ (Slika 32 g) dok je u kontroli zabilieZena aktivnost od 104,8, te stoga najveée
smanjenje aktivnosti u odnosu na kontrolu iznosi 2,96 puta.

Nakon 2 i 12 h izlaganja doSlo je do smanjenja aktivnosti CAT pri svim koncentracijama
pirimifosmetila, no nakon 24 i 48 h aktivhost CAT raste (Slika 33 d, e, f, g). Najvece
smanjenje aktivnosti u odnosu na kontrolu zabiljezeno je nakon 2 h izlaganja kod
koncentracije pirimifosmetila 72 pg/cm? gdje je aktivnost CAT iznosila 66,6 ymol mg™ prot
min™, 3to je smanjenje od 1,3 puta u odnosu na kontrolu, kod koje je aktivhost iznosila 88
pumol mg™ prot min™ (Slika 33 f).

Aktivnost GST pri najmanjoj koncentaciji pirimifosmetila nije pokazala znacajnu razliku u
odnosu na kontrolu tijekom vremena, dok je kod svih ostalih koncentracija aktivnost
postupno rasla s povecanjem trajanja izlaganja. Najve¢e povecanje aktivnosti zabiljeZeno je
nakon 48 h izlaganja kod koncentracije 72 ug/cm?, gdje je izmjerena aktivnost GST iznosila
485,2 nmol mg prot min™ (Slika 34), sto je povecanje od 1,91 puta u odnosu na kontrolu u
kojoj je izmjerena aktivnost GST iznosila 245,2 nmol mg™ prot min™.

Trodimenzionalni prikaz relativnih aktivnosti AChE, CAT i GST u ovisnosti o koncentraciji
pirimifosmetila i trajanju izlaganja prikazan je na Slici 35. Jasnho je vidljivo da tijekom
vremena i s povec¢anjem koncentracije pirimifosmetila dolazi do smanjenja aktivnosti AChE
(Slika 35 a). Aktivnost CAT se kontinuirano povecava povecanjem koncentracije
pirimifosmetila i trajanjem izlaganja (Slika 35 b).

Aktivnost GST kontinuirano se poveéavala povecanjem koncentracije pirimifosmetila i

trajanjem izlaganja (Slika 35 c).
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Slika 32. Aktivhost AChE pri istim koncentracijama pirimifosmetila: a) 12,0 ug/cmz, b) 24,0 ug/cmz, C)
36,0 pg/cm?, d) 48,0 pug/cm?, €) 60,0 pg/lcm?, f) 72,0 pglem?, g) 84,0 pg/cm? prikazana u &etiri razligita
vremena izlaganja 2, 12, 24, 48 h.
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vremena izlaganja 2, 12, 24, 48 h.
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Slika 34. Aktivhost GST pri istim koncentracijama pirimifosmetila: a) 12,0 pg cm?, b) 24,0 ug cm?, c)
36,0 pg cm?, d) 48,0 ug cm?, e) 60,0 pg cm?, f) 72,0 pg cm?, g) 84,0 ug cm™ prikazana u &etiri
razli¢ita vremena izlaganja 2, 12, 24, 48 h.
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4.1.5. Aktivhost AChE, CAT i GST u S9 frakciji homo  genata gujavica nakon 2, 12, 24 i
48 sati izlaganja terbutilazinu

Rezultati mjerenja aktivnosti AChE, CAT i GST u S9 frakciji homogenata gujavica nakon 2,
12, 24 i 48 h izlaganja terbutilazinu pri koncentracijama 20, 40, 60, 80, 100, 120 i 140
ug/cm? prikazani su na Slici 36-38.

Tijekom izlaganja nije doSlo do statisti¢ki znaajne promjene u aktivhosti AChE nakon 2, 12,
24 h kod nijedne koncentracije terbutilazina (Slika 36 a, b, c, d, e, f, g), kao i nakon 48 h
(Slika 36 b, c, e, f, g).

Aktivhost CAT je u pocetnim satima izlaganja pokazala tendenciju smanjivanja, pri c¢emu je
najveée smanjenje zabiljezeno nakon 2 h kod najve¢e koncentracije terbutilazina gdje je
aktivnost CAT iznosila 268,6 umol mg™ prot min™, dok je aktivnost u kontroli iznosila 241
pumol mg™ prot min™, Sto je smanjenje u odnosu na kontrolu od 1,1 puta. Najveée smanjenje
aktivnosti CAT zabiliezeno je kod najveée koncentracije terbutilazina (140 pg/cm?) gdje je
aktivnost CAT iznosila 47,8 pmol mg™ prot min™ §to je smanjenje od 1,84 puta u odnosu na
kontrolu nakon 2 h izlaganja. Aktivhost GST varirala je tijekom vremena i nije pokazivala
znacajnije razlike u odnosu na kontrolu.

Aktivnost GST varirala je tijekom vremena u svim ispitivanim koncentracijama, pri ¢emu je do
znadajnog poveéanja aktivnosti doslo nakon 24 h kod koncentracija od 40 i 60 pg/cm? ( Slika
38 b, c).

Na trodimenzionalnom prikazu je jasno vidljivo da nema znacajnih promjena u aktivnosti
AChE, CAT i GST s poveéanjem vremena i s trajanjem izlaganja (Slika 39). Takoder je
vidljivo povecanje aktivnosti AChE pri najkraéem vremenu izlaganja kod svih (osim najmanje)
upotrebljenih koncentracija terbutilazina (Slika 39 a), te poveéanja aktivnosti CAT pri

najkra¢em vremenu izlaganja kod vecine primijenjenih koncentracija (Slika 39 b).
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Slika 36 Aktivnost AChE pri istim koncentracuama terbutilazina: a) 20 ug/cm b) 40 ug/cm c) 60
Hg/cm?, d) 80 pg/lcm?, e) 100 pg/cm?, f) 120 pug/cm?, g) 140 pg/cm? prikazana u &etiri razliéita vremena
izlaganja 2, 12, 24, 48 h.
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Slika 37. Aktivnost CAT pri istim koncentracijama terbutilazina: a) 20 ug/cmz, b) 40 ug/cmz, c) 60
Hg/cm?, d) 80 pug/cm?, €) 100 pglecm?, f) 120 pglecm?, g) 140 pg/cm?’ prikazana u etiri razli¢ita vremena
izlaganja 2, 12, 24, 48 h.
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Slika 38 Aktivnost GST pri istim koncentracuama terbutilazina: a) 20 pg/cm?, b) 40 pg/cm?, c) 60
ug/cm d) 80 ug/cm e) 100 ug/cm f) 120 ug/cm g) 140 ug/cm prikazana u &etiri razli¢ita vr.emena
izlaganja 2, 12, 24, 48 h.

0



REZULTATI

o

\ LR
10 5 “R‘}‘{\i%‘:%}:

3
Z
3
?
&

b)

(sounPiN

TR
ER
AR
N e
Sl TR
z SNSRI 0 L
2 S N s
2 N e e L
% SRR

SR
Lroann
S

Slika 39. Trodimenzionalni prikaz relativnih aktivnosti a) AChE, b) CAT i ¢) GST u ovisnosti o
koncentraciji terbutilazina (ug/cm?) i trajanju izlaganja (h).

e
e
Sl

N

i

i
\i
7
i
)




REZULTATI

4.1.6. Aktivhost AChE, CAT i GST u S9 frakciji homo  genata gujavica nakon 2, 12, 24 i
48 sati izlaganja metolakloru

Rezultati mjerenja aktivnosti AChE, CAT i GST u S9 frakciji homogenata gujavica nakon 2,
12, 24 i 48 h izlaganja metolakloru pri koncentracijama 20, 40, 60, 80, 100 i 120 i 140
ug/cm? prikazani su na Slikama 40-42.

Aktivhost AChE nije se statisti¢ki zna€ajno promijenila nakon izlaganja niti tijekom vremena,
a ni pri razli€itim koncentracijama metolaklora (Slika 40). Aktivhost AChE je bila veéa od
aktivnoti AChE u kontroli kod sva €etiri vremena izlaganja pri koncentraciji metolaklora od 20
ug/cm? (Slika 40 a). Poveéanje u odnosu na kontrolu je zabiljeZeno i nakon 48 h izlaganja 40
pg/cm?, 60 pg/cm?, 120 pg/ecm? i 140 pg/cm? (Slika 40 b, ¢, f, g), odnosno nakon 12, 24 i 48
sati pri koncentraciji metolaklora od 80 pg/cm? te nakon 2 i 48 sati pri koncentraciji
metolaklora od 100 pg/cm? (Slika 40 d, e).

Aktivhost katalaze smanjila se nakon 2 h izlaganja kod svih koncentracija metolaklora, osim
pri koncentracijama 100 i 140 pg/cm?. Do najveéeg smanjenja aktivnosti CAT doslo je kod
najmanje koncentracije 20 pg/cm?, pri éemu je aktivnost iznosila 3,4 umol mg™® prot min™.
Aktivnost u kontrolnim uzorcima iznosila je 88 pmol mg™ prot min™, sto znaéi da je doslo do
smanjenja aktivnosti od 2,7 puta u odnosu na kontrolu (Slika 41 a). Sli¢ni rezultati dobiveni
su kod koncentracija 80, 120 i 140 ug/cm?, pri é¢emu je nakon 2, 12 i 24 h uo&ena smanjena
aktivnost CAT, a nakon 48 h dolazi do statisticki znaCajnog povecanja aktivnosti. Najvece
povecanje aktivnosti izmjereno je nakon 48 h kod koncentracije metolaklora 120 pg/cm?, a
iznosilo je 16,3 umol mg™ prot min™, pri &emu je poveéanje u odnosu na kontrolu iznosilo
1,87 puta. Aktivnost CAT izmjerena u kontroli nakon 48 h iznosila je 87,0 pmol mg™*protmin™
(Slika 41 ).

Aktivnost GST varirala je u svim ispitivanim koncentracijama tijekom cijelog vremena
izlaganja. Do statisti¢ki zna¢ajnog povecanja aktivhosti GST doso je u uzorcima izmjerenim
48 h nakon izlaganja pri koncentracijama metolaklora od 120 i 140 pg/cm? (Slika 42 f, g), te
nakon 24 h pri koncentracijama 100, 120 i 140 pg/cm? (e, f, g). Do najveéeg poveéanja
aktivnosti GST doslo je nakon 48 h kod koncentracije metolaklora 140 pg/cm? i to za 1,6 puta
u odnosu na kontrolu. Aktivnost GST kod ove koncentracije iznosila je 407,5 nmol mg™ prot
min, dok je u kontroli iznosila 255,1 nmol mg™* prot min™.

Na trodimenzionalnom prikazu je vidljivo da nema zna€ajnih promjena u aktivnosti AChE, ali
je takoder vidljivo smanjivanje aktivnsti CAT i GST s trajanjem izlaganja kod manjih
koncentracija metolaklora, te povecanje aktivhosti CAT i GST s povecanjem trajanja
izlaganja kod vecéih koncentracija metolaklora (Slika 43 a, b, c).
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Slika 40. Aktivnost AChE pri istim koncentracijama metolaklora: a) 20 ug/cmz, b) 40 ug/cmz, c) 60

Hg/cm?, d) 80 pug/cm?, €) 100 pglecm?, f) 120 pglem?, g) 140 pg/cm? prikazana u etiri razli¢ita vremena
izlaganja 2, 12, 24, 48 h.
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Slika 41 Aktivhost CAT pri istim koncentracuama metolaklora: a) 20 ug/cm b) 40 ug/cm c) 60
ug/cm d) 80 ug/cm e) 100 ug/cm f) 120 ug/cm g) 140 ug/cm prikazana u Cetiri razli¢ita vremena
izlaganja 2, 12, 24, 48 h.
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Slika 42 Aktivnost GST pri istim koncentracuama metolaklora: a) 20 ug/cm b) 40 ug/cm c) 60
pg/cm?, d) 80 pg/lcm?, e) 100 pug/cm?, f) 120 pg/icm?, g) 140 pg/cm? prikazana u Getiri razli¢ita vremena
izlaganja 2, 12, 24, 48 h.
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Slika 43. Trodimenzionalni prikaz relativnih aktivnosti a) AChE, b) CAT i ¢) GST u ovisnosti o0
koncentraciji metolaklora (ug/cmz) i trajanju izlaganja (h).
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4.1.7. Aktivhost AChE, CAT i GST u S9 frakciji homo  genata gujavica nakon 2, 12, 24 i
48 sati izlaganja bentazonu

Rezultati mjerenja aktivnosti AChE, CAT i GST u S9 frakciji homogenata gujavica nakon 2,
12, 24 i 48 h izlaganja bentazonu pri koncentracijama 20, 40, 60, 80, 100, 120 i 140 ug/cm2
prikazani su na Slici 44-46.

Pri najmanjoj koncentraciji bentazona od 20 pug/cm? izmjerene su smanjene aktivnosti AChE
nakon 2, 12 i 24 h izlaganja (Slika 44 a). Kod nekih koncentracija bentazona (40, 60 i 120
pg/cm?) nakon 12 h izlaganja doslo je do poveéanja aktivnosti AChE. Kod koncentracije
bentazona od 80 pg/cm? nakon 2, 24 i 48 h izlaganja takoder je doslo do poveéanja
aktivnosti AChE (Slika 44 b, c, d, f).

Aktivnost katalaze nije pokazala statisticki znacajnu promjenu kod nijedne koncentracije
bentazona i varirala je kod svih koncentracija tijekom cijelog vremena izlaganja (Slika 45).
Aktivhost GST kao i aktivhost CAT varirala je u svim ispitivanim koncentracijama tijekom
cijelog trajanja izlaganja (Slika 46).

Na trodimenzionalnom prikazu vidljivo je povec¢anje aktivhosti AChE nakon 12 sati izlaganja.
Vrijednost aktivnosti CAT se zna€ajno ne mijenja poveéanjem koncentracije bentazona, niti
povecanjem vremena izlaganja. Uocljivo je povecanje GST aktivnosti sa povecanjem
vremena izlaganja (osim kod koncentracija od 60 i 100 pg / cm?) (Slika 47).
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Slika 44. Aktivnost AChE pri istim koncentracijama bentazona: a) 20 pg/cm? b) 40 pg/cm?, c) 60
ug/cmz, d) 80 ug/cmz, e) 100 ug/cmz, f) 120 ug/cmz, g) 140 ug/cm2 prikazana u €etiri razli¢ita vremena
izlaganja 2, 12, 24, 48 h.
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4.2. PROMJENA OVISNOSTI UCINKA POJEDINACNIH PESTICIDA U ODNOSU NA
VRIJEME IZLAGANJA

4.2.1. Promjena ovisnosti u €inka endosulfana u odnosu na vrijeme izlaganja

4.2.1.1. Aktivnost AChE

Kako je i o¢ekivano s obzirom na da je endosulfan inhibitor acetilkolinesteraze, aktivnost
AChE je bila inhibirana ve¢ nakon 2 sata izlaganja pri svim upotrebljenim koncentracijama, te
je takva i ostala i pri ostalim duljinama izlaganja. Smanjenje aktivnosti je pokazalo ovisnost o
dozi prateci logisticku krivulju (Slika 48).

4.2.1.2. Aktivhost CAT

Pri prva tri vremena izlaganja (2 h, 12 h i 24 h) endosulfan je izazvao smanjenje aktivnosti
katalaze pri najviSim upotrebljenim koncentracijama. No, nakon 48 sati doSlo je do promjene,
te je aktivnost CAT pocela rasti u ovisnosti o dozi prateci logisti¢ki krivulju (LL 5 model) (Slika
49).

4.2.1.3. Aktivhost GST
Prva dva vremena izlaganja (2 h i 12 h) nisu bila dovoljna kako bi endosulfan izazvao
znacajnije promjene u aktivnosti GST kod gujavica. No, nakon 24 i 48 sati izlaganja dolazi do

shaznog povecanja aktivnosti ovisnog o dozi koje prati logisti¢ki krivulju (Slika 50).
EC10, EC50 i EC90 vrijednosti za AChE, CAT i GST pri €etiri razli¢ita vremena izlaganja

endosulfanu 2, 12, 24, i 48 h s parametrima funkcije b, c, d, e i f prikazane su u Tablici 10.

Tablica 10. Prikaz EC10, EC50 i EC90 vrijednosti za AChE, CAT i GST pri Cetiri razli¢ita vremena
izlaganja endosulfanu 2, 12, 24, i 48 h s parametrima funkcije b, ¢, d, e i f.

Endosulfan AChE CAT GST

Parametar 2h 12 h 24 h 48 h 2h 12 h 24 h 48 h 2h 12 h 24 h 4 8h
EC10 0.51 0.43 0.44 0.27 0.73 14.02 1.17 0.61 1.03 0.34 2.64 0.95
EC50 2.37 0.95 0.88 0.85 178 286.33 3.67 1.08 1.18 0.48 4.97 1.34
EC90 151.87 1.99 5.26 1.88 3.24 >E 11.74 1.73 1.31 0.62 6.95 2.12
b 8.21 2.67 10.71 1.64 2.14 0.98 1.94 -5.14 15.20 5.63 -9.72 -4.30
c 0.11 0.49 0.25 0.28 0.63 -9.99 0.53 1.00 1.13 0.89 1.09 0.93
d 1.01 1.00 1.00 1.00 0.99 0.98 1.02 1.56 1.20 1.00 7.08 2.55
e 0.40 1.06 0.41 3.63 6.00 38.04 3.57 1.25 1.26 0.64 6.46 0.97
f 0.05 1.25 0.09 7.89 9.72 0.33 0.96 0.62 2.33 3.89 0.27 3.15
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4.2.2. Promjena ovisnosti u €inka temefosa u odnosu na vrijeme izlaganja

4.2.2.1. Aktivhost AChE

Temefos je imao inhibitorni u€inak pri svim upotrebljenim koncentracijama i svim vremenima
izlaganja na aktivhost AChE kod gujavica. Nakon 12, 24 i 48 sati izlaganja izmjerene
vrijednosti AChE pokazuju ovisnost o dozi prateci logisticku krivulju (LL 5 model). Nakon
najkraeg vremena izlaganja (2 h) pri najveée dvije upotrebljene koncentracije temefosa
dolazi do povecanja aktivnosti AChE u odnosu na prethodne koncentracije mijenjajuci izgled
krivulije i ukazuju¢i na moguci hormeti¢ki ucinak. Krivulja prati Brain-Cousens-ov 5-ero
parametarski model (BC 5) (Slika 51).

4.2.2.2. Aktivnost CAT

Nakon 2 i 12 sati izlaganja temefosu aktivhost CAT pokazuje tendenciju smanjenja s obzirom
na povecanje koncentracije. Nakon 24 sata, poslije smanjenja aktivhosti pri nizim
koncentracijama temefosa, dolazi do povecanja aktivnosti kod dvije najvec¢e koncentracije.
Tu krivulju aktivnosti najbolje opisuje Brain-Cousens-ov 5-ero parametarski model (BC 5).
Nakon 48 sati izlaganja samo je aktivnost pri najviSoj upotrebljenoj koncentraciji temefosa

ostala poviSena dok su sve ostale dosle na razinu vrijednosti kontrole (Slika 52).

4.2.2.3. Aktivhost GST

Nakon 2 sata izlaganja doSlo je do promjena u aktivhosti GST, no one nisu pokazale
ovisnost o dozi, neke koncentracije temefosa su izazvale smanjenje, a neke povecanje
aktivnosti GST. Nakon 24 sata izlaganja aktivnosti GST pri najveéim koncentracijama
temefosa su se zna€ajno povecale u odnosu na kontrolu, dok su vrijednosti pri ostalim
upotrebljenim koncentracijama temefosa bile priblizno jednake vrijednosti GST u kontroli.
Nakon 48 sati izlaganja samo je aktivnost GST pri najvecoj koncentraciji temefosa ostala
povecana (Slika 53). EC50 vrijednosti su se u slu€aju sva tri enzima AChE, CAT i GST
kontinuirano smanjivale s trajanjem vremena izlaganja, osim u slu¢aju CAT gdje je nakon 12

h EC50 vrjednost pokazivala puno vecu vrijednost u odnosu na onu nakon 2 h (Tablica 11).

Tablica 11. Prikaz EC10, EC50 i EC90 vrijednosti za AChE, CAT i GST pri €etiri razli€ita vremena

izlaganja temefosu 2, 12, 24, i 48 h s parametrima funkcije b, c, d, e i f.

Temefos AChE CAT GST

Parametar 2h 12 h 24 h 48 h 2h 12 h 24 h 48 h 2h 12 h 24 h 4 8h

EC10 0.48 0.42 0.45 0.22 6.99 13.98 2.96 2.31 236 12492 235 2.18

EC50 1.31 1.23 0.96 0.83 31.44 333.22 3.34 2.57 2.75 >E 2.66 2.35

EC90 2.52 2.52 6.62 2.03 | 188.78 >E 3.96 2.94 3.11 >E 3.09 2.58

b 1.90 1.76 7.92 1.46 1.58 0.96 -11.32  -14.90 | 13.14 0.44 -13.34 -22.67
c 0.50 0.45 0.24 0.28 -3.68 -8.12 0.94 1.02 1.17 -2.29 1.04 0.94

d 1.00 1.00 1.00 1.00 1.01 0.99 1.42 4.48 1.14 1.00 1.49 1.33

e 7.45 6.98 0.42 4.21 21.37  35.96 2.79 2.38 2.98 8.00 2.49 2.29

f 19.20 14.97 0.11 7.75 0.67 0.31 5.70 2.51 2.27 0.08 1.99 1.63
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4.2.3. Promjena ovisnosti u €inka malationa u odnosu na vrijeme izlaganja

4.2.3.1. Aktivnost AChE

S obzirom na poznato svojstvo organofosfornih pesticida kakav je i malation da inhibiraju
aktivnost acetilkolinesteraze, smanjenje AChE ovisno o dozi pri svim duljinama izlaganja je
bilo o€ekivano. Aktivnosti AChE prate logisti¢ku krivulju prema LL 5 modelu nakon 2, 12 i 24
sata izlaganja, no nakon 48 sati izlaganja aktivnosti bolje prate Brain-Cousens 5-
parametarski model (Slika 54).

4.2.3.2. Aktivnost CAT

Duljina izlaganja od 2 h malationu je bila prekratka da bi izazvala zna€ajniju promjenu u
aktivnosti CAT kod gujavica. Nakon 12 i 48 sati izlaganja pri veé¢im koncentracijama
malationa dolazi do snaZnog povec¢anja aktivnosti CAT ovisnog o dozi, te izmjerene
vrijednosti prate logisti¢ku krivulju ovisnosti o dozi. Nakon 24 sata izlaganja krivulja ovisnosti
je nesto drugacija, nakon prvotnog povecanja aktivnosti dolazi do njezinog smanjenja, te
ponovno poveéanja, stoga je najbolje opisuje Brain-Cousens-ov 5-parametarski model (BC
5) karakteristi€an za opisivanje hormetickih pojava (Slika 55). EC50 vrijednosti su u slu¢aju
CAT i AChE nakon 2 i 12 h bile puno veée u odnosu na vrijednosti nakon 24 i 48 h, dok su u
sluéaju GST EC50 vrijednosti bile vece nakon 2 i 24 h. (Tablica 12).

4.2.3.3. Aktivnost GST
Niti jedna duljina izlaganja malationu nije izazvala promjenu aktivnosti GST ovisnu o dozi, no
sva su izlaganja izazvala povecanje aktivnosti. To poveéanje je malo nakon 2, 12 i 24 sata,

ali nakon 48 sati izlaganja dolazi do snaznog povecanja aktivnosti GST (Slika 56).

Tablica 12. Prikaz EC10, EC50 i EC90 vrijednosti za AChE, CAT i GST pri Cetiri razli¢ita vremena

izlaganja malationu 2, 12, 24, i 48 h s parametrima funkcije b, c, d, e i f.

Malation AChE CAT GST

Parametar 2h 12 h 24 h 48 h 2h 12 h 24 h 48 h 2h 12 h 24 h 4 8h
EC10 6.86 23.95 3.21 3.58 16.36 62.07 4365 35.85 9.80 NA NA 4.10
EC50 24.79 >E 37.66 12.39 >E 71.57 47.08 52.99 11.66 NA NA 7.24
EC90 66.97 >E 304.73 28.28 >E 86.58 5252 92.29 14.78 NA NA 17.21
b 1.56 1.73 0.84 1.54 0.32 -10.42 -17.67 -3.51 -8.32 0.00 0.00 -2.20
c 0.69 -1.62 -0.02 0.32 -0.37 0.86 1.00 0.97 1.00 1.36 1.87 1.01
d 1.00 1.01 1.00 1.00 1.00 1.76 1.61 2.22 1.19 1.01 1.00 1.80
e 52.04 1491 8323 79.13 | 31.29 62.73 41.75 30.68 9.71  186.08 >E 1.72
f 2.54 0.09 1.67 12.31 0.18 3.07 6.13 5.04 3.52 0.93 0.40 16.53
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4.2.4. Promjena ovisnosti u €inka pirimifosmetila u odnosu na vrijeme izlaganja

4.2.4.1. Aktivnost AChE

Pirimifosmetil je pokazao inhibitorni u€inak na aktivnost AChE kod gujavica. Smanjenje
aktivnosti je bilo ovisno o dozi kod sva €etiri vremena izlaganja i aktivnosti su pratile logisticki
krivulju (LL 5 model). Inhibicija aktivhosti AChE je u ovisnosti o upotrebljenoj koncentraciji
pirimifosmetila pokazala i ovisnost o vremenu izlaganja, odnosno inhibitorni ucinak je

povecavao s povecanjem vremena izlaganja (Slika 57).

4.2.4.2. Aktivnost CAT

Prva dva vremena izlaganja (2 i 12 h) pirimifosmetilu su izazvala lagano smanjenje aktivnosti
CAT pri svim upotrebljenim koncentracijama, ali ne u ovisnosti o dozi. No, nakon 24 sata
izlaganja, a joS viSe nakon 48 sati izlaganja vec¢e koncentracije pirimifosmetila su izazvale
povecanje aktivnosti CAT i to u ovisnosti o dozi prateéi logistiCku krivulju. Do znatnijeg
povecanja aktivhosti dolazi nakon 48 h (Slika 58).

4.2.4.3. Aktivhost GST

Nakon 2 sata izlaganja doSlo je do promjena u aktivnosti GST, no one nisu pokazale
ovisnost o dozi, neke koncentracije pirimifosmetila su izazvale smanjenje, a neke povecanje
aktivnosti. Nakon 12 sati izlaganja dolazi do poveéanja aktivnosti GST pri viSim
koncentracijama pirimifosmetila. To poveéanje je ve¢e nakon 24 sata izlaganja, a nhakon 48
sati izlaganja povecéanje aktivnosti GST su izazvale sve upotrebljene koncentracije
pirimifosmetila (Slika 59).

EC50 vrijednosti kontinuirano su se smanjivale s povecanjem trajanja izlaganja u slucaju
AChE, ali ne i u slu¢aju CAT i GST (Tablica 13).

Tablica 13. Prikaz EC10, EC50 i EC90 vrijednosti za AChE, CAT i GST pri Cetiri razli¢ita vremena

izlaganja pirimifosmetilu 2, 12, 24, i 48 h s parametrima funkcije b, ¢, d, e i f.

Pirimifosmetil AChE CAT GST

Parametar 2h 12 h 24 h 48 h 2h 12 h 24 h 48 h 2h 12 h 24 h 4 8h
EC10 12.97 2129 1441 7.88 7.88 0.01 36.54 5155 | 5858 63.28 24.89 12.22
EC50 4851 3840 3251 19.54 | 19.54 NA 4560 7731 | 64.75 12444 3741  34.36
EC90 498.23 59.64 65.18 166.65 | 166.65 NA 62.55 103.78 | 73.87 187.22 66.72 57.86
b 2.31 3.36 2.55 5.17 0.00 -0.01 -6.14 -8.67 | -15.11  -7.07 -3.36 -6.62
c 0.66 0.60 0.37 0.20 1.00 0.99 0.98 0.93 1.02 1.09 0.96 1.01
d 1.00 1.00 0.99 1.00 0.72 -0.01 1.32 1.81 1.24 3.08 1.57 1.97
e 19.03 58.19 41.57 7.79 >E 116.50 33.12 87.87 59.50 161.68 21.21 52.99
f 0.31 3.14 1.62 0.15 0.76 2.11 5.28 0.50 2.82 0.35 5.01 0.24
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REZULTATI

4.2.5. Promjena u €inka terbutilazina u odnosu na vrijeme izlaganja

4.2.5.1. Aktivhost AChE

Nakon 2 sata izlaganja samo je najmanja koncentracija terbutilazina izazvala smanjenje
aktivnosti AChE, dok su sve ostale upotrebljene koncentracije izazvale njeno povecéanje, ali
ne ovisno o dozi. Nakon 12 sati izlaganja vrijednost AChE aktivnosti pri najmanjoj
koncentraciji terbutilazina izazvala je pove¢anje u odnosu na kontrolu, dok su se pri ostalim
koncentracijama (osim dvije najvece) aktivnosti AChE smanjile u odnosu na kontrolu. Nakon

24 sata taj je raspored joS uocljiviji, a takav ostaje i nakon 48 sati izlaganja (Slika 60).

4.2.5.2. Aktivhost CAT

Tijekom niti jednog vremena izlaganja terbutilazinu aktivhost CAT nije pokazala ovisnost o
dozi. Vrijednost aktivnosti CAT mijenja se tijekom vremena za svaku upotrebljenu
koncentraciju terbutilazina. Promatrajuci vrijednosti aktivnosti CAT samo za najmanju
koncentraciju terbutilazina vidimo da se ona nakon 2 sata izlaganja samo neznatno smanjila
u odnosu na kontrolu, to se smanjenje povecalo nakon 12 i 24 sata izlaganja dok se nakon
48 sati vrijednost CAT aktivnosti povecéala u odnosu na kontrolu (Slika 61).

4.2.5.3. Aktivhost GST

Sve osim najmanje koncentracije terbutilazina su nakon 2 sata izlaganja izazvale poveéanje
aktivnosti GST u odnosu na kontrolu. Nakon 12 sati izlaganja dogodio se suprotni uéinak,
naime osim kod najmanje koncentracije (koja je i dalje jednaka vrijednosti kontrole) aktivnosti
GST su se pri svim ostalim koncentracijama smanjile u odnosu na kontrolu. Ponovni obrat
dogodio se nakon 24 sata izlaganja kada su se vrijednosti aktivnosti poveéale u odnosu na
kontrolu. Nakon 24 sata izlaganja i vrijednost GST pri najmanjoj upotrebljenoj koncentraciji
terbutilazina se promijenila, odnosno smanjila na vrijednost GST aktivnosti u kontroli. Ta se
aktivnost (pri najmanjoj koncentraciji) ponovno mijenja nakon 48 sati izlaganja i dolazi do
povecanja u odnosu na kontrolu, dok su vrijednosti GST aktivnosti pri svim ostalim
koncentracijama viSe-manje jednake onoj u kontroli (Slika 62).

Vrijednosti EC10, EC50 i EC90 neravnomijerno su se mijenjale s povecanjem vremena

izlaganja i to u slu€aju sva tri enzima (Tablica 14).

Tablica 14. Prikaz EC10, EC50 i EC90 vrijednosti za AChE, CAT i GST pri Cetiri razli¢ita vremena

izlaganja terbutilazin 2, 12, 24, i 48 h s parametrima funkcije b, c, d, e i f.

Terbutilazin AChE CAT GST

Parametar 2h 12 h 24 h 48 h 2h 12 h 24 h 48 h 2h 12 h 24 h 4 8h
EC10 2425 3299 2855 31.88 | 83.39 98.82 0.02 89.52 | 19.62 18.81 23.13  27.90
EC50 26.89 39.12 3155 37.31 >E >E 752.48 96.66 | 3159 2299 2512 3129
EC90 30.69 4500 33.87 4251 >E >E >E 102.33 | 58.54 31.00 28.12 34.43
b -15.21  11.99 19.46 13.05 0.35 -0.69 0.21 25.79 -3.25 -6.41  -17.46 17.98
c 0.96 0.94 0.90 1.01 -0.53 1.00 1.15 1.06 1.00 1.01 0.87 1.03
d 1.09 1.10 1.11 1.21 1.00 -1.14 1.00 0.96 1.27 0.85 1.28 1.21
e 25.04 4192 34.66 39.58 | 418.38 >E 417.62 102.12 | 22.04 15.38 23.00 32.57
f 2.38 1.92 4.66 1.83 0.24 0.46 0.92 3.20 2.56 9.46 3.58 1.76
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4.2.6. Promjena ovisnosti u €inka metolaklora u odnosu na vrijeme izlaganja

4.2.6.1. Aktivnost AChE

Metolaklor nije izazvao promjene aktivhosti AChE ovisne o dozi i trajanju izlaganja. Nakon 2,
12 i 24 sata izlaganja razliCite koncentracije metolaklora su izazvale neznatno povecanije ili
smanjenje aktivnosti AChE. No, nakon 48 sati izlaganja sve upotreblijene koncentracije

metolaklora izazvale su povec¢anje aktivnosti AChE u odnosu na kontrolu (Slika 63).

4.2.6.2. Aktivnost CAT

Kod prva dva vremena izlaganja (2 i 12 h) doslo je do smanjenja aktivnosti CAT. Nakon 24
sata smanjenje aktivnosti pri nizim koncentracijama metolaklora je bilo manje, dok su vece
koncentracije izazvale povec¢anje aktivnosti. Nakon 48 sati doSlo je do podjele aktivnosti u
dvije grupe: vrijednosti CAT kod prve tri upotrebljene koncentracije metolaklora su bile viSe-
manje jednake onoj u kontroli dok su €etiri viSe koncentracije metolaklora izazvale povecéanje
aktivnosti CAT (Slika 64). EC50 vrijednosti nakon 2 i 12 bile su puno manje u odnosu na
vrijednost nakon 24 i 48 h (Tablica 15).

4.2.6.3. Aktivhost GST

Nakon 2 sata izlaganja doSlo je do smanjenja aktivnosti GST u odnosu na kontrolu, no nakon
12 sati vrijednosti GST aktivnosti su se vratile na vrijednosti priblizne vrijednosti GST
aktivnosti u kontroli. Nakon 24 i 48 sati izlaganja dolazi do promjene, naime niZe upotrebljene
koncentracije metolaklora nisu pokazale znacajniji utjecaj na GST aktivnost, no viSe su

koncentracije dovele do njezinog povecanja, koje pokazuju ovisnost o dozi (Slika 65).

Tablica 15. Prikaz EC10, EC50 i EC90 vrijednosti za AChE, CAT i GST pri Cetiri razli€ita vremena
izlaganja metolakloru 2, 12, 24, 148 h s parametrima funkcije b, ¢, d, e i f.

Metolaklor AChE CAT GST

Parametar 2h 12 h 24 h 48 h 2h 12 h 24 h 48 h 2h 12 h 24 h 4 8h
EC10 25.03 14595 14407 0.01 27.02 21.19 108.14 62.33 | 175.84 >E 79.24  67.77
EC50 30.17 166.53 158.84 106.22 | 30.38 40.59 120.11 65.52 | 305.13 >E 100.53 128.81
EC90 34.36 183.18 170.70 >E 35.33 238.48 138.59 69.91 | 449.34 >E 141,55 317.13
b 10.36 14.86  20.20 -0.12 | -13.31 2218 -13.76 -30.83 3.53 0.43 -5.66 -2.17
c 0.93 -2.21 -1.44 1.00 0.69 0.62 0.94 1.03 -6.63 -1.92 1.04 0.95
d 1.01 0.97 1.01 1.31 0.93 1.01 1.66 1.76 0.94 1.00 2.05 2.14
e 36.83 186.24 17101 1884 | 27.93 1894 107.45 63.04 | 530.12 224.17 69.86 56.45
f 5.81 3.99 3.42 1.16 2.46 0.05 3.54 2.61 5.19 0.08 5.77 4.48
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4.2.7. Promjena ovisnosi u €inka bentazona u odnosu na vrijeme izlaganja

4.2.7.1. Aktivnost AChE

Kod dva najmanja vremena izlaganja (2h i 12 h) pri srednje upotrebljenim koncentracijama
bentazona doSlo je do povecanja aktivnosti AChE. Nakon 24 h izlaganja najmanja
koncentracija bentazona je izazvala inhibiciju aktivhosti AChE, dok su ostale aktivnosti bile
priblizno jednake kontroli. Nakon 48 h izlaganja ponovno je doslo do promjene, te je doSlo do
inhibicije aktivnosti AChE pri najve¢im koncentracijama bentazona, ujedno pri ovoj duljini
izlaganja se krivulja ovisnosti o dozi najbolje mogla opisati Brain-Cousens-ovim 4-ero i 5-ero
parametarskim modelom (BC 4 i BC 5) (Slika 66).

4.2.7.2. Aktivnost CAT

Pri srednje upotrebljenim koncentracijama bentazona doSlo je to znacajnog smanjenja
aktivnosti CAT nakon 12 sati izlaganja, pa se stoga ta krivulja ovisnosti o dozi mogla najbolje
opisati Brain-Cousens-ovim 5-ero parametarskim modelom (BC 5), ukazujuéi na hormeticki
u€inak bentazona na aktivnost CAT pri tim koncentracijama i tom vremenu izlaganja. Nakon
2, 24 i 48 h izlaganja vrijednosti aktivhosti CAT su se kretale oko vrijednosti CAT u kontroli,
te ih niti jedan model ne opisuje u dovoljnoj mjeri (Slika 67).

4.2.7.3. Aktivnost GST

Dinamiku u¢inka bentazona na aktivnost GST moZemo podijeliti na onu nakon 2 i 48 sati
izlaganja i onu nakon 12 i 24 sata izlaganja. Naime, krivulja ovisnosti o dozi nakon 2 i 48 sati
izlaganja bentazonu moze se najbolje opisati 5-ero parametarskim Brain—Cousens-ovim
modelom (BC 5) gdje nakon prvotnog porasta aktivhosti GST dolazi do njene inhibicije pri
srednje upotrebljavanim koncentracijama, te nakon toga do njenog porasta ukazujué¢i na
hormeticki izgled krivulje (Slika 68). Situacija je nesto drugacija nakon 12 sati izlaganja gdje
dolazi do pada vrijednosti aktivnosti pri najviSim koncentracijama, te u suprotnosti s tim
nakon 24 sata izlaganja kada dolazi do povecanja aktivnosti GST pri tim istim
koncentracijama u odnosu na kontrolu.

EC10, EC50 i EC90 vrijednosti neravnomijerno se mijenjaju s povecanjem vremena izlaganja

u slu¢aju sva tri enzima (Tablica 16).

Tablica 16. Prikaz EC10, EC50 i EC90 vrijednosti za AChE, CAT i GST pri Cetiri razli¢ita vremena

izlaganja bentazonu 2, 12, 24, i 48 h s parametrima funkcije b, c, d, e i f.

Bentazon AChE CAT GST

Parametar 2h 12 h 24 h 48 h 2h 12 h 24 h 48 h 2h 12 h 24 h 4 8h
EC10 83.84 143.35 38.01 103.56 | 83.21 0.00 0.01 299.39| 107.31 11481 37.78 87.35
EC50 86.16 150.25 41.36 121.77 | 85.81  13.22 0.01 366.28 | 112.86 119.98 41.14  93.27
EC90 89.66 155.53 45.84 139.00 | 89.84 NA >E 448.12 | 121.39 123.76 45.65 102.61
b -48.41 4194 -19.84 1260 | -41.71 -0.01 -0.07 -0.07 | -26.56 44.15 -19.61 -20.21
c 0.96 -3.10 0.92 0.82 0.88 1.01 1.00 1.00 1.02 0.73 0.91 1.03
d 0.88 0.99 0.97 1.00 0.98 0.73 1.06 1.06 1.25 0.94 1.28 1.31
e 82.28 155.77 39.65 130.28 | 80.58 151.40 100.06 100.06 | 104.28 125.26 39.39  83.58
f 6.80 3.49 1.93 1.95 9.90 1.21 0.39 0.39 6.01 4.98 1.95 6.70
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4.3. Ovisnost mortaliteta o dozi za pojedina  €ne pesticide nakon 24 i 48 h izlaganja

Krivulje ovisnosti mortaliteta o dozi prikazane su na Slici 69 i 70, dok su LC;q, LCsp i LCgyg
vrijednosti za pojedina¢ne pesticide nakon 24 i 48 h prikazane u Tablici 17. Najvecu
toksiénost pokazao je endosulfan &ijia je LCs, vrijednost nakon 24 h iznosila 1,78 pg cm?, a
nakon 48 h 1,00 ug cm? (Slika 69 a), te temefos &ija je LCs, vrijednost nakon 24 h iznosila
2,59 ug cm?, a nakon 48 h LCs je iznosila 2,14 pug cm? (Slika 69 d). Za malation LCsy
vrijednost nakon 24 h je iznosila 52,60 pg cm?, a nakon 48 h 39,39 pg cm?. Iz krivulje
ovisnosti mortaliteta o koncentraciji vidljivo je da je najmanju toksi¢nost imao pirimifosmetil
kod kojeg je nakon 24 h LCsgiznosila 75,05 pg cm?, a nakon 48 h LCs, 61,34 pg cm? (Slika
69 c).

Usporedimo i krivulje ovisnosti mortaliteta o koncentraciji za 24 i 48 h za sve navedene
insekticide vidljivo je da endosulfan i temefos pokazuju najveéu toksi¢nost. Krivulje
ovisnosti mortaliteta o koncentraciji za malation i pirimifosmetil nakon 24 i 48 h nalaze se u
podrugju vecéih koncentracija u odnosu na endosulfan i temefos te je stoga njihova toksi¢nost
manja (Slika 70).

Sve krivulje za navedene insekticide pokazivale su tipi€an sigmoidalan oblik ovisnosi
mortaliteta o koncentraciji. Za terbutilazin, metolaklor i bentazon LCs, vrijednosti nije bilo

moguce odrediti, buducéi da ovi herbicidi nisu pokazali toksi¢nost.

Tablica 17. LCyp, LCso i LCq vrijednosti za pojedinacne pesticide nakon 24 i 48 h.

PARAMETAR Endosulfan Temefos Malation Pirimifosmetil
24 h LC o (ug cm?) 1,09 1,64 29,30 33,59
48 h LC 1 (ug cm?) 0,53 1,44 22,70 26,01
24 h LCs (ug cm™) 1,78 2,60 52,61 75,05
48 h LCs (ug cm?) 1,00 2,14 39,39 61,39
24 h LCgo (ug cm™?) 2,90 4,11 94,46 167,66
48 h LCgo (Ug cm™?) 1,89 3,19 68,35 144,89
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Slika 69. Krivulje ovisnosti mortaliteta o koncentraciji nakon 24 i 48 h za: a) endosulfan, b) temefos, c)
malation i d) pirimifosmetil.
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Slika 70. Krivulje ovisnosti mortaliteta o koncentraciji za: a) endosulfan, temefos malation i
pirimifosmetil nakon 24 h, b) endosulfan, temefos, malation i pirimifosmetil nakon 48h.
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4.4. EC50 IZOBOLOGRAMI SMJESA S PRIKAZOM VRIJEDNOSTI EC 5o ZA SVAKU
SMJESU

4.4.1. ECs I1zobologram smjesa endosulfana i temefosa s prikaz om vrijednosti EC 5, za
svaku smjesu

Na slici 71 prikazani su izobologrami smjesa endosulfana i temefosa, te ERs, vrijednosti za
svaku kombinaciju smjese. ERsq pokazuje razrjedenje kod kojeg se postize 50% ucinka,
odnosno razrjedenje kod kojeg se postize polovica maksimalne inhibicije AChE. Najveéa
ERs, vrijednost dobivena je kod omjera komponenti smjese 0 : 100 (0% Endosulfan : 100%
Temefos) gdje je ona iznosila 0,424, dok je najniZa vrijednost dobivena kod smjese gdje je
omjer komponenti 60 : 40 (60% Endosulfan : 40% Temefos) pri €emu je ERs, iznosila 0,182.
Vrlo sli€éne vrijednosti dobivene su i za smjesu 20 : 80 (20% Endosulfan : 40% Temefos) gdje
je izraCunata ERs, vrijednost iznosila 0,187.

Svako ERsg, razrjedenje polucilo je ECso uCinak Sto se moZe vidjeti na izobolografskom
prikazu. ECs, izobologram pokazuje jednoznacno sinergisticko djelovanje za smjesu

kombinacije endosulfana i temefosa.

4.4.2. ECs I1zobologram smjesa endosulfana i malationa s prika ~ zom vrijednosti EC 5, za
svaku smjesu

Na slici 72 prikazani su izobologrami smjesa endosulfana i malationa, te ERsq vrijednosti za
svaku kombinaciju smjese. Najveée ERs, vrijednosti dobivene su kod omjera smjese 0 : 100
(0% endosulfan : 100% malation) s vrijednoSéu od 0,424, te za smjesu 20 : 80 (20%
endosulfan : 80 % malation) gdje je ERs iznosila 0,422. Najniza ERs, vrijednost dobivena je
kod omjera smjese 100 : 0 (100% endosulfan : 0% malation) gdje je ERs vrijednost iznosila
0,179. ECs, izobologram pokazuje aditivho djelovanje za smjesu kombinacije endosulfana i
malationa.

4.4.3. ECs Izobologram smjesa endosulfana i pirimifosmetila s prikazom vrijednosti

ECso za svaku smjesu

Na slici 73 prikazani su izobologrami smjesa endosulfana i pirimifosmetila, te ERs, vrijednosti
za svaku kombinaciju smjese. Najve¢a ERsy dobivena je kod omjera smjese 40 : 60 (40 %
endosulfan : 60% pirimifosmetil) s vrijednoS¢éu od 0,593, dok je najniza ERs, vrijednost
dobivena je kod omjera smjese 100 : 0 (100% endosulfan : 0% pirimifosmetil) gdje je ERsp
vrijednost iznosila 0,241.

Svako ERsg, razriedenje polucilo je ECso u€inak Sto se moZe vidjeti na izobolografskom
prikazu. ECs, izobologram pokazuje aditivno djelovanje za smjesu kombinacije endosulfana i

pirimifosmetila.
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Slika 71. ECsq izobologram smjesa endosulfana i temefosa s prikazom vrijednosti ECsy za svaku
smjesu.
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Slika 72. ECsg izobologram smjesa endosulfana i malationa s prikazom vrijednosti ECsq za svaku

smjesu.
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Slika 73. ECsp izobologram smjesa endosulfana i pirimifosmetila s prikazom vrijednosti ECsy za svaku

smjesu.
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4.4.4. ECs 1zobologram smjesa temefosa i malationa s prikazom vrijednosti EC 5, za
svaku smjesu

Na slici 74 prikazani su izobologrami smjesa temefosa i malationa, te ERs, vrijednosti za
svaku kombinaciju smjese. Najvec¢a ERs, dobivena je kod omjera smjese 40 : 60 (40 %
temefos : 60% malation) s vrijednoS¢u od 0,419, dok je najniza ERsq vrijednost dobivena je
kod omjera smjese 100 : 0 (0% temefos : 100% malation) gdje je ERso vrijednost iznosila
0,179. ECs, izobologram pokazuje aditivno djelovanje za smjesu kombinacije temefosa i

malationa.

4.4.5. ECs 1zobologram smjesa temefosa i pirimifosmetila s pr ikazom vrijednosti EC 5
za svaku smjesu

Na slici 75 prikazani su izobologrami smjesa temefosa i pirimifosmetila, te ERsg vrijednosti za
svaku kombinaciju smjese. Najve¢a ERs, dobivena je kod omjera smjese 0 : 100 (0 %
temefos : 0% pirimifosmetil) s vrijednoSéu od 0,520, dok je najniza ERs, vrijednost dobivena
je kod omjera smjese 40 : 60 (60% temefos : 40% pirimifosmetil) gdje je ERso vrijednost
iznosila 0,239. ECs, izobologram pokazuje aditivno djelovanje za smjesu kombinacije

temefosa i pirimifosmetila.

4.4.6. ECs Izobologram smjesa malationa i pirimifosmetila s p rikazom vrijednosti EC 5
za svaku smjesu

Na slici 76 prikazani su izobologrami smjesa malationa i pirimifosmetila, te ERsy vrijednosti
za svaku kombinaciju smjese. Najve¢a ERsq dobivena je kod omjera smjese 60 : 40 (100 %
malation : 0% pirimifosmetil) s vrijednoS¢u od 0,926, dok je najniza ERs, vrijednost dobivena
je kod omjera smjese 80 : 20 (80% malation : 20% pirimifosmetil) gdje je ERsy vrijednost
iznosila 0,147. Na ECs, izobologramu vidi se da ne postoji jednozna¢no antagonisticko
djelovanje za smjesu kombinacije malationa i pirimifosmetila, pri ¢emu je ono samo

naznacéneno.
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Slika 74. ECs, izobologram smjesa temefosa i malationa s prikazom vrijednosti ECsq za svaku smjesu.
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4.5. Promjena EC s, vrijednosti u smjesama u odnosu ha EC 5, vrijednosti pojedina €nih

pesticida

Smjese pesticida su odredivane tako da su se pesticidi s dokazanim inhibitornim djelovanjem
na AChE aktivnost (endosulfan, temephos, malation i pirimifosmetil) mijeSali sa pesticidima
za koje nije dokazano da imaju inhibitorni u€¢inak na AChE aktivnost (terbutilazin, metolaklor i
bentazon) u eksperimentu s pojedina¢nim pesticidima. Utvrdene su promjene u ECs
vrijednosti u smjesama u odnosu na ECs, vrijednosti pojedinaénih pesticida (Slika 77 a, b).
Najvece smanjenje ECs, vrijednosti je izazvao metolaklor. U kombinaciji s endosulfanom

(-50.22%), sa temefosom (-35.92%), sa malationom (-6.13%) i sa pirimifosmetilom (-14.32%)

u odnosu na vrijednost ECsy svakog od tih pesticida posebno.
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Slika 77. Promjene ECs vrijednosti smjesa pesticida u odnosu na ECs, pojedinaénog pesticida: a)
endosulfana i b) temefosa. Vrijednosti su prikazane kao srednje vrijednosti + s.d.
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Najmanja promjena ECs, vrijednosti je zabiljezena kod malationa u kombinaciji sa sva tri
pesticida (terbutilazin -4.58%, metolaklor -6.13% i bentazon +0.99%) (Slika 78 c). U
kombinaciji s bentazonom su se ECs, vrijednosti neznatno povecale kod endosulfana
(+0.35%), malationa (+0.99%) i pirimifosmetila (+4.42%), dok se u kombinaciji s temefosom
ECso smanjio (-9.27%). Najvece povecanje vrijednosti ECs je izazvala smjesa pirimifosmetila
i terbutilazina (+10.02%). Terbutilazin je u kombinacijama s ostalim pesticidima izazvao
smanjenje vrijednosti ECso ali to smanjenje nije statistiCki zna¢ajno; s endosulfanom od -

8.11%, temefosom -12.94% i malationom -4.58%.
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Slika 78. Promjene ECs vrijednosti smjesa pesticida u odnosu na ECso pojedinaénog pesticida: a)
malationa i b) pirimifosmetila. Vrijednosti su prikazane kao srednje vrijednosti + s.d.
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4.6. HistoloSke promjene u odnosu debljine epitelno g i miSi énog sloja

Gujavice u kontrolnim uzorcima nisu pokazivale promjene u anatomskom i morfoloSkom
izgledu tijekom cijelog vremena izlaganja (Slika 82 a, b), dok je kod gujavica koje su izlagane
smjesama pesticida ve¢ vrlo brzo nakon izlaganja doSlo do uvrtanja tijela i gréenja misi¢a
(Slika 82 c, d), a nakon 24 sata i do promjena poput istjecanja celomske tekucine i bubrenja
kliteluma (Slika 82 e, f).

Iz prikaza fotografija poprecnih prereza izlaganih gujavica razli€itim smjesama pesticida
teSko je uociti bilo kakve promjene u debljini epitelnog i miSiénog sloja (Slika 83 — 88), no tek
nakon obrade preparata pomocu analizatora slika (ImageTool Analyzer), odnosno mjerenjem
povrSine i debljine epitela, povrSine i debljine prstenastih miSi¢a, visine i Sirine preparata te
povrSine preparata uoeno je smanjivanje omjera povrSine epitela i povrSine prstenastih
misSica.

Obradom podataka pomocu analize glavnih komponenti (PCA - Principal Component
Analysis) na jednoj principijelnoj osi izdvojila se povrSina epitela, a na drugoj osi povrsina
prstenastih miSica (Slika 79). Na box-plot grafic(kom prikazu (Slika 80) vidljiva su odstupanja
u srednjim vrijednostima omjera povrSine epitela i povrSine prstenstih miSi¢a, koja su vec¢a
kod gujavica izlaganih ve¢im koncentracijama mjeSavina pesticida (2 i 4 na slici 80) u odnosu
na odstupanja kod gujavica izlaganih nizim koncentracijama mjeSavina pesticida (3 i 5 na
slici 80). Najjag¢i uéinak imala je mjeSavina pirimifosmetila (0,75 ug/cm?) i metolaklora (0,75
ug/cm?) koja je uzrokovala najveéu promjenu u omjeru povrsine epitela i povrsine prstenastih
miSic¢a (Tablica 18).
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Slika 79. Analiza glavnih komponenti (PCA), sa podacima svedenim na zajednicki faktor.
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Slika 80. Omijeri povrSine epitela i povrSine misSi¢a iz izmlerenih podataka; 1 — kontrola; 2 —
pirimifosmetil (0,1 pg/cm?); 3 — pirimifosmetil (0,375 pg/cm?) + metolaklor (0,375 yg/cmz); 4 —
pirimifosmetil (0,75 pg/cm®) + metolaklor (0,75 ug/cm?); 5 — pirimifosmetil (0,375 pg/cm?) + bentazon
(25 pg/cm?); 6 - pirimifosmetil (0,75 ug/cm?) + bentazon (50 pg/cm?); 7 — pirimifosmetil (0,5 pg/cm?) +
temefos (1 pg/cm?); 8 — pirimifosmetil (0,75 pg/cm?) + terbutilazin (40 pg/cm?)

Tablica 18. Srednja vrijednost omjera povrSine epitela i povrSine prstenastih miSiéa iz izmjerenih
podataka

UZORAK OMJER POVRSINE EPITELA | POVRSINE MISI CA
kontrola 0,931
pirimifosmetil (0,1 pglcm 2 0,851
pirimifosmetil (0,75 pg/cm 2) 0,933
pirimifosmetil (0,375 pg/cm %) + metolaklor (0,375 pg/cm 2 0,881
pirimifosmetil (0,75 pg/cm %) + metolaklor (0,75 pg/icm ?) 0,812
pirimifosmetil (0,375 pg/cm  ?) + bentazon (25 pg/cm ?) 0,861
pirimifosmetil (0,75 pg/cm %) + bentazon (50 pg/cm ?) 0,845
pirimifosmetil (0,75 pg/cm %) + malation (0,1 pg/cm ?) 0,817
pirimifosmetil (0,75 pg/cm  2) + temefos (1 ug/icm ?) 0,793
pirimifosmetil (0,75 pg/cm ) + terbutilazin (40 pg/cm ?) 0,851
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Rezultati usporedbe omjera povrSine epitela i miSiéa za pojedine kombinacije smjesa sa
kontrolom prikazani su na Slici 81. Nakon izracunatih parametara t-testa za nezavisne
uzorke, utvrdene su statisticki znac¢ajne razlike u omjerima u odnosu na kontrolu. Najveéa
razlika u omjeru povrsine epitela i misiéa u odnosu na kontrolu dobivena je kod kombinacije
pesticida PTe — pirimifosmetil (0,75 pg/cm?®) + temefos (1 pug/cm?®), dok je najmanja razlika
dobivena za smjesu mPM - pirimifosmetil (0,375 pg/cm?) + metolaklor (0,375 ug/cm?). Kod
smjese PTe - pirimifosmetil (0,75 pg/cm?) + temefos (1 pg/cm?) uz 99% sigurnosti, kod
smjese PM - pirimifosmetil (0,75 pg/cm?) + metolaklor (0,75 pg/cm?) i PMa - pirimifosmetil
(0,75 pg/cm?) + malation (0,1 pg/cm?) uz 95%, te kod samog pirimifosmetila P (0,1 pg/cm?)

uz 90% sigurnosti postoji statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.
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Slika 81. Usporedba omjera povrSina epitela i miSi¢a za pojedine kombinacije smjesa sa kontrolom. K
— kontrola; P(0,1) — pirimifosmetili 0,1 ug /em?, mPM - pirimifosmetil (0,375 ug/cmz) + metolaklor
(0,375 pg/lcm?)); PM (pirimifosmetil (0,75 pg/cm?) + metolaklor (0,75 pg/cm?); mPB - pirimifosmetil
(0,375 pg/cm?®) + bentazon (25 pg/cmz); PB - pirimifosmetil (0,75 pg/cm?®) + bentazon (50 pg/cm?);
PMa - pirimifosmetil (0,75 pg/cm?) + malation (0,1 pug/cm?); PTe - pirimifosmetil (0,75 pg/cm?) +
temefos (1 pg/cm?); PT - pirimifosmetil (0,75 pg/cm?) + terbutilazin (40 pg/cm?). Vrijednosti su
prikazane kao srednje vrijednosti + s.d.
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Slika 82. MorfoloSki izgled gujavica: a) u kontroli nakon 2 h; b) u kontroli nakon 24 h; c) nakon 6h
izlaganja smijesi pirimifosmetila (0,5 pg/cm?) i temefosa (1 pg/cm?); d) nakon 6 h izlaganja smijesi

pirimifosmetila (0,75 pg/cm?

i malation (0,1 pg/cm?); nakon 24 h izlaganja smjesi Birimifosmetila (0,5
pg/cm?) i temefosa (1 pg/cm?); f) pirimifosmetila (0,75 pg/cm?) i malation (0,1 pug/cm

).
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Slika 83. Histoloski preparati gujavica (Eisenia fetida) u kontrolama nakon: a) 2h, b) 4h, c) 6h, d) 8h,
e)10h, f) 12h, g)14h, h)16h, i) 18h, j) 20h, k) 22h, ) 24h.
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Slika 84. HistoloSki preparati gujavica (Eisenia fetida) nakon izlaganja mjeSavini pirimifosmetila (0,75
ug/cm?) i bentazona (50 pg/cm?) nakon: a) 2h, b) 4h, c) 6h, d) 8h, €)10h, f) 12h, g)14h, h)i6h, i)
18h, j) 20h, k) 22h, 1) 24h.
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k) 1)
Slika 85 . Histoloski preparati gujavica (Eisenia fetida) nakon izlaganja mjeSavini pirimifosmetila (0,75

pg/cm?) i bentazona (50 pg/cm?) nakon: a) 2h, b) 4h, c) 6h, d) 8h, €)10h, f) 12h, g)14h, h)16h, i)
18h, j) 20h, k) 22h, 1) 24h.
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Slika 86. HistoloSki preparati gujavica (Eisenia fetida) nakon izlaganja mjeSavini pirimifosmetila (0,75
ug/cm?®) i metolaklora (0,75 pg/cm?) nakon: a) 2h, b) 4h, c) 6h, d) 8h, e)10h, f) 12h, g)14h, h)i6h,
i) 18h, j) 20h, k) 22h, 1) 24h.
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k) 1)

Slika 87 . HistoloSki preparati gujavica (Eisenia fetida) nakon izlaganja mjeSavini pirimifosmetila (0,375
ug/cm?) i metolaklora (0,375 ug/cm?) nakon: a) 2h, b) 4h, c) 6h, d) 8h, e)10h, f) 12h, g)14h, h)16h,
i) 18h, j) 20h, k) 22h, 1) 24h.
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Slika 88 . HistoloSki preparati gujavica (Eisenia fetida) nakon izlaganja mjeSavini pirimifosmetila (0,75
ug/cm?) i terbutilazina (40 pg/cm?®) nakon: a) 2h, b) 4h, c) 6h, d) 8h, e)10h, f) 12h, g)14h, h)16h, i)
18h, j) 20h, k) 22h, 1) 24h.
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5. Rasprava

Upotreba pesticida u poljoprivrednim sustavima je najvazniji Cimbenik povec¢anja proizvodnje
hrane (Mosleh i sur., 2003). Zbog toga je istraZivanje utjecaja pesticida na ekoloSke sustave
izuzetno vazno, a zbog svoje kompleksnosti ¢esto nedovoljno istrazeno. Nedostatnost
istraZivanja utjecaja pesticida na bioloSke sustave ne ogleda se samo u manjku informacija o
njihovom djelovanju na pojedine segmente bioloskog sustava ve¢ vrlo Cesto i u razli€itim
rezultatima dobivenim jednakim metodama. Pregledom literature mozZze se ustanoviti da je
razliCitost u protokolima, odabiru vrsta, u parametrima upotrijeblienim za kreiranje
toksikoloskih pokusa sa gujavicama kao testnim organizmima izuzetno velika (Motalib i sur.,
1996; Reinecke, 1992). Postoji vise razloga takvom stanju. Naj¢edce je razlog specificnost
podrucja u kojem se nalazi laboratorij kao i specifikum aplikacijske problematike kojom se taj
laboratorij bavi, no to su subjektivni ¢Cimbenici koji viSe ili manje nemaju znacaj za globalno
toksikolosko i ekotoksikoloSko znanje. Daleko opasniji su objektivni ¢imbenici kao Sto je
nedovoljno poznavanije fiziologije testnih organizama, nedovoljno poznavanje ekokemijskih i
ekotoksikoloskih osobina pesticida koji se istrazuju, itd. Sto dovodi kako do pogresno
dizajniranih eksperimenata tako i Cesto do potpuno pogresne interpretacije dobivenih
rezultata. Laboratorijski testovi zauzimaju vaznu ulogu u procesima procjene okoliSnog rizika
na temelju ekotoksikoloskih saznanja temeljenim na gujavicama kao testnim organizmima
(Kula, 1996, 1998; Paradise i sur., 1998; Spurgeon, 2002; Van Gestel, 1992).

Upotreba standardiziranih testova (OECD, EPA i druge norme) osigurava dobivanje
isklju€ivo jednoznaénih rezultata. Za potrebe kvalitetne procjene okoliSnog rizika kao i za
kreiranje sustava upravljanja okoliSnim rizicima takvi rezultati mogu biti samo od
orjentacijskog znacaja. To je vidljivo i iz rezultata prezentiranih u ovom radu na primjerima
pesticida inhibitora acetilkolinesteraze (endosulfana, temefosa, pirimifosmetila i malationa).
Procjenitelji njihove toksi¢nosti s obzirom na aktivnhost AChE, CAT i GST mijenjaju se tijekom
vremena neravnomjerno. Tako na primjer kod endosulfana promjene s obzirom na vrijeme
variraju od 60% do svega 3%, dok kod malationa od ¢ak 67% do 17%. Ve¢ na temelju toga
je vidljivo da jednoznacan pokazatelj toksiCnosti kao Sto je ECsy dobiven tijekom nekog
odredenog vremena ni u kom slu¢aju ne moze biti varijabla na kojoj bi se mogla temeljiti
kvalitetna procjena okoliSnog rizika. Na primjerima primjene OECD standardiziranog testa
kakav smo upotrijebili u testiranju acetilkolinesteraza neinhibirajuéih pesticida (bentazona,
metolaklora i terbutilazina) vidljivo je da je moguce izmjeriti uCinak i takvih pesticida te
odrediti raéunski statisticki zna¢ajan ECsy koji ¢e medutim u praksi biti potpuno besmislen.
Testiranje letalnosti takoder je izuzetno varijabilno a na$a istrazivanja su pokazala (Slika 70)

da je u istrazivanjima takvih uCinaka vrijeme vazan Cimbenik te da se letalne koncentracije
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pojedinih pesticida mogu uvjetno upotrebljavati samo kao pokazatelji relativne toksi¢nosti tj.
razlike u toksi¢nosti medu pojedinim pesticidima.

Uobicajena funkcija kojom se prikazuje ovisnost ucinka o koncentraciji toksikanta je
logistitka funkcija. Kod istraZivanja letalnih koncentracija uobiCajena je upotreba tro-
parametarske logisticke funkcije zbog toga Sto letalnost obuhvaca cjelovitu skalu relativhog
uCinka od 0 do 1 tj. od 0 — 100%. Kada su u pitanju molekularni biomarkeri od kojih su
najzastupljeniji aktivnosti raznih enzima, takva funkcija nije zadovoljavajué¢a zbog toga sto se
gotovo nikad ne postiZzu vrijednosti ispod donje graniCne vrijednosti aktivnosti te zbog toga
Sto se veliCina donje grani¢ne vrijednosti ne moze unaprijed predvidjeti. Naime, u slu¢aju
kada bi donja graniéna vrijednost bila predvidljiva, reskaliranjem ordinate vrlo jednostavno bi
se mogla dobiti iskoristivost cijelog opsega relativnog uc€inka. Stoga se u ovakvim
istraZzivanjima mora upotrijebiti Cetiri- ili pet-parametarska logisticka funkcija. U ovom
istraZivanju mi smo upotrijebili pet-parametarsku logisticku funkciju sa a priori odredenim
parametrom gornje asimptote u slu€aju mjerenja aktivnosti AChE i donje asimptote u slucaju
mjerenja CAT i GST. Unaprijed odredeni parametri bili su skalirani prema bazalnoj vrijednosti
istrazivanih biomarkera u gujavice na vrijednost 1. lako se u literaturi uglavhom spominje
porast aktivnosti CAT i GST kod izlaganja gujavica pesticidima (Abdel Salam Aly i Schroder,
2008; Booth i sur., 1998; Contardo-Jara i sur., 2008; Xiao i sur., 2006; Schreck i sur., 2008)
nasa prijasnja iskustva kao i preliminarni rezultati koji su predhodili ovom radu pokazali su da
se aktivnost ovih enzima ne mora jednozna¢no mijenjati uvijek u smijeru porasta, ve¢ da se
pogotovo kod krac¢ih vremena izlaganja aktivnost ovih enzima moze smanjivati. Stoga u
slucajevima CAT i GST nije bilo primjereno skaliranje ordinate i po€etne vrijednosti na 0, ve¢
kao i kod AChE na 1.

Logisti¢ki model funkcije ovisnosti o koncentraciji naziva se jos i grani¢ni model zbog toga
Sto ga obiljezavaju dva parametra: gornji parametar ili gornja asimptota i donji parametar ili
donja asimptota ili granicna vrijednost. Kada se radi o aktivnosti enzima C&ija se aktivhost
smanjuje onda gornja asimptota odgovara bazalnoj vrijednosti tog enzima u intaktnim
organizmima, dok je grani¢na vrijednost ili donja asimptota ona minimalna vrijednost koja se
moze posti¢i djelovanjem odredenog toksikanta, tj. to je vrijednost ispod koje nije moguce
ocCekivati prezivljavanje organizma u vremenu koje bi omogucavalo mjerenje tog biomarkera.
Kod enzima ¢ija aktivnost raste je obratno, donja asimptota odgovara vrijednosti tog enzima
u intaktnim organizmima, dok gornja vrijednost odgovara maksimalnoj vrijednosti koja se
moze postiCi kod takvih organizmima za taj enzim. Vrlo malo se zna o granicnim
vrijednostima biomarkera kod gujavice a pogotovo o ovisnostima tih grani¢nih vrijednosti o
kvaliteti pesticida koji se istrazuje. U zadnjih dvanaest godina poveéao se broj istrazivanja
koja su pokazala da ovisnost odgovora o koncentraciji nije moguce uvijek prikazati

logistickom tj. granicnom funkcijom. Naime, ustanovljeno je da pesticidi mogu izazvati
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takozvani hormeticki u€inak. Hormeza ili hormeti¢ki ucinak je pojava da odredena tvar u
pojedinom segmentu koncentracijskog gradijenta uzrokuje suprotan ucinak od ocekivanog.
DosadaSnja istrazivanja su pokazala da je takav ucinak, tj. hormeticki model ovisnosti
odgovora o koncentraciji u toksikologiji puno uobic¢ajeniji od granichog modela (Calabrese i
Baldvin, 2003). Do prije nekoliko godina postojao je veliki prijepor izmedu znanstvenika koji
su svoje toksikoloSke hipoteze temeljili na graniénom modelu i znanstvenika koji su sve vise
uoCavali znaCaj hormeze, kako u tumacenju toksikoloskih ucinaka, tako i u procesima
procjene okoliSnog i toksikoloSkog rizika. Naime, temelj procjene okoliSnog rizika, tj. temelj
upravljanja okolisnim rizikom su grani¢ne vrijednosti dobivene modeliranjem toksikoloSkog
ucinka u ovisnosti o koncentracijskom gradijentu. Najrespektabilnija grani¢na vrijednost je
tzv. NOAEL (engl. ,no observable adverse effect level“). Prema takvom temeljnom shvaéanju
sve doze ili koncentracije ispod NOAEL smatraju se nebitnim, neucinkovitim ili
aproksimativnim. Hipoteza o hormetickom ucinku opovrgava takvo shvacéanje i unosi novi
problem u procjeni okolisnog rizika. Naime, iako su hormetiCki ucinci vezani uz niske, ¢esto
pogresno nazivane subefektne koncentracije i doze, vrlo jednostavno se moze pokazati kako
i u tom rasponu koncentracija hormeti¢ki u¢inak moze itekako imati utjecaj na zakljucke o
procjeni ekoloSkog rizika (Rodricks, 2003). Istrazivanja postojeée literature o toksi¢nosti
pojedinih supstanci pokazala su da je hormeticki u¢inak puno puta zanemaren i izostavljen u
opisu ovisnosti toksi¢nog ucinka o koncentraciji (Calabrese i Baldvin, 2003). lako je hormeza
najprije opisana kod mjerenja u€inaka radioaktivhog zracenja i iako se dugo vremena drzalo
da su hormeti¢ki ucinci kod biokemijskih reakcija i bioloSkih pojava samo hipotetski mogudi,
sve veci broj radova sa jasno dokazanim hormeti¢kim ucincima pokazali su da hormeza nije
slu¢ajnost ve¢ pravilo koje treba respektirati. Temeljitija istrazivanja hormetickih reakcija su
pokazala da se kod ve¢ine mogu razlu€iti najmanje dva ucinka, hormeticki i toksi¢ni. Ovakvo
razluCivanje mora se uzeti samo uvjetno. Naime, poput radijacijskog hormeti¢kog ucinka i
toksikoloski hormetiCki uCinak moze se vrlo lako zloupotrijebiti u praksi. Kako je po definiciji
hormetickli u€inak suprotan toksi¢nom ucinku, vrlo lako se takva tvrdnja moZe pretvoriti u
tvrdnju da je hormeticki u€inak beneficijalan, tj. koristan ili dobar za organizam. Ta opasnost
postaje poglavito velika ako se u obzir uzmu hormeti¢ki ucinci tvari koje se u pravilu
upotrebljavaju u homeopatskoj medicini. U homeopatskoj medicini se doista radi o koriStenju
hormetickog ucinka koji jest koristan za organizam, koji dapace ima medikativni uinak, tj.
ucinak lijecenja. Medutim, nemaju svi hormeticki u€inci takvo korisno svojstvo za organizam.
To se vrlo lako moZe pokazati i u rezultatima koje smo dobili i u okviru nasih istraZivanja
opisanih u ovom radu. Tako za povec¢anu vrijednost aktivnosti AChE koju smo dokazali kao
hormeticki ucinak endosulfana i temefosa pri kratem vremenu izlaganja i vrlo malim
subefektnim dozama, mozemo postaviti znanstvenu hipotezu da ¢e takvo malo povecanje

dovesti do brze razgradnje neurotransmitera, a time do krateg trajanja podrazaja na
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postsinaptickim membranama, te umanjivanje nastanka postsinaptickog akcijskog
potencijala bilo u smislu smanjivanja njegove frekvencije ili u smislu smanjivanja njegove
amplitude. Takav scenarij moZe dovesti do smanjivanja normalne bazalne fizioloSke
napetosti muskulature gujavica koja ¢e opet poluciti bolji prodor lipofilnih toksi¢nih tvari.
Povecanje aktivnosti AChE moze se povezati povecanjem razine katekolamina kao najcesc¢e
reakcije organizma na stres. Povecanje razine katekolamina (adrenalina, noradrenalina i
dopamina) dovodi do njihovog vezanja s receptorima na membrani stanice stvarajuci
hormon-receptor kompleks. Nastali hormon-receptor kompleks aktivira adenilat-ciklazu koja
pretvara adenozin trifosfat (ATP) u ciklicki adenozin monofosfat (CAMP), a cAMP povecava
aktivnost enzima i propusnost stanitne membrane, te povecava biokemijsku aktivnost
stanice. Kod Stakora je indukcija AChE upravo povezana sa aktivacijom adenilat i gvanilat
ciklaza adrenalinom (Elayev, 1985), a dokazana je i sli€¢nost ovih procesa kod sisavaca i riba
takoder adrenalinom induciranim sadrzajem proteina u mozgu i simultanom aktivacijom
AChE (Pavlov, 1990).

Iz rezultata mjerenja aktivnosti AChE nakon izlaganja smjesama temefosa i endosulfana
dokazali smo njihovu sinergisti¢ku interakciju (Slika 71) koja je po svom karakteru premasila
ocCekivanja. Jedan od uzroka takve sinergistiCke interakcije moze biti i Cinjenica da oba
istrazivana pesticida izrazavaju mjerljiva hormeti¢ka svojstva. Zanimljivo je da se hormeti¢ko
svojstvo nije moglo ustanoviti kod izlaganja njihovoj smijesi, no to dakako ne iskljucuje
mogucnost i realnost ove hipoteze. Hormezu je teSko dokazati u smislu statisti¢ki znacajnih
razlika i jasno odredenih veli€ina iz puno razloga, a dva su najvaznija: do hormeze dolazi pri
vrlo malim koncentracijama i ona se dogada u relativno kratkom vremenu nakon pocetka
izlaganja. Postavlja se pitanje nije li hormeza uvijek prisutna, ali ne dogada li se ona u
vremenskim intervalima u kojima ju nije moguce raspolozivim tehnikama detektirati i izmijeriti.
NaSa pretpostavka je da se hormeza dogada i nakon izlaganja smjesi temefosa i
endosulfana, ali da traje suviSe kratko vrijeme, te ju nije moguce izmjeriti metodama kojima
smo mi raspolagali.

Naznake hormeti¢kog ucinka istrazivanih pesticida na aktivnost CAT i GST, te njezino
moguce postojanje takoder nam ne sugerira korisno obiljeZje hormeze i u tim slu¢ajevima.
NaS$a istrazivanja su naznacila da bi se aktivhost CAT i GST u prvim satima nakon izlaganja
kod gujavice mogle smanijivati, da bi se tek nakon najmanje 24 sata ovi enzimi inducirali tj.
povecala njihova aktivnost. | jedan i drugi enzim su izuzetno vazni u reagiranju organizma na
oksidativni stres, s tim da je GST posebno vazan kao sastavni dio Il faze metabolizma
ksenobiotika. Smanjenje aktivnosti CAT moze za organizam znaciti umanjenu sposobnost
odrZzavanja oksidoredukcijskog ,steady state” stanja, dok smanjenje aktivhost GST za znacaj
moze imati umanjenu sposobnost izluCivanja metabolita, tj. produkata nakon | faze

metabolizma. Mi smo potvrdili ovu hipotezu i mjerenjem ucinkovitosti herbicida metolaklora
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koji iako nema letalno toksicno svojstvo za gujavice, ispoljava toksi¢ni uc€inak u smislu
djelovanja na aktivnost CAT i GST u smjesi sa insekticidima endosulfanom i temefosom.
Rezultati tog istrazivanja su pokazali da ¢e u takvoj smjesi toksi¢nost endosulfana i temefosa
biti pojacani, tj. dokazano je potencijacijsko svojstvo metolaklora. Ovi naSi rezultati
djelomi€éno su u skladu sa prijadnjim istraZivanjima koja su pokazala da dva kloroacetanilidna
herbicida alaklor i metolaklor koji su samo slabo toksi¢ni za Zivotinje u relativno velikim
letalnim koncentracijama (Johnson i Finley, 1970), ali mogu imati mjerljiv toksikoloski u€inak
na Chironomidae ako su u kombinaciji sa toksi¢nijim pesticidima kao $to je klorpirifos (Jin-
Clark i sur., 2008).

Do sada je hormetic¢ki model kod gujavica utvrden kod utjecaja cinka, olova i kadmija na
glutation peroksidazu (GPX) i GST (Laszczyca i sur., 2004), kod utjecaja temefosa na AChE
(Hackenberger i sur., 2007), zatim kod utjecaja Zive na imunokompetentni odgovor (Sauve i
Fournier, 2005), te kod utjecaja kadmija na aktivhost CAT i superoksid dismutaze (SOD)
(Zhang i sur., 2009). Ovakva ovisnost opisuje se s Cetiri- ili pet-parametarskom Brain-
Cousenovom funkcijom. Mi smo istraZili mogucnost primjene oba modela, i grani¢nog i
hormeti¢kog, u mjerenju i istrazivanju subletalnih toksi¢nih u€inaka sva tri enzima (Slika 41-
49). lako se upotrebom oba modela mogu dobiti sliéni rezultati ipak postoje odredena
ograni¢enja u njihovoj primjeni. Brain-Cosenova funkcija gotovo nikada nije predvidjela donju
grani¢nu vrijednost koja bi bila interpretabilna bilo u bioloSkom bilo u toksikoloSkom smislu.
Osim toga, iako je ustanovljen hormeticki uinak za temefos i endosulfan, u uobic¢ajenom
standardnom rasponu koncentracija hormeti¢ki uc¢inak nije bilo moguce ustanoviti, niti dobiti
rezultat koji bi bio statistiCki znaCajan. Ovakav rezultat pokazuje da se Brain-Cosenova
funkcija moze upotrijebiti samo u po¢etnom segmentu koncentracijskog gradijenta dok je za
cjelokupan raspon koncentracijskog gradijenta vise odgovarajuéi granic¢ni model tj. logisticka
funkcija. Ukoliko se Zeli karakterizirati ucinak pesticida u cjelokupnom rasponu
koncentracijskog gradijenta od nula do maksimalne subletalne koncentracije istrazivanje se
mora izvoditi u dva dijela: globalno koncentracija-odgovor istraZivanje u cijelom
koncentracijskom rasponu, te lokalno istraZivanje u rasponu od nule do vrijednosti
koncentracije koja priblizno odgovara vrijednosti ECs.

Promjene aktivnosti CAT i GST u zavisnosti koncentracije istraZivanih pesticida bile su
daleko manje nego 3to su to promjene u aktivhosti AChE. Maksimalnha promjena aktivnosti
AChE bila je smanjenje aktivhosti od 3,3 puta u odnosu na kontrolu, dok je za CAT
maksimalna promjena bilo povecéanje aktivnosti od 1,9 puta u odnosu na kontrolu, te za GST
povecanje od 2,3 puta u odnosu na kontrolu. 1z navedenog se jasno da zakljuéiti da je
aktivnost AChE u praktiénom smislu puno bolji biomarker jer je jasno izraZzena ovisnost doze

mijenjala i u temporalnom i u kvantitativnom smislu. Rezultati su pokazali da na pocetku
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izlaganja vrlo Cesto aktivnost CAT i GST statisticki znaCajno opada da bi nakon
prolongiranog vremena izlaganja ona rasla do maksimalno 1,9 puta u odnosu na kontrolu
nakon 48 h kod koncentracije malationa 60 pg/cm® za CAT (Slika 29 f), te za 2,3 puta u
odnosu na kontrolu nakon 48 h kod koncentracije endosulfana 2 pg/cm? za GST (Slika 22 d).
Pocetno smanjenje aktivnosti CAT i GST moze se objasniti toksi¢nim stresom uslijed
prisutnosti velike koli€ine reaktivnih kisikovih Cestica kao $to je npr. superoksidni anion (O-,).
Naime, poznato je da u normalnim uvjetima superoksid dismutaza (SOD), jedan od
antioksidativnih enzima katalizira razgradnju superoksida u kisik i vodik peroksid. Medutim
kada je koli€ina superoksidnog aniona jako velika on postaje inhibitor katalaze (Kono i
Fridovich, 1982; Geret i sur., 2002).

PoteSkoce u odredivanju statistiCki znaCajne razlike izmedu uzoraka u dobivenom rasponu
promjena aktivnosti CAT i GST ukazuje na binarni karakter ovih biomarkera. Sli€nu pojavu
imamo i kod drugih biomarkera kao Sto je EROD, koncentracija glutationa, broj
mikronukleusa, itd. Cija se vrijednost samo iznimno moze dovesti u nekakvu realnu funkciju
koncentracije kojoj su organizmi bili izlozeni. Praktiéno to znaci da porast aktivnosti CAT i
GST iznad odredene vrijednosti koja se statistiCki znacajno razlikuje od njihove bazalne
vrijednosti za zna¢aj ima samo potvrdu da je organizam bio izloZzen toksikantu, i ne moze se
dovesti dovesti u vezu niti izracunati kojoj hipotetskoj koncentraciji toksikanta je gujavica bila
izloZena. Za razliku od ova dva biomarkera, aktivhost AChE kod gujavica je funkcija vremena
izlaganja i koncentracije. Stoga, aktivnost AChE kod gujavica mozemo smatrati
kvantitativnim biomarkerom, a aktivnost CAT i GST indikativnim biomarkerima.

lako su laboratorijski testovi izuzetno znacajni njihov glavni nedostatak je relativno mala
sliénost uvjeta eksperimenata sa uvjetima realnog okolisa. Unato¢ postojanju vec
standardiziranih testova mikro i mezokozmosa temeljenih na upotrebi standardiziranih
umjetnih tala te standardiziranih simulacija ekoloSkih sustava s postojanim hranidbenim
lancima, takva istrazivanja su vrlo skupa i dugotrajna, a vrlo €esto rezultati dobiveni u mikro i
mezokozmikim sustavima sadrze gredku koja je komparabilna sa greSkama klasiCnih
laboratorijskih testova. To se vrlo Cesto objaSnjava multipliciranjem greSaka i nejednolikom
zastupljenosti utjecaja pojedininih biotiCkih i abiotiCkih ekoloskih imbenika. Jedan od
posebno vaznih razloga koji dovode do slabe interpretabilnosti mikro i mezokozmickih
eksperimenata je slabo poznavanje specifinih uvjeta do kojih dolazi u realnom okolisu, od
kojih je najznacajniji uvjet prisutnosti vise od jednog toksikanta u isto vrijeme. Na
poljoprivrednim povrdinama gotovo uvijek se upotrebljava cijeli niz razli€itih pesticida, vrlo
rijetko istovremeno, ali i vrlo esto u kraéim ili duljim vremenskim razmacima. Koncentracije
koje se upotrebljavaju u laboratorijskim testovima vrlo Cesto viSestruko premasuju
koncentracije kojima gujavice bivaju izloZzene u realnom okoliSu. Stoga je u eksperimentima

nuzno istrazivati realne koncentracije pri emu posebnu pozornost treba pridavati
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hormetickom ucinku. Legislativa se temelji uglavnom na rezultatima istrazivanja pojedinacnih
pesticida i ne uzima u obzir njihovu interakciju sa drugim tvarima u okoliSu. Unato€ vrlo
visokim postavljenim limitima legislative uCinak pesticida uvijek ostaje mjerljiv i izvjestan osim
u slu€aju visoko specijaliziranih pesticida sa djelovanjem na jednu ili vrlo mali broj vrsta.
Takav primjer postoji kod metoda dezinsekcije kao Sto je na primjer Bti kod tretiranja
komaraca. U poljoprivredi gotovo da i nema tako visokospecijaliziranog pesticida. NaSe
istraZivanje je pokazalo da pesticidi kao Sto je na primjer metolaklor koji se upotrebljava u
praksi kao herbicid ima odredeni mjerljivi bioloSki ucinak na gujavice u smislu poveéanja
aktivnosti CAT i GST. Rezultati su takoder pokazali da prisutnost metolaklora moze
potencijacijski utjecati na ucinkovitost endosulfana i temefosa tj. na statisticki znacajno
smanjenje AChE. Takav isti u€inak metolaklora nije bilo moguée utvrditi s malationom i
pirimifosmetilom $to znali da je potencijacijski karakter metolaklora specifiCan a ne opcenit.
Kako metolaklor uzrokuje poveéanje aktivnosti CAT i GST enzima koji su direktno ukljueni u
fiziolodki odgovor na oksidativni stres moguée je da metolaklor suprimira puferske
mehanizme koji su u cijelosti ili djelomi¢no ukljuéeni u odgovor gujavice na aktivhost AChE.
Istrazivanja binarnih smjesa AChE inhibirajuc¢ih pesticida pokazala su da postoji aditivan
ucinak kod svih kombinacija, osim kod kombinacije endosulfan : temefos koja je pokazala
sinergisticko obiljezje. Kombinacija endosulfan : temefos je u pojedinim koncentracijskim
omjerima viSe nego dva puta ucinkovitija od bilo koje pojedinaéne koncentracije temefosa ili
endosulfana iz &ega proizlazi nuznost uzimanja u obzir te Cc&injenice u legislativnim
protokolima. Jedno od moguc¢ih objasnjenja sinergistickog ucinka pesticida potjece iz
istrazivanja djelovanja atrazina na povecanje toksicnosti klorpirifosa. Naime, primarni
metabolit klorpirifosa je puno toksicniji glede inhibicije AChE od ishodiSne tvari. Istovremeno
pojatan unos atrazina pojatava prvu fazu meatabolizma klorpirifosa i uzrokuje
nagomilavanje njegovih oksonskih, vrlo toksi¢nih metabolita (Lydy i Linck, 2003). Sli¢no
tome, jedan od primarnih produkata endosulfana je endosulfan-sulfat, znatno toksicniji spoj
od ishodidnog endosulfana. Endosulfan diol je takoder toksiCan metabolit endosulfana,
medutim njegova toksicnost je za dva reda veliCine slabija. Najvjerojatnije metaboliti
endosulfana induciraju enzime prve faze metabolizma pa se na taj nacin ubrzava i
metabolizam temefosa $to dovodi do jaceg tj. sinergisticnog uc€inka. Drugo objasnjenje moze
biti primarni u€inak temefosa na epitelno tkivo gujavica. Naime, mjerenja debljine epitelnog
sloja nakon izlaganja organofosfornim insekticidima kao Sto je npr. pirimifosmetil ili smjesi
pesticida koje su sadrZzalvale temefos (Slika 88), pokazala su stanjivanje epitelnog tkiva, Sto
moze dovesti do brze apsorpcije toksikanata u organizam. Sli¢an rezultat je dobiven i ranije u
pokusima s atrazinom i profenofosom (Reddy i Rao, 2008), u pokusima sa klorpirifosom i
metadationom kod Chironomus tentans (Lydy i Austin, 2004), te u pokusima sa atrazinom i

klorpirifosom kod Chironomus tentans (Belden i Lydy, 2001). Jo$ je jedno moguce
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objasnjenje sinergistickog ucinka ove smjese, a to je da temefos utjeCe na toksikokinetiku
endosulfana na tri moguc¢a nacina. Prvo, djeluje na povecanje brzine unosa endosulfana,
zatim povecava brzinu pretvorbe endosulfana u viSe toksi¢niji metabolit endosulfan-sulfat i
tre¢e smanjuje brzinu transformacije metabolita u manje toksi¢ne metabolite. Osim toga,
opcenito vrijedi pravilo da lipofilnost odredene tvari uvelike doprinosi njezinim toksi¢nim
svojstvima, prije svega zbog bolje permeabilnosti kroz membranske strukture (Rico, 2001).
Ukoliko usporedimo lipofilnost sva Cetiri istrazivana insekticida moZe se jasno uoditi da su
endosulfan i temefos za jedan red veli€ine lipofilniji u odnosu na pirimifosmetil i malation.
Ovo njihovo svojstvo objaSnjava i njihovu relativno brzu toksikodinamiku kao i relativho
kratko vrijeme u kojem nastupaju njihovi ucinci. Osim toga, buduéi da koeficijent razdjeljenja
oktanol/voda (log Ko) za temefos iznosi 4,9 dermalno izlaganje uz pomo¢ kontakt testa na
filter papiru kojeg smo koristili u ovom istraZivanju pri izlaganju gujavica, relevantan je put
unosa ovog spoja, dok je za jako hidrofobne spojeve Ciji je log Ko, > 5, glavni put unosa
razliitih tvari je oralni (Belfroid i sur., 1995).

Znacaj interakcija izmedu temefosa i endosulfana ogleda se i u njihovom medusobnom
utjecaju na hormeticki uCinak. Naime, ukoliko se mjeri odgovor na koncentracijski gradijent
mjeSavina ovih dvaju pesticida, nije moguce izmjeriti standardnim metodama hormeticki
uCinak ni u kojem rasponu koncentracijskog gradijenta. NaSa mjerenja (Slika 48, 57) su
pokazala da su veli€ina i oblik hormetiCke krivulje funkcija doze i vremena u smislu da se
hormeticki uCinak kod ova dva pesticida moze izmjeriti samo nakon kraceg vremena
izlaganja. Bez obzira koju od navedenih hipoteza (hipoteza indukcije metabolizma i hipoteza
pojaCane apsorpcije kroz epitel) uzme u obzir njima se mozZe i objasniti izostanak
hormetickog ucinka. Naime, ubrzanje metabolizma u smislu povecanja brzine
biotransformacije temefosa i endosulfana dovodi do brzog nagomilavanja toksi¢nih
metabolita koji pak dalje ubrzavaju po principu pozitivhe popratne sprege indukciju enzima
prve faze metabolizma. Ta brzina je ocito dovoljno velika da puferski mehanizmi odrzavanja
aktivnosit AChE postaju nemijerljivi. Glede poveéane apsorpcije kroz epitel nedostatak
hormeze objaSnjava se na jednak nacin s osnovnom razlikom $to je nagomilavanje
ishodidnih tvari i njihovih metabolita posljedica poveé¢ane apsorpcije a povecana indukcija
metaboli¢kih enzima je posljediéni u€inak.

Dokazano je da sve kemijske supstance ne pokazuju hormeti¢ki ucinak kod svake zavrdne
toke mijerenja, tj. ako neka supstanca primjerice pokazuje hormeti¢ki uéinak kod
smanjivanja aktivnosti nekog enzima ne znaci da cCe isti takav u€inak imati kod smanjivanja
nekog drugog enzima (Calabrese i Baldwin, 2001). Neka istrazivanja su takoder pokazala da
se hormetitka svojstva pojedinih kemijskih tvari mijenjaju kada se te tvari nalaze u smjesama
(Belz i sur., 2008).
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Hormeti¢ki ucinak je uspjedno utvrden u koncentracijskom rasponu od 0 do 0,1 pg/cm?® kod
temefosa s ¢ime smo potvrdili dosadasnja istrazivanja (Hackenberger i sur., 2007), te kod
endosulfana u jednakom koncentracijskom rasponu. Istrazivanje hormetiCkog ucinka
endosulfana naislo je na niz poteSkoca koja su ukazala na osnovne razloge zbog kojih se
hormeticki ucCinak teSko opisuje i dokazuje. lako su rezultati hormetickog ucinka endosulfana
i temefosa najbolje bili prilagodeni Brain-Cousenovoj funkciji, podaci o jacini inhibicije
endosulfanom i temefosom nisu mogli biti opisani tom funkcijom, u najmanju ruku ne bolje
nego Sto ih je opisivala logistiCka funkcija. ViSestruko testiranje parametarskim i
neparametarskim statistickim metodama nedvojbeno je pokazalo da pri koncentraciji
temefosa od 0,07 pg/cm? aktivnost AChE je statistiéki znagajno veéa nego kod kontrole $to
jasno dokazuje hormeticki u€inak. Kako je hormeti¢ki raspon koncentracija kod endosulfana i
temefosa relativno uzak i pomaknut u lijevu stranu u odnosu na tocku infleksije, Brain-
Cousenova funkcija ne moZe bolje opisati ovisnost doze o koncentraciji nego $to to Cini
logisti¢ka funkcija. Stoga smo dokazali da postoji najmanje dva oblika hormeti¢ke funkcije
koje opisuju odgovor gujavice u smislu smanjenja aktivnosti AChE na izloZenost pojedinim
pesticidima.

Usporedba omjera povrsine epitelnog i miSi¢nog sloja (Pep/Pmus) na popre¢nom presjeku
kod gujavice nakon izlaganja smjesama pesticida pokazala su smanjenje u odnosu na taj
omjer kod kontrolne skupine (Tablica 14). Smanjenje ovog omjera moze biti posljedica
gréenja misica uslijed djelovanja organofosfornih pesicida kao Sto je pirimifosmetil ili zbog
oSteCenja stanicnih membrana epitelnih stanica uslijed direktnog kontakta gujavica sa
pesticidima. Medutim, velika varijanca promjene omjera onemogucava njegovu upotrebu kao
biomarkera u doza-odgovor smislu, ali je moguc¢a njegova upotreba u smislu binarnog
odluCivanja (prisustvo — odsustvo toksikanta). UoCene morfoloSke i anatomske promjene
poput gréenja, uvrtanja, fragmentacije tijela, istiecanja celomske tekucine nakon izlaganja
gujavica pesticidima potvrduju rezultate dosadas$njih istrazivanja na insekticidu profenofosu
(Reddy i Rao, 2008).
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6. ZAKLJUCCI

Akutno i kroni¢no djelovanje pojedinaénih pesticida je poznato na vecinu organizama zbog
toga to se u procesu proizvodnje i registracije pesticida provode razli€iti akutni, uklju€ujudi i
neke kroni¢ne testove toksicnosti. Na taj nacin se mogu predvidjeti mnogi ekotoksikoloSki
ucinci pesticida, medutim nepredvidljivim ostaju ucCinci i toksiCnost kombinacije pesticida, a
upravo su organizmi u okolisu najceS¢e istovremeno izloZeni smjesi razli€itih pesticida.
Postojanje i prisutnost velikog broja razliCitih pesticida u okoliSu zahtijeva razmatranja
njihovih potencijalnih interakcija. Zbog ove &injenice neophodno je provoditi istrazivanja koja

se odnose na toksi¢nost mjeSavina.

Klju€ni zaklju€ci provedenog istrazivanja su slijededi:

1. Letalne koncentracije pojedinih pesticida kao 5to su acetilikolinesteraza inhibirajudi
pesticidi (endosulfan, temefos, pirimifosmetil i malation), te acetilkolinesteraza
neinhibiraju¢i pesticidi (bentazon, metolaklor, terbutilazin) mogu se uvjetno
upotrebljavati samo kao pokazatelj relativne toksi¢nosti tj. razlike u toksi¢nosti medu

pojedinim pesticidima.

2. Kod istrazivanja biomarkera za prikaz u€inka o koncentraciji potrebno je upotrijebiti
pet-parametarsku logisticku funkciju ukoliko je obuhvaéen maksimalan raspon
koncentracija i pet-parametarski Brain-Cousenov model za raspon koncentracija

ispod ECxp.

3. Za Kkarakterizaciju ucinka pesticida u cjelokupnom rasponu koncentracijskog
gradijenta od nula do maksimalne subletalne koncentracije istraZivanje se mora
izvoditi u dva dijela: globalno koncentracija-odgovor istrazivanje u cijelom
koncentracijskom rasponu, te lokalno istraZivanje u rasponu od nule do vrijednosti

koncentracije koja priblizno odgovara vrijednosti ECxp.

4. Aktivhost AChE u prakticnom smislu je interpretabilniji i stabilniji biomarker nego sto
su to aktivnosti CAT i GST, jer je kod AChE jasno izraZzena ovisnost o koncentraciji
tijekom vremena izlaganja, s maksimalnim dosegom od 30% pocetne vrijednosti kod
intaktnih organizama. Promjene aktivnhosti CAT i GST mijenjaju se u temporalnom i
kvantitativnom smislu, s maksimalnim dosegom od 1,9 puta ve¢om aktivnosti od
bazalne kod CAT i 2,3 kod GST. Stoga, aktivhost AChE kod gujavica mozemo
smatrati kvantitativnim biomarkerom, dok aktivhost CAT i GST samo indikativnim

biomarkerima.
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Temefos i endosulfan polu€uju hormeticki u€inak u rasponu koncentracija od 0 do 0,1

pg/cm?,

Binarne smjese AChE inhibiraju¢ih pesticida pokazale su aditivni u€inak kod svih
istrazivanih kombinacija pesticida osim u slu€aju kombinacije endosulfana s

temefosom koja je pokazala sinergistiCko obiljezje.

Metolaklor potencijacijski djeluje na ucinkovitost endosulfana i temefosa, odnosno na
statistiCki znacajno smanjenje aktivnosti AChE, no potencijacijski ucinak nije utvrden
u kombinaciji metolaklora s malationom i pirimifosmetilom, stoga je potencijacijski

karakter metolaklora specifi€an a ne opcenit

Promjena omjera povrSine epitela i povrSine miSiéa (Pep/Pmus) na popre¢nom
presjeku Eisenia andrei moze biti indikatorski biomarker izlozenosti gujavice
pesticidima. Velika varijanca promjene omjera onemogucéava njegovu upotrebu kao
biomarkera u ,doza-odgovor‘ smislu, no moguca je njegova upotreba u smislu

binarnog odlucivanja (prisustvo — odsustvo toksikanta).
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Rodena sam 1975. godine u Travniku. Osnovnu i srednju Medicinsku Skolu zavrSila
sam u Osijeku. Studij biologije i kemije upisala sam 1994. godine pri Pedagoskom fakultetu
Sveudilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku. Diplomski rad pod naslovom "Aktivnost
enzima acetilkolin esteraze i nespecificne monooksigenaze u jetri riba kao pokazatel]
izlozenosti zagadivalima u okolisu", izradila sam na Zavodu za biologiju pri Pedagoskom
fakultetu u Osijeku, a veéi dio eksperimentalnog rada izradila sam u Laboratoriju za
molekularnu ekotoksikologiju Centra za istrazivanje mora i okoliSa Instituta Ruder Boskovi¢ u
Zagrebu.

Poslijediplomski studij Biologije iz polja Toksikologija na Prirodoslovno-matemati¢kom
fakultetu Sveucilista u Zagrebu upisala sam 2001. Od 2001.-2006. godine radila sam kao
znanstveni novak na projektu Ministarstva znanosti i tehnologije Republike Hrvatske:
“Kakvoca i zdravstvena ispravnost poljoprivrednih proizvoda”, Ciji je voditelj dr. sc. Dubravka
Hackenberger, a od 2006. do 2009. na projektu ,Interakcija funkcionalnih sastojaka hrane".
Magistarski rad pod naslovom ,Utjecaj oksidativhog stresa na izrazenost molekularnih biljega
kod babuske (Carassius auratus gibelio) i Sarana (Cyprinus carpio), obranila sam 2006.
godine na Prirodoslovno-matematickom fakultetu SveudiliSta u Zagrebu, na sveuciliSnom
znanstvenom poslijediplomskom studiju iz podru¢ja prirodnih znanosti, znanstvenog polja
biologija (Toksikologija).

Danas sam zaposlena kao znanstveni novak na projektu ,Interakcija funkcionalnih
sastojaka hrane s kakvoc¢om® iji je voditelj dr. sc. Branimir K. Hackenberger.

U nastavnom radu sudjelujem od 2002. godine kao vanjski suradnik — asistent na
kolegiju Praktikum iz animalne fizilogije na Odjelu za biologiju Sveucilista Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku.

U okviru suradnje s drugim projektima sudjelovala sam aktivno u okviru
medunarodnog hrvatsko-norveskog projekta: ,An intergrated environmental monitoring
system for Croatian freshwater, estaurine and coastal marine areas (od 2000.-2004.)".
Sudjelovala sam u izradi nekoliko ekoloskih studija i Studija o utjecaju na okolis:

e Procjena rizika utjecaja okoliSa na podrucju izgradnje radnickog kampa Ogulin (Otok
oStarijski“), 1999. godine.

e _Promjene u fiziologiji Sarana (Cyprinus carpio) ribnjaka Grudnjak mjerene
molekularnim biomarkerima fizioloSkog stresa i izloZzenosti ksenobioticima tijekom

2000. godine*.

e ,Studija revitalizacije Stare Drave na podrucju Kriznice®, 2006.-2008. godine.
e ,Studija o utjecaju na okoli§ za zahvat: Tvornica mineralnih gnojiva, Adriatica Dunav

d.o.0. u Vukovaru®, 2008. godine.
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.Studija o utjecaju na okoli§ farme tovne junadi i muznih krava, Berak d.0.0. u
Semeljcima®, 2009. godine.

»Studija o utjecaju na koli§ za zahvat: Pogon za proizvodnju bioplina iz biomase, 10
MW elektricne i 10 MW toplinske energije, Bioenergija d.o.0. u Vukovaru®, 2009.

godine.

Sudjelovala sam na dva edukacijska tecaja:

Od 26. do 30. rujna 1998. godine na EUROTOX edukacijskom te€aju ,Principles of

Risk Assessment” u Puli.

Od 15. do 18. lipnja 2009. godine na REP - Lecotox edukacijskom telaju ,1st
workshop ecotoxicogenomics: The challenge of intergrating genomics / proteomics /
metabolomics into aquatic and terrestrial ecotoxicology“ odrzanom na SveuciliStu u

Novom Sadu.

Do sada sam objavila tri rada kao koautor u CC €asopisima, jedan znanstveni rad u

drugim Casopisima, te petnaest kongresnih priopéenja koji su bili prezentirani na jedanaest

domacih kongresa s medunarodnim sudjelovanjem i $est medunarodnih kongresa. Clan sam

Hrvatskog toksikoloSkog drustva.
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Izvorni znanstveni i pregledni radovi u CC €asopisima:
1. Hackenberger, B.K., Jari¢-Perkus$i¢, D., Stepié, S., 2007. Effect of temephos on
cholinesterase activity in the earthworm Eisenia fetida (Oligochaeta, Lumbricidae).

Ecotoxicology and Environmental Safety. 71, 583-589.

2. Jari¢-Perkusi¢, D., Hackenberger, B.K., Stepi¢, S., Merdi¢, E., 2008. Influence of molting
on efficacy of two functionally different larvicides: Bti and Temephos. Journal of Economic
Entomology. 101, 4, 1204-1210.

3. Hackenberger, B.K., Jari¢, D., Hackenberger, D., Stepi¢, S., 2010. Effects of chronic
dietary exposure to a low-dose of Malathion, Aroclor-1254 and 3-methylcholanthrene on

three biomarkers in male mice. Acta biologica hungarica. (prihvacen za objavljivanje).

Znanstveni radovi u drugim ¢asopisima

3. Jaric, D., Stepié, S., 2005. Differences in enzymes (biomarkers) activities in fish after cage
exposure in Drava and Danube Rivers (Croatia). Verh. Internat. Verein. Limnol. Stuttgart,
Germany. 29, 873-876.

Priop¢enja na znanstvenim skupovima

1. Stepi¢, S., Hackenberger, B.,K., Hackenberger, D., 2009. Pojedinacni u€inak pirimifos-
metila i bentazona, te njihove smjese na aktivnost acetilkolinesteraze, glutation-S-transferaze
i katalaze kod gujavice (Eisenia andrei). 10. Hrvatski bioloSki kongres s medunarodnim

sudjelovanjem. 14.-20. rujna 2009. Osijek, Hrvatska.

2. Velki M., Mihaljevi¢, I., Longarié, Z., Stepié, S., Hackenberger, B.K., 2009. Histoloske
promjene u gujavice Eisenia andrei (Oligochaeta, Lumbricidae) nakon izlaganja
pirimifosmetilu, mjeSavini pirimifosmetila i metolaklora, i mjeSavini pirimifosmetila i
bentazona. 10. Hrvatski bioloski kongres s medunarodnim sudjelovanjem. 14.-20. rujna
2009. Osijek, Hrvatska.

3. Hackenberger, B.K., Jari¢, D., Stepié¢, S., Merdi¢, E., Milas, J., Rudan, S., 2009. Could

hormesis be the main problem in ecological risk assessment of insecticides? The 5th
European Mosquito Control Association Workshop. 9-13.03.2009. Torino, Italija.
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4. Hackenberger, B.K., Jari¢, D., Stepié, S., Longari¢, Z., 2009. Earthworms as test
organisms for biomonitoring of marshlands after larvicide treatment. The 5th European

Mosquito Control Association Workshop. 9-13.03.2009. Torino, Italija.

5. Hackenberger K., B., Hackenberger, D., Stepi¢, S., 2007. Hormesis - an important factor
in the assessment of cereal products soundness. FLOUR - BREAD "07 6th Croatian
congress of cereal technologists. Opatija, Croatia, 24-27.10.2007. Organizator: SveuciliSte

J.J. Strossmayera u Osijeku, Prehrambeno-tehnoloski fakultet Osijek.

6. Stepié, S., Velki, M., Hackenberger K., B., Jari¢-Perku$i¢, D., 2007. Comparison of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and protein carbonyl (PC) as biomarkers of
oxidative stress in rat (Ratus norvegicus) and common carp (Cyprinus carpio). Periodicum
biologorum. Osijek, Hrvatska, 19-22.09.2007.

7. Stepié, S., Hackenberger K., B., Velki, M., 2007. Utjecaj oksidativhog stresa na indukciju
aktivnosti  7-etoksirezorufin-O-deetilaze kod Sarana (Cyprinus carpio). Uzgoj riba u
hidroakumulacijama - moguénost upravljanja i zastita okoliS§a. Medunarodni znanstveno
struéni skup. Zbornik radova. 421-435. Organizator: Agronomski fakultet Sveucilista u
Mostaru; Zavod za ribarstvo, zoologiju i zaStitu voda. Neum, Bosna i Hercegovina, 24-
26.10.2007.

8. Jari¢, D., Stepi¢, S., 2004. Differences in enzymes (biomarkers) activities in fish after cage
exposure in Drava and Danube river (Croatia). SIL XXIX Congress Lahti Finland. Lahti,
Finland, 8.-14.08.2004. 287.

9. Britvi¢, S., Kréa, S., Jelaska, D., Zaja, R., Stepié, S., Hackenberger K., B., 2004. Fish-
farming Jadro-Solin, Croatia: biomonitoring of recovery using biomarkers. Society of
Environmental Toxicology and Chemistry - SETAC Europe 14th Annual Meeting,
Environmental Science Solutions: A Pan-European Perspective. Prague, 2004. 239.

10. Hackenberger K., B., Stepi¢, S., Jari¢, D., 2004. Significance of variability of EROD
induction in field experiments for risk assessment. Society of Environmental Toxicology and
Chemistry - SETAC Europe 14th Annual Meeting, Environmental Science Solutions: A Pan-

European Perspective. Prague. 165.

190



POPIS RADOVA

11. Raspor, B., Erk, M., Filipovi¢, V., Pavici¢, J., Juri¢, D., Dragun, Z., Britvi¢, S., Kréa, S.,
Piv&evi¢, B., Smital, T., Sauerborn-Klobuéar, R., Jelaska, D., Zaja, R., Hackenberger K., B.,
Stepié, S., Jari¢, D., Klobugar, G..V., Pavlica, M., Stambuk, A., Erben, R., Hylland, K., Ruus,
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and coastal marine areas: the CROWAT project. Society of Environmental Toxicology and
Chemistry - SETAC Europe 14th Annual Meeting, Environmental Science Solutions, A Pan-

European Perspective. Prague. 244.

12. Hackenberger K., B., Hackenberger, D., Stepié, S., Jari¢, D., 2003. Application of some
toxicological tests in cereal quality control. International congress Flour-bread '03 - 4th
Croatian congress of cereal technologists. Opatija, Hrvtatska, 19-22.11.2003. Organizator:

Sveuciliste J.J. Strossmayera u Osijeku, Prehrambeno-tehnolo3ki fakultet Osijek. 24.

13. Hackenberger K., B., Britvi¢ Budicin, S., Smital, T., Stepié, S., 2002. The possible
influence of some physiological parameters on EROD-activity data evaluation. Proceedings
of congress Risk Assessment and Management of Largge Contamination Sites. Halle,
Germany, 2002. 23.

14. Hackenberger, B., Jari¢, D. Stepié, S., 2005. Fasibility andcharacteristics of pollution
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environmental assessment. Cavtat, Hrvatska, 6-10.04.2005.

15. Hackenberger K., B., Smital, T., Britvi¢, S., Stepié¢, S., Pavli¢, Z., Klobugar, G.I.V., 2002.
Eksperimentalni organizmi u suvremenom pracenju zagadenja vodenog okolisa. Prva
hrvatska konferencija Hrvatskog druStvo kemijskih inzenjera i tehnologa - Ekoinzenjerstvo
2002. Hrvatski inzenjerski savez, PlitviCka jezera, Hrvatska, 22.-24.10.2002.108.

16. Hackenberger K., B., Stepi¢, S., Puntari¢, D., 2002. Primjena molekularnih biomarkera u
kontroli i monitoringu kvalitete voda. Prva hrvatska konferencija Hrvatskog drustvo kemijskih
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17. Hackenberger K., B., Lovakovi¢, T., Stepié¢, S., Ulm, L., 1997. Primjene toksi¢nosti i
nekih fizikalno kemijskih osobina crnog ¢aja pod djelovanjem kombuce (Fungus japonicus).
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