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Popis kratica

17BHSD — 17-hidroksisteroid dehidrogenaza

3-PBA — 3-fenoksibenzojeva kiselina

3BHSD — 3pB-hidroksisteroid dehidrogenaza

ADI — prihvatljivi dnevni unos (eng. Acceptable daily intake)
AGD - anogenitalni razmak (eng. Anogenital distance)
cis-DCCA — cis-3-(2',2'-diklorovinil)-2,2-dimetilciklopropan karboksilna kiselina
CYP450170; CYP17Al1 — 17a-hidroksilaza-17,20-desmolaza
CYP450arom; CYP19A1 — aromataza

DG — dan graviditeta

DHEA — dehidroepiandrosteron

E2 — 17b-estradiol

ED — endokrini disruptor

ELISA —eng. The enzyme-linked immunosorbent assay - enzimski povezan imunosorbentni
test

FSH — folikulostimuliraju¢i hormon
LH — luteinizacijski hormon

LOAEL — eng. Lowest Observed Adverse Effect Level- najniza uo¢ena razina promatranog
ucinka

NOAEL —eng. No Observed Adverse Effect Level- nema uocéenog stetnog uéinka
OECD - The Organisation for Economic Co-operation and Development-
P450scc — citokrom P450

StAR — steroidogeni akutni regulacijski hormon

T —tremor

a-Cyp — a-cipermetrin



1.Uvod

1.1. Pesticidi

Svijet kakvog danas znamo nastao je na ledima konzumerizma i proizvodima koje nam je
moderna industrija omogucila. Starije generacije, koje su prve imale doticaj s novim tvarima,
poput plastike i pesticida, dobivenih preradom fosilnih sirovina, nisu razmisljale 0 dugoro¢nim
posljedicama tih revolucionarnih otkri¢a koja su i1 danas prisutna. Kvaliteta zivota nakon
njihova otkrivanja raste u materijalnom i ekonomskom pogledu ali, otkri¢em preko 200 novih
kemikalija u ljudskom organizmu, koje su sastavni dio naizgled bezopasnih stvari iz svakog

kucanstva, u ekoloskom i fizioloskom smislu, ova pric¢a postaje ozbiljnija.

Porastom broja svjetskog stanovnistva potrebe za proizvodnjom hrane razmjerno su se
povecale. U takvim okolnostima poljoprivrednici, zbog zastite usjeva i profita, posezu za
pesticidima. Pesticidi su postali neizostavni dio poljoprivrede i gospodarstva te se procjenjuje
da bi bez njihove upotrebe svjetska proizvodnja hrane pala za 30% (Biswas i sur. 2010).
Problemi kao $to su oneéiSéenja tla, voda i narusavanja ekosustava pesticidima ve¢ su dugi niz
godina teme raznih istraZivanja, jer su posljedice njihovog dugogodiS$njeg koriStenja otvorile

pitanja koja su u kontekst stavila ljudsko zdravlje.

Da se ozbiljno mijenja globalna svijest o potencijalnim opasnostima i utjecajima koriStenja
pesticida, dokazuje ¢injenica da veliki dio medijskog prostora svakodnevno zauzimaju vijesti o
povlaenju prehrambenih proizvoda kontaminiranih pesticidima. S druge strane prosje¢na
globalna potrosnja poljoprivrednih pesticida povecala se sa 1,55 kg po povrSini usjeva u 1990.
godini na 2,69 kg u 2019. godini. Svjetska potrosnja poljoprivrednih pesticida iznosila je 4,19
milijuna metri¢kih tona u 2019. (Fernandez 2022).

Pesticid je uobicajen pojam za kemijske tvari koje se koriste za ubijanje, odbijanje i kontrolu
nametnika razli¢itih vrsta (Eldridge 2008). Kemijska struktura, vrsta organizma na koji djeluje
odredeni pesticid 1 njegove fizikalne karakteristike samo su neke od podjela kojima opisujemo

pesticide i grupiramo ih po njihovim zajednickim obiljeZjima.



1.2.Piretrin
Naziv piretroidi odnosi se na skupinu sintetskih pesticida nastalih iz piretrina kojeg nalazimo u
prirodi u biljci Dalmatinski buha¢ (Tanacetum cinerariifolium), a ime je dobio po lat. sinonimu

imena buhaca Pyrethrum cinerariifolium (slika 1).

Slika 1. Dalmatinski buha¢ (Tanacetum cinerariifolium)
(1zvor :https://www.plantea.com.hr/buhac)

S obzirom na to da je ova biljka samonikla u Dalmaciji, povijest otkrivanja njenih svojstava i
put u komercijalnu upotrebu zabiljeZzeni su u zapisima dubrovackog farmakologa Antuna
Dropca sredinom 19. stolje¢a. Drobac je izu¢avao farmakoloska djelovanja biljaka polazeci iz
puckih zapazanja od kojih su se neka prenosila s generacije na generaciju. Narocitu istrazivacku
paznju posvetio je insekticidnom djelovanju buhaca. Prasak koji se dobivao mrvljenjem
osu$enih cvjetova buhaca postao je trazen na domac¢em i vanjskom trzistu. Proizvodnja buhaca
nije se dugo zadrzala samo na podrué¢ju Dalmacije. Zbog izrazito dobrog insekticidnog ucinka,

uzgoj buhaca ubrzo se prosirio po cijelom svijetu (Peri¢ 1991).

Matuso (2019) u svom radu govori 0 povijesti otkri¢a piretrina na podrucju Japana i usporedno
govori o istrazivanjima koja su dovela do otkrica molekularne strukture i sastava piretrina od
strane japanskih znanstvenika. Spominje takoder i naseg nobelovca Lavoslava Ruzi¢ku i njegov
rad na utvrdivanju strukture piretrina . Krajem 19. st. u Japanu pocinje uzgoj buhaca u svrhu
suzbijanja usiju i gnjida. Prah se po¢inje Koristiti u krutom obliku i zapaljen kao sredstvo protiv
komaraca.


http://www.plantea.com.hr/buhac)
http://www.plantea.com.hr/buhac)

Japanski kemicar, Umetaro Suzuki, voden uéinkovitim insekticidnim svojstvima buhaca, sa
svoja dva ucenika 1923.9. objavljuje prvi znanstveni rad u kojem su uspjeli razjasniti njegovu
kemijsku strukturu, navodeci da aktivni sastojak u biljci buha¢ sadrzi ciklopropanski prsten.
Samo godinu dana kasnije, nas nobelovac Lavoslav Ruzicka zajedno s kolegom Hermannom

Staudingerom objavljuje rad u kojem se detaljnije opisuje struktura piretrina (Matuso 2019).

LaForge i Barthel kona¢no su 1944. godine uspostavili ispravne strukture piretrina | i piretrina
I1, te istodobno odvojili dva relevantnija spoja, cinerini | i Il. Godine 1966., Godin i suradnici

su izolirali su jos dva srodna sporedna sastojka, jasmolin I i jasmolin 11 (Matuso 2019).

Zaklju¢no, gotovo 40 godina trebalo je kako bi se dobila tocna struktura aktivnih tvari biljke
Dalmatinski buhac, a do danas se istrazuju strukturne modifikacije ovog insekticida. Otkrivanje
strukture piretrina je olaksalo odredivanje njegovih ostalih svojstava. Glavna svojstva piretrina
su niska toksi¢nost za sisavce, ali velika za insekte, te su nestabilni u prisustvu svjetla i vliage
(Matuso 2019).

Spojevi piretrina viskozne su tekucéine koje su netopive u vodi, ali su topive u organskim
otapalima 1 uljima. Hidroliziraju se u vodi, a proces se ubrzava kiselinom ili luzinom. Piretrini
su kontaktni insekticidi. Unutar zelucanocrijevnog sustava se hidroliziraju na netoksi¢ne
spojeve Sto ukazuje na nisku toksi¢nost kod sisavaca, dok kod insekata kontaktno djeluju na

srediS$nji ziv€ani sustav §to rezultira trenutnom paralizom (Matsumura 1985).

1.3. Piretroidi

Pireteroidi su sintetski spojevi, dobiveni derivacijom prirodnog insekticida piretrina. Sintetski
dobiveni piretroidi su stabilniji od prirodnih piretrina zbog nize reaktivnosti bo¢nih lanaca.
Njihova toksi¢na svojstva sli¢na su prirodnim piretrinima, s razlikama u relativnoj toksi¢nosti
prema nekim vrstama insekata. Na trzistu su se pojavili 70-ih godina 20. stolje¢a. Aletrin je bio
prvi takav sintetski analog piretrinu. Bio je jeftin za proizvodnju i u¢inkovit protiv kué¢nih muha,
stabilniji od prirodnog piretrina, ali ne i puno u¢inkovitiji na Sirem spektru djelovanja. Industrija
je tezila stabilnijim 1 boljim derivatima, a modifikacijom alkoholne 1 kisele strane molekule,
postaju dovoljno stabilni spojevi da se mogu Koristiti u poljoprivredne svrhe i s vremenom
postaju najvise koriStena skupina sintetskih insekticida. Piretroidi su prema mehanizmu svoga
djelovanja Ziv¢ani otrovi. Djeluju na prenoSenje zZiv€anih impulsa tako da pobuduju natrij-
kalijeve crpke za vrijeme depolarizacije, ali njihovo primarno mjesto djelovanja su natrijevi

kanali. To¢nije, piretroidi se vezu na membranu u neposrednoj blizini natrijevog kanala,



modificiraju¢i tako kinetiku kanala (slika 2). Prepoznate su dvije razliite vrste piretroida i
razlikuju se na temelju osnovne strukture (prisutnost ili odsutnost cijano skupine u alfa
poloZzaju) i simptomima trovanja (Toxicological profile for pyrethrins and pyrethroids 2003).

NORMALNO STANJE kanal se zatvara §to omogucuje stanici vracanje u
Ulaskom Na+ iona povecava se potencijal prvobitno stanje za iduéi Zivéani impuls
Zivéane membrane

Na+ Na+

kanal se ne moze zatvoriti, Na+ ioni nastavljaju ulazak
u zivéanu stanicu $to sprjecava povrtatak stanice u
prvobitni polozaj

ooz

Slika 2. Prikaz mehanizma djelovanja piretroida na natrij kalijeve kanale kod Ziv¢anih stanica
(1zvor: Juran i sur. 2012)
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Piretroidi koje svrstavamo pod tip | nemaju cijano skupinu u svojoj strukturi i uzrokuju
ponavljajuc¢a pucanja (kraca od 5 sekundi) senzornih Zivaca. Za tretiranu zivotinju to znaci
otezanu koordinaciju, izrazitu hiperaktivnost, agresivno ponasanje kod glodavaca, poremecaj
svih metabolickih sustava i brzi ,,knockdown" efekt. Tremor je Cesta nuspojava kod tretiranja
pokusnih Zzivotinja piretroidima tipa I i zbog toga se uz njih se veze pojam T-sindrom (T-
tremor). Niske koncentracije prvog tipa piretroida dovoljne su za uocavanje prvih simptoma
toksikoloskog djelovanja. Kako bi se induciralo ponavljaju¢e pucanje ziv€éanog impulsa, mora
biti promijenjeno manje od 1% natrijevih kanala.Tip Il piretroida sadrzi cijano skupinu u svojoj
strukturi i uzrokuje sporu depolarizaciju zivéanih membrana. Potrebna je visa koncentracija
kako bi se uodili pocéetni simptomi djelovanja. Brz razvoj paralize i konvulzije glavni su
simptomi kod piretroida drugog tipa, ali i koreoatetoza (nagli nekoordinirani pokreti
ekstremiteta) te pretjerana salivacija pa se uz drugi tip pireteroida veze pojam CS-sindroma.
Manja doza potrebna je za uo¢avanje prvih simptoma, nego kod prvog tipa, a koncentracija
koja je potrebna za usmréivanje organizama manja je kod drugog tipa piretroida. (Juran i sur.
2012).

1.4. a-cipermetrin

a-cipermetrin je u posljednjih nekoliko godina privukao veci interes znanstvene zajednice zbog
masovne upotrebe u poljoprivredi. Dokazano je da uzrokuje visoku akutnu toksi¢nost za ribe i
beskraljesnjake i1 predstavlja opasnost za zdravlje ljudi, Sto se donedavno nije smatralo zbog
sli¢nosti u svojstvima s bolje istrazenim cipermetrinom iz kojega je sintetiziran. Pretpostavlja
se da izaziva neurotoksi¢nost, imunotoksi¢nost, endokrinu disrupciju, reproduktivnu

toksi¢nost, a takoder se smatra moguc¢im kancerogenom (Yao 2015)

a-cipermetrin (o-cyp) (slika 3) spada u tip Il piretroida, iako uzrokuje simptome koje izaziva
tip 1 sinteticki dobivenih spojeva iz skupine piretroida odnosno izaziva i T-sindrom i CS-
sindrom. Cipermetrin ima osam dijastereomera, koji pokazuju razli¢itu biolosku aktivnost.
Samo dva izomera pokazuju insekticidna svojstva, a to su 1R-cis-aS i 1S-cis-aR izomeri (Liu i
sur. 2019). Zbog navedenih negativnih svojstava, intenzivno se proucava metabolizam a-

cipermetrina.

; Q0
/l\\ o, O
Cl g/ 0 5
H



Slika 3. Prikaz strukturne formule a-cipermetrina
(Izvor: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Cypermethrin)
Glavni put razgradnje u tlu, ali i u organizmu kod metabolicke biotransformacije Spoja, je
hidroliza. Molekula o-cipermetrina u procesu hidrolize razlaze se na dva metabolita: 3-

fenoksibenzojevu kiselinu (3-PBA) i cis-3-(2',2"-diklorovinil)-2,2-dimetilciklopropan



karboksilnu Kkiselinu (cis-DCCA). Zbog svoje antiestrogene aktivnosti 3-PBA je klasificirana
kao endokrini disruptor i ¢esto pronadena u uzorcima tla i u nekim sluc¢ajevima kod ljudi. a-
cipermetrin se u nemetaboliziranom obliku smatra ekoloski prihvatljivim i bezopasnim za ljude
(Yao 2015).

Prije nego $to dode do hidrolize i biotransformacije a-cipermetrina u organizmu, mora do¢i do
apsorpcije. Mehanizam apsorpcije u zelucanocrijevnom sustavu je nepoznat, ali uzimajuéi u
obzir kako su piretroidi lipofilni spojevi, pretpostavlja se da prolaze kroz stanice probavnog
trakta i prolaze u krvotok difuzijom kroz lipidne membrane. Raspodjela u organizmu nakon
apsorpcije takoder ukazuje na lipofilni sastav spoja, zbog nakupljanja u tkivima s visokim
udjelom lipida, kao $to su zivéano i masno tkivo (Toxicological profile for pyrethrins and
pyrethroids 2003).

Mehanizmi izlu¢ivanja piretroidnih spojeva iz organizma takoder nisu poznati, ali smatra se da
su metaboliti a-cipermetrina topljivi u vodi i molekularne veli¢ine $to ne predstavlja problem u
prolasku kroz glomerularne membrane u bubrezima. Ograni¢avajuéi faktor kod izlu¢ivanja
spoja iz organizma predstavlja mogucénost vezanja metabolita za proteine plazme. Postoje
podaci o izlu¢ivanju spoja kroz majc¢ino mlijeko, sto se najvjerojatnije dogada difuzijom lipida
kroz membrane uz zadrzavanje u mlije¢noj masti (Toxicological profile for pyrethrins and
pyrethroids 2003). Mehanizam toksi¢nosti a-cipermetrina isti je kao i kod ostalih piretroida i

prikazan je na slici u poglavlju pod podnaslovom piretroidi (slika 2.).

1.5. Endokrini disruptori
Tijekom proteklih 20 godina velika je pozornost posvecena ucincima endokrinih disruptora
(ED) u okolisu. Kemikalije koje ometaju rad endokrinog sustava uvelike se koriste u industriji

i nalaze se gotovo u svemu §to nas okruzuje. (Lee i sur. 2012)

Svaka osoba ima jedinstvenu izlozenost nizu poznatih i nepoznatih ED-a. Razlike u
metabolizmu 1 gradi tijela stvaraju znacajnu varijabilnost u poluZivotu i postojanosti ED-a.
Osjetljivost na ED moze varirati, a rezultat kroni¢ne izloZenosti malim koli¢inama mjeSavine
ED-a se ocituje na ljudskom zdravlju. Razdoblje izmedu izlaganja ED i pojave klinickih
poremecaja stvara problem kada se pokusava uspostaviti korelacija izmedu izlaganja pojedinca
spojevima sa disrupotrskim djelovanjem na endokrini sustav. (Diamanti-Kandarakis i sur.
2009).



Hormonski otrovi ili endokrini disruptori su egzogene tvari ili smjese tvari koje mijenjaju
funkciju(e) endokrinog sustava i posljedi¢no dovode do Stetnih ucinaka na zdravlje zdravog

organizma, njegovog potomstva ili (pod) populacija (WHO-IPCS 2002).

Vecinski su heterogena skupina spojeva, od kojih su neki, npr. pesticidi (insekticidi, herbicidsi,
fungicidi), trajno prisutni u okolisu, a s drugima se u kontakt dolazi povremeno (proizvodi
Siroke potrosnje, farmaceutski agensi, npr. dietilstilbestrol - DES) (Dodig i sur. 2019). ED ne
moraju biti isklju€ivo sintetizirane tvari. Mikotoksini 1 fitoestrogeni su neki od prirodnih
spojeva koje takoder svrstavamo pod taj pojam. Ljudi mogu biti izlozeni ED oneciS¢enom
vodom, zemljom, zrakom 1 hranom (slika 4). Moze se re¢i da se svaki dio hranidbenog lanca u
jednom trenutku nasao u doticaju sa spojevima koji se u naSem organizmu ponasaju kao ED 1
kao takvi mogu utjecati na sljedece generacije Sto predstavlja veéi problem nego sto se to dosad
mislilo (Diamanti-Kandarakis i sur. 2009).

Endokrini disruptori
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Trajno prisutne kemikalije

Trajno prisutni prirodni spojevi

Povremeno koristene kemikalije
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’:' Zrak i prasina — ingestija, koZa, inhalacija

'
! Zemlja - ingestija, inhalacija, koZa
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M Izravni kontakt
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Slika 4. Prikaz izloZenosti |judl endokrinim disruptorima (lzvor: Dodig i sur. 2019)

Problematika kod istrazivanja i deklariranja spojeva endokrinim disruptorima odnosi se na
¢injenicu da su tvari koje potencijalno mogu imati ulogu u endokrinoj disrupciji jako razlicite i

ne dijele nikakve strukturne sli¢nosti, osim male molekularne mase (<1000 Daltona).



Na temelju funkcionalnih svojstava svake tvari i odgovora (razvoj bolesti) izmjerenih u
odgovaraju¢im ispitnim sustavima, Europska Unija nastoji uvesti smjernice prema kojima ¢e
se odrediti pripadnost odredenih kemijskih spojeva endokrinim disruptorima. Takoder se
uzimaju u obzir Zivotni izdaci koji se mogu pripisati odredenoj bolesti, odnosno izravni troskovi
zdravstvene skrbi, troskovi rehabilitacije, izgubljena produktivnost, ucestalost bolesti u odnosu
na velic¢inu populacije u riziku i sli¢no (Trasande i sur. 2015). Sluzbeni popis takvih kemikalija
jo$ uvijek nije izdan od strane Europske Unije, ali Medunarodni kemijski sekretarijat
(ChemSec) izdao je listu s preko 100 kemijskih spojeva koje pokazuju Stetna svojstva, a od tih
stotinu, 32 tvari dodane su iskljucivo na temelju njihovog stetnog djelovanja na rad endokrinog
sustava (ChemSec).

1.6. Endokrini sustav

Razvoj 1 funkcija Zenskog reproduktivnog sustava ovisi o koordiniranim bioloskim procesima
koji, ako su promijenjeni endogenim ili egzogenim ¢imbenicima tijekom kriti€nih razdoblja
razvoja ili tijekom razliCitih zivotnih faza, mogu imati znacajne negativne u¢inke na zdravlje

zena reproduktivnu funkciju i ishode trudno¢e (Diamanti-Kandarakis i sur. 2009).

Takvi su koordinirani bioloski procesi izmedu razlicitih dijelova tijela 1 organa vazni, kako bi
tijelo na odgovarajuci nacin moglo reagirati na bilo kakve vanjske ili unutarnje promjene koje
narusavaju njegov pravilni rad, a time 1 zdravlje organizma. Za konstantno odrzavanje tjelesne
ravnoteze, odgovorni su hormonalni (neuroendokrini) i Zivéani sustav. ZivEani sustav
odgovoran je za brzi prijenos (unutar djeli¢a sekunde) informacija izmedu razliitih dijelova
tijela, dok je hormonska komunikacija odgovorna za situacije koje zahtijevaju Sire i dugotrajnije
regulatorno djelovanje. Ta dva sustava se medusobno nadopunjuju i medusobno djeluju.
Podrazaji iz Ziv€anog sustava mogu utjecati na oslobadanje odredenih hormona i obrnuto.
Organi endokrinog sustava su hipotalamus, hipofiza, nadbubrezne zlijezde, spolne Zlijezde (t;.
testisi i jajnici), Stitnjaca, paratireoidne Zlijezde i gusteraca (slika 5). Hormoni su glasnicke
molekule koje proizvode endokrine zlijezde i oslobadaju ih u krvotok, kao odgovor na
specifiéne podraZaje. Stanice na koje ¢e djelovati odredeni hormoni karakterizira prisutnost
spojnih molekula (receptora). Receptori se nalaze na povrsini stanica ili unutar njih. Kada
hormon dode u kontakt s receptorima, pokrece se kaskada biokemijskih reakcija koje na kraju
mijenjaju funkciju ili aktivnost ciljane stanice. Postoji nekoliko vrsta hormona koje ukljucuju

steroide, peptide, proteine i derivate aminokiselina. Razlikuju se po op¢oj molekularnoj



strukturi i kao rezultat toga imaju razli¢ite mehanizme djelovanja (Hiller-Sturmhofel i Bartke

1998).

Hipotalamus

Hipofiza

Paratiroidne
Zlijezde

Stitna
Zlijezda
NadbubreZne ___

Zlijezde S

Gusteraca

Jajnici
(zenski)

Testisi
(muski)

Slika 5. Prikaz endokrinog sustava ¢ovjeka (lIzvor: http://www.msd-prirucnici.placebo.hr)

Mnoge tjelesne funkcije regulirane su hormonima koji reguliraju jedni druge. Na primjer,
hormoni hipotalamusa reguliraju lu¢enje hormona hipofize, ¢iji hormoni odlaze u krvotok i
kontroliraju rad drugih zlijezda te u konacnici utje¢u na ciljne organe. Kada se dosegnu
odredene razine hormona u krvi, hipotalamus 1/ili hipofiza prestaju oslobadati hormone i to se
zove mehanizam negativne povratne sprege koji osigurava pravilan rad hormonske kaskade.
(Hiller-Sturmhofel i Bartke 1998).

U proslim desetlje¢ima, zajedno s povecanom pojavnosti zenskih reproduktivnih poremecaj,
porasla je 1 zabrinutost za potencijalni utjecaj Stetnih tvari iz okoliSa sa svojstvima ED na
reproduktivni sustav. Cinjenica da su te tvari otkrivene u bioloskim uzorcima, pa ¢ak i izravno
u folikularnoj tekuéini u jajnicima, naglasava vaznost istrazivanja utjecaja ED-a na

steroidogenezu jajnika.

Proizvodnja steroidnih hormona u jajnicima ima klju¢nu ulogu u odrZavanju zenskog fenotipa

kao i za redovite procese u jajnicima, ukljucujuci rast folikula, sazrijevanje oocita i ovulaciju,
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stoga je optimalna sinteza steroidnih hormona u jajnicima neophodan preduvjet za Zensko

reproduktivno zdravlje (Mlynarcikova i sur. 2014).

1.7. Jajnik
Jajnik je parni organ i sastoji se od zametnih stanica (jajne stanice) i somatskih stanica
(granulozne, tekalne i stromalne stanice) (Richards i Pangas 2010).

U jajniku se odvija ciklus sazrijevanja folikula (folikulogeneza), ovulacija i resorpcija Zutog
tijela, s ciljem izvrSavanja njegovih uloga: stvaranje zenskih spolnih stanica (oocita)i

proizvodnja spolnih hormona. (Mlynarcikova i sur. 2014)

Folikul je funkcionalna jedinica jajnika i sastoji se od oocita koji je okruzen slojevima
somatskih stanica. U zrelom preovulatornom folikulu (Graafov ili Antralni folikul) moze se

definirati nekoliko slojeva: a) povrsinski epitel,
b) vezivno tkivo,

¢) dobro prokrvljeni sloj aktivan u steroidogenezi koji se zove unutrasnja

folikulska teka (Theca interna),

d) sloj granuloznih stanica koji obavija antrum ispunjen folikularnom

tekucinom,

e) kumulus — oocita kompleks koji zauzima ekscentri¢ni poloZaj unutar

folikula (slika 6) ( Tsafriri i sur. 1993).
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Slika 6. Histoloski prikaz antralnog folikula ( I1zvor: Ed Uthman, 2009)

Antralni folikuli glavni su izvori steroidnih hormona koje proizvodi jajnik i uz pravilnu
stimulaciju luteiniziraju¢eg hormona (LH) koji se stvara u hipotalamusu, sposoban je za
ovulaciju. Preostale stanice granuloze i teka stanice, nakon izbacivanja oocite iz folikula za
vrijeme ovulacije, prolaze kroz proces diferencijacije poznat kao luteinizacija i postaju lutealne
stanice. NekadaSnja folikularna struktura postaje corpus luteum, odnosno zuto tijelo koje
proizvodi progesteron, hormon potreban za uspjesnu implantaciju i odrzavanje trudnoc¢e (Craig
i sur. 2011).

Ukoliko ne dode do oplodnje ili u sluc¢aju neuspjesne trudnoce, zuto tijelo ulazi u proces
stani¢ne smrti poznat kao luteoliza ili regresija zutog tijela. Dode li do disrupcije u procesima
stvaranja folikula 1 zutog tijela, posljedice su Stetni reproduktivni ishodi kao §to su izostanak

ovulacije, neplodnost, nedostatak estrogena i prerano zatajenje jajnika (Craig i sur. 2011).
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1.8. Steroidogeneza jajnika
Steroidogeneza jajnika je proces u kojem antralni folikul i Zuto tijelo proizvode hormone
potrebne za odrzavanje reproduktivnog tkiva, reguliranje funkcije jajnika i ovulacije te su

odgovorni i u odrzavanju trudnoc¢e (Craig 2018).

Razvoj folikula jajnika ovisi o sekvencijalnim u¢incima dvaju glavnih gonadotropina koje luci
hipofiza, folikulostimuliraju¢éeg hormona (FSH) i luteiniziraju¢eg hormona (LH). FSH djeluje
na rane antralne folikule kako bi stimulirao rast (diobu stanica), steroidogenezu i ekspresiju LH
receptora. (Andersen i Ezcurra 2014). Oba hormona, LH i FSH, su vazna za steroidogenezu u

teka i granuloza stanicama jajnika (Wood i Strauss 2002).

Teka stanice posjeduju receptore za LH, a stanice granuloze receptore za FSH. Kao §to je ve¢
spomenuto, sloj teka stanica u antralnom folikulu dobro je prokrvljen. Stimulacija LH receptora
regulira ulazak kolesterola iz krvi u teka stanice. Vezuci se na receptor, LH signalizira stanici
potrebu za povec¢anom transkripcijom gena koji kodiraju enzime za pretvaranje kolesterola u
androgene (androstendion i testosteron). FSH nakon vezanja na receptore na granuloza
stanicama, signalizira potrebu za povecanom transkripcijom gena koji kodiraju potrebne
enzime za pretvaranje androgena iz teka stanica u estrogene (17b-estradiol (E2) i estron). Prije
ovulacije, te dvije vrste stanica u antralnom folikulu odijeljene su bazalnom membranom i time
je granuloza stanicama onemogucéeno da same pretvaraju kolesterol u androgene jer nemaju
kontakt s krvlju. Nakon rupture folikula i stvaranja Zutog tijela, granuloza stanice dolaze u
izravan kontakt s prokrvljenim slojem i u mogucnosti su vezati kolesterol iz krvi. Proces
stvaranja steroidnih hormona zapravo je ovisan 0 medusobnoj suradnji tih dviju stanica

(Estrogen & Progesterone Production by Thecal & Granulosa Cells 2019).

Kljuc¢ni korak u steroidogenezi je pocetna konverzija kolesterola (Andersen i1 Ezcurra 2014).
Pomoc¢u steroidogenog akutnog regulacijskog hormona (StAR), kolesterol se prenosi u
mitohondrije. Unutar mitohondrija, enzim citokrom P450 (P450scc) cijepa bo¢ni lanac
kolesterola i pretvara ga u pregnenolon - steroid iz kojeg nastaju ostali spolni steroidni hormoni
(Gamulin i sur. 2018). Pregnenolon prelazi iz mitohondrija u glatki endoplazmatski retikulum
gdje se moze pretvoriti u progesteron pomoc¢u 3p-hidroksisteroid dehidrogenaza (3BHSD), ili
u dehidroepiandrosteron (DHEA) pomocu 17a-hidroksilaze-17,20-desmolaze (CYP45017a;
CYP17A1). CYP17A1 i 3BHSD Kkataliziraju pretvorbu DHEA i progesterona u androstendion.
Androstendion se u teka stanici moze pretvoriti u testosteron pomocu 17f-hidroksisteroid
dehidrogenaze (17BHSD), ili moZe prije¢i u granuloza stanicu. Aromataza (CYP450arom;

CYP19A1) u granuloza stanici, moze pretvoriti androstendion u estron, a testosteron u estradiol
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(E2), ali i preko 17BHSD u granuloza stanici se moZze pretvoriti estron u E2 (Slika 7) (Craig 1
sur. 2011).

E2 se moze dalje metabolizirati u 2-hidroksiestradiol pomoéu CYP1A1/2 i CYP3A4, ili u 4-
hidroksiestradiol putem CYP1BI1, §to dovodi do inaktivacije E2 i posljedi¢no do ostecenja
stanice. Promjene u sintezi i metabolizmu spolnih steroidnih hormona, uzrokovane
promjenama u ekspresiji i katalitickoj aktivnosti enzima, mogu dovesti endokrinog poremecaja
(Craig isur. 2011).

QP1IA cYPi7 iz
= Pregnenolon @ 17a-OH Pregnenolon @ DHEA

Eﬂﬂfso EBB—HSD
P17 oYpi7

Kolesterol

Progesteron @ 17a-OH Progesteron ( Andiostenedion
Eﬂ’”’ 17&%0@ cvmg
11-deoksikortikosteron  Deoksikortizol Testosteron  Estron
gCYPHBUBZ Ecyp; 181 wa% ,7‘“{50@
Kortikosteron Kortizol \ 17p-estradiol /
Aldosteron

Slika 7. Shematski prikaz steroidogeneze (Izvor: https://eur-lex.europa.eu)
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2. Cilj istrazivanja
Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj prenatalne peroralne izloZzenosti a-cipermetrinu na

parametre endokrine disrupcije reprodukcije majki Wistar Stakora te parametre endokrine

disrupcije razvoja i reprodukcije Zenskih potomaka F1 generacije. U tu svrhu:

e izmjerene su tjelesne mase majki i potrosnja hrane tijekom tretiranja zivotinja u gestaciji

e praceni su parametri endokrine disrupcije reprodukcije majki Wistar Stakora pri okotu
prema odgovaraju¢im OECD protokolima

e praceni Su parametri razvoja i reprodukcije u zenskih potomaka F1 generacije do puberteta
prema odgovaraju¢im OECD protokolima.

e odredene su razine steroidnih hormona u serumu Zenskih potomaka F1 generacije u

pubertetu imunokemijskom metodom ELISA.
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3. Materijali i metode

3.1. Pokusne zivotinje

U pokusu su koristene 72 skotne $takorice (soja Wistar HsdBrlHan) uzgojene u Jedinici za
laboratorijske Zivotinje Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada (Slika 8.). Zivotinje
su drzane u kavezima za drzanje malih pokusnih glodavaca (Techniplast, Italija; Ehret, Tulln,
Austrija) u kojima se redovito mijenjala sterilna stelja, u mikroklimatskim uvjetima sukladno
zakonskim propisima (temperatura od 20 do 22 °C, vlaga od 40 do 60 % i 12 satna izmjena
svjetla 1 tame). Svim Zivotinjama je bio osiguran slobodan pristup tekuc¢ini za napajanje 1
standardnom krmivu za pokusne glodavce (Complete feed for mice and rats 4RF21; Mucedola,
Settimo Milanese, Italija). Na pocCetku pokusa Stakorice su bile izvagane od strane tehnickog
osoblja i oznac¢ene na repu markerom te smjestene u kaveze srednje veli¢ine (po 4 zivotinje u 1
kavez). Tijekom skotnosti zenke su premjestene u male kaveze i odvojene u zasebnu prostoriju
do okocenja, odnosno do odbijanja mladunaca 21. dana nakon okocenja. Nakon odbijanja,
mladunci su prebaceni u srednje kaveze, u koje su razvrstani po spolu. IstraZivanje na
zivotinjama odvijalo se u skladu sa Zakonom o zastiti zivotinja (NN 135/06) i Pravilnikom o
zastiti zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe (NN 55/13). Za provodenje pokusa dobivena
je dozvola Etickog povjerenstva Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada (Ur. Br.:

100-21/20-20).

Slika 8. Stakor soja Wistar HsdBrlHan (Izvor: https://wwuw.criver.com/products-services/find-
model/wistar-han-igs-rat?region=3616)
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3.2.  Postupci tijekom pokusa
3.2.1. Praéenja faza estrusnih ciklusa

S ciljem utvrdivanja Stakorica s ujednacenim Cetverodnevnim estrusnim ciklusima pratila sam
faze estrusnog ciklusa stakorica. Tijekom 4 tjedna, svakog jutra u isto vrijeme, tehni¢ko osoblje
uzimalo je ispirke rodnice pomocu staklene kapaljke napunjene mlakom vodom (slika 9).
Kapi s ispircima nanosile su se redom (prema oznakama stakorica) na staklenu plo¢icu (slika
10). U citoloskim ispircima pod svjetlosnim mikroskopom (Zeiss Axiostar plus) promatrala
sam oljustene stanice epitela rodnicke sluznice i na temelju broj¢anog omjera i vrstastanica
procijenila faze estrusnog ciklusa toga dana: proestrus (P), estrus (E), metestrus (D1) i
diestrus (D2) (slika 11). Faza proestrusa se odreduje prisustvom i prevladavanjem epitelnih
stanica s jezgrom, faza estrusa se odreduje prevladavanjem roznatih epitelnih stanica, faza
metestrusa prevladavanjem leukocita, dok se faza diestrusa odreduje prisutstvom svih triju vrsta
stanica (Sanghai sur. 2011). Estrusni ciklus u Stakorica traje 4 ili 5 dana i moze varirati od
ciklusa do ciklusa (Marcondes i sur. 2002, Paccola i sur. 2013). Podatke dobivene
svakodnevnim pra¢enjem citoloSkih ispiraka rodnice biljezila sam u dnevnik pokusa u

odgovarajuce tablice (slika 12).

Slika 9. Postupak uzimanja ispiraka rodnice staklenom kapaljkom (Izvor: Lea Bili¢i¢)
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Slika 10. Staklene plogice s nanesenim ispircima rodnice stakorica(Izvor: Lea Bili¢i¢)

A) PROESTRUS B) ESTRUS

D) DIESTRUS

Slika 11. Mikroskopski prikaz oljustenih stanica epitela rodnicke sluznice u razli¢itim fazama
estrusnog ciklusa zenki Stakora: A — faza proestrusa; B — faza estrusa; C — faza metestrusa; D
— faza diestrusa (Izvor: Lea Bilici¢)
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Slika 12. Tablica u kojoj su biljezene faze estrusnog ciklusa stakorica (Izvor: Lea Bili¢i¢)

3.2.2. Odabir zivotinja za pokus i parenje Zivotinja

Zenke kod kojih sam utvrdila ujednadeni etverodnevni estrusni ciklus na dan proestrusa su
stavljane u rasplod s neizlozenim muzjacima preko no¢i u omjeru 1:1. Sljedeceg su jutra
muZjaci izvadeni iz kaveza, a zenkama sam utvrdivala nalaze rodnickih ispiraka. Zenke kojima
sam utvrdila prisutnost spermija u rodnickom ispirku (slika 13) ili im se stvorio makroskopski,
tzv. vaginalni ¢ep u otvoru rodnice smatrala sam oplodenima. Taj dan sam oznacila kao prvi
dan graviditeta (DG1). Obzirom na razlicite cikluse Zenki te da nisu sve isti dan u proestrusu i
spremne za parenje, opisani postupci su se ponavljali tijekom nekoliko dana. Nadalje, u sperm-
pozitivnim Zenkama promatrala sam rodnicke ispirke jo§ nekoliko dana kako bih, ukoliko su
zanijele, utvrdila nalaze li se u D1/D2 fazi, Sto je dodatna potvrda da su skotne. Podatke sam

biljezila u odgovarajuce tablice.
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Slika 13. Pozitivan nalaz na prisutnost spermija u ispirku rodnice stakorice (Izvor: Lea Bili¢i¢)

3.2.3. Opis pokusnih skupina i tretiranje Zivotinja

Skotne $takorice razvrstane su u pokusne skupine od 12 Zivotinja po svakoj skupini. Stakorice
su izlagane a-cipermetrinu, a usporedo su uspostavljene i skupine negativne kontrole, kontrole
otapala te pozitivne kontrole. Sve skupine su drzane u jednakim uvjetima u pokusu.

Otopina a-cipermetrina je priredena otapanjem a-cipermetrina (PESTANAL®, Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH, Germany) u kukuruznom ulju (Sigma-Aldrich Laborchemikalien
GmbH, Germany). Doze a-cipermetrina kojima su Zivotinje bile izlagane izraCunate su za
reproduktivnu toksi¢nost U Stakora prema dostupnim NOAEL i LOAEL vrijednostima —
NOAEL 7.5 mg/kg/dan i LOAEL 37.5 mg/kg/dan (WHO, 2019). Prva skupina a-cipermetrina
tretirana je s 1 mg/kg tj. m./dan otopine druga s 10 mg/kg tj. m./dan, a treca s 19 mg/kg tj.
m./dan otopine. Dietilstilbestrol (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Germany) je
otopljen u kukuruznom ulju (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Germany) kako bi se
dobila zeljena koncentracija od 10 pg/kg tj. m./dan. Ove otopine su drzane u tamno obojenim
staklenim bocama i pohranjene u frizideru na +4°C.

Kontrolna skupina Zivotinja je tretirana kukuruznim uljem (Sigma-Aldrich Laborchemikalien
GmbH, Germany), a skupina negativne kontrole vodom. Sve su skupine tretirane s 1 mL/dan

otopina u razdoblju od 6. dana graviditeta do okota (tablica 1).

Zivotinje je tretirao veterinar peroralnim putem Zelu€anocrijevnom sondom. Ovakav nacin

aplikacije najbolje imitira izlozenost organizama pesticidima iz okolisa. (Lon¢ar 2011).
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Tablica 1. Tabli¢ni prikaz izlaganja pokusnih skupina

Pokusne
skupine

NK KO a-cypl a-cypl0 a-cypl9 PK

IzloZenost DIETILSTI-

Ve . -Cyp a-cyp a-cyp
Zivotinja KUKURUZNO o . . . LBESTROL
(1 mL/dan) VODA ULJE 1 mg/kg tj. 10 mg/kg tj. 19 mg/kg {j. 10 pg/kg 4.

per os m./dan m./dan m./dan m./dan

Vrijeme od 6. DG od 6. DG do 0d6.DGdo  o0d6.DGdo  od6. DG do od 6. DG do
izlozenosti LY CE:! okota okota okota okota okota
*NK — negativna kontrola, KO — kontrola otapala, PK — pozitivna kontrola, a-cyp — a-
cipermetrin, per os — peroralno, DG — dan graviditeta.

3.3.  Pracenja tjelesnih masa i potrosnje hrane tijekom gestacije

Osim na DG1 tehnicko osoblje je vagalo skotne zenke 6., 9., 12., 15., 18.121. DG, a tjelesne
mase su zabiljezene u pripremljene tablice. Iz zabiljezenih podataka sam izracunala postotke

prirasta tjelesnin masa majki tijekom gestacije izmedu dana od interesa i prvog dana
graviditeta, npr. (DG6/DG1)-1*100.

Takoder, pracena je potroSnja hrane svakog tre¢eg dana tijekom tretiranja skotnih Zivotinja do
okota i podaci su zabiljezeni u tablice. 1z zabiljezenih podataka sam izracunala prosje¢an dnevni

unos hrane izrazen kao pojedena hrana u g/g tjelesne mase/dan.

3.4. Praéenja parametara endokrine disrupcije reprodukcije majki Wistar stakora

Na dan okota, u svrhu procjene ucinaka a-cipermetrina na reprodukciju majki, uz pomo¢
mentorice pratila sam parametre endokrine disrupcije reprodukcije: duljinu gestacije, ukupan
broj okoc¢enih mladunaca, broj zivih mladunaca, broj mrtvih mladunaca, stopu prezivljenja,
omjer spolova mladunaca, mase muskih i Zzenskih mladunaca i mase legla, prema
odgovaraju¢im OECD protokolima (OECD 2018 a, b). Sve podatke sam biljezila u

pripremljene tablice.

3.5. Pracenja parametara endokrine disrupcije razvoja Zenskih potomaka F1
generacije

Sukladno odgovaraju¢im OECD protokolima, pratila sam uz pomo¢ veterinara i mentorice
parametre endokrine disrupcije razvoja, kako bi se utvrdili uéinci a-cipermetrina na razvoj
zenskih potomaka F1 generacije (OECD 2018 a, b, c).

Cetvrtog dana nakon okota Zenskim potomcima F1 generacije sam, uz pomo¢ veterinara i
mentorice, mjerila anogenitalni razmak (Mclntyre i sur. 2002; Hotchkiss i sur. 2007; Van der
Driesche i sur. 2011; Schwartz i sur. 2021).
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Nakon odvajanja od majke i razvrstavanja potomaka F1 generacije po spolovima 21. dana
nakon okota, zenskim potomcima sam svakodnevno, uz pomo¢ Veterinara i mentorice,
promatrala vanjske znakove spolnog sazrijevanja (otvaranje vagine) kako bih utvrdila ulazak u
pubertet. Osim toga, zenkama kod kojih smo zabiljezili ulazak u pubertet su uzeti vaginalni
ispirci koji su promatrani pod svjetlosnim mikroskopom kako bi utvrdili jesu li pocele ciklirati.

Podaci su zabiljezeni u pripremljene tablice.

3.6. Uzorkovanje krvi za analize steroidnih hormona

Dijelu Zenskih potomaka, kod kojih je utvrden ulazak u pubertet veterinar je uzorkovao krv iz
srca nakon uspavljivanja Zivotinja intraperitonealnim ubrizgavanjem kombinacije anestetika u
dozi 0,8 mL/kg ketamina-narketana i 0,6 mL/kg ksilazina-ksilapana (Narketan i Xylapan,
Vetoquinol UK Ltd., Towcester, Ujedinjeno Kraljevstvo). Krv je centrifugirana 2 puta na 3000
rpm/15 min/4°C (Eppendorf AG, Njemacka), a izdvojeni krvni serum pospremljen do analiza
na -20 °C.

3.7. Pracenja parametara endokrine disrupcije reprodukcije Zenskih potomaka F1
generacije

Dio zenskih potomaka F1 generacije, kojima je utvrden ulazak u pubertet, stavljen je na parenje
preko no¢i s neizlozenim muskim spolno zrelim Stakorima u omjeru 1:1 s ciljem pracenja
ucinaka a-cipermetrina na reprodukciju zenskih potomaka F1 generacije. Uz pomo¢ mentorice
pratila sam parametre endokrine disrupcije reprodukcije: duljinu gestacije, ukupan broj
okocenih mladunaca, broj zivih mladunaca, broj mrtvih mladunaca, stopu prezivljenja, omjer
spolova mladunaca, mase muskih i zenskih mladunaca, mase legla, prema odgovaraju¢im

OECD protokolima (OECD 2018 a, b). Podaci su zabiljezeni u odgovarajuce tablice.

3.8.  Odredivanja steroidnih hormona u serumu Zenskih potomaka F1 generacije

Imunokemijskom metodom ELISA (Personal Lab Instrument, lason, Graz, Austria) izmjerene
su koncentracije testosterona i estradiola u serumu zenskih potomaka F1 generacije. Za
odredivanja razina hormona u serumu koristeni su standardni kitovi za testosteron (Testosterone
rat/mouse ELISA Kit (DEV9911), Demeditec Diagnostics GmbH, Kiel, Germany) i estradiol
(Estradiol rat ELISA Kit (DEV9999), Demeditec Diagnostics GmbH, Kiel, Germany). Prema
proizvodacu, granica detekcije za testosteron bila je 0.066 ng/mL, a za estradiol 2.5 pg/ml..

Koncentracije testosterona u serumu izrazene su u ng/mL, a estradiola u serumu u pg/mL.
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3.9.  Statisti¢ka obrada podataka

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

Podatke koji su normalno raspodijeljeni usporedila sam parametrijskim testovima analizom
varijance ANOVA i post hoc Tukey HSD testom, a podatke koji nisu normalno raspodijeljeni
neparametrijskim Kruskal-Wallis testom.

Svi statisticki testovi provedeni su na razini znacajnosti p <0,05 (95 % - tni interval

pouzdanosti).
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4, Rezultati

4.1. Tjelesne mase majki Wistar Stakora

Skotne Zenke tretirane a-cipermetrinom u doziod 1, 10 i 19 mg/kg tj. m./dan, dietilstilbestrolom
u dozi od 10 pg/kg tj. m./dan, kukuruznim uljem i vodom od 6. dana graviditeta (DG) do okota,
bile su vagane na 6., 9.,12.,15.,18. i 21. DG kako bi se utvrdio utjecaj a-cipermetrina na

tjelesne mase. Podaci su prikazani u tablici 2.

Tablica 2. Promjene u postotku prirasta tjelesnih masa majki Wistar Stakora tijekom gestacije
tretiranih a-cipermetrinom u dozi od 1 (a-cypl), 10 (a-cypl0) i 19 mg/kg tj. m./dan (o-
cypl9), dietilstilbestrolom u dozi od 10 ug/kg tj. m./dan (pozitivna kontrola — PK),
kukuruznim uljem (kontrola otapala — KO) i vodom (negativna kontrola — NK) od 6. dana
graviditeta (DG) do okota, 1 mL/dan, per os.

Pokusne

skupine

7,88+3,01 5,54+2,90 7,98+5,56 5,50+3,36 11,8+7,53

7,79+1,85 7,94+3,68 4,46+3,23* 2,65+2,91* 6,72+2,99* 12,5+6,31

12,442 47**  13,243,21**  9,13£3,04* 6,82+2,92 8,89+3,00*  16,1+5,43**
18,8+3,09 17,1+4,96 12,7+3,56* 12,2+4,29* 14,3+4,16 20,6+8,32
29,0£3,85 26,4+8,63 21,2+6,69 19,7+6,19 23,3+4,59 29,7+11,8
37,045,37 33,2+11,6 30,9+11,7 27,2+10,1 33,5+9,67 40,3+15,7

Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ke sredine uz pripadajuce standardne devijacije.
*statisticki znacajna razlika u odnosu na KO

**statistiCki znacajna razlika u odnosu na a-cypl9

Razina znacajnosti p<0.05

Uoceno je da vise doze a-cipermetrina uzrokuju smanjeni prirast tjelesnih masa majki Wistar
Stakora tijekom gestacije, ali razlike nisu bile statisticki znacajne.

Pronadene su statisticki znacajne razlike u srednjim vrijednostima za priraste tjelesnih masa
majki devetog danagraviditeta izmedu skupine kontrole otapala u odnosu na skupine tretirane
a-cipermetrinom u dozama od 10 mg/kg/ tj. m./dan i 19 mg/kg tj. m./dan i skupinu tretiranu
dietilstilbestrolom u dozi od 10 pg/kg tj. m./dan. Srednja vrijednost za prirast tjelesne mase
majki devetog graviditeta kod skupine kontrole otapala bila je statistiCki znacajno veca u

odnosu na skupine tretirane o- cipermetrinom u dozama 10 mg/kg tj. m./dan i 19 mg/kg tj.
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m./dan te skupinu tretiranu dietilstilbestrolom u dozi od 10 pg/kg tj. m./dan..

Statisticki znacajne razlike u srednjim vrijednostima za priraste tjelesnih masa majki
dvanaestog dana graviditeta pronadene su izmedu skupine tretirane a-cipermetrinom u dozi od
19 mg/kg tj. m.dan u odnosu na skupinu negativne kontrole, skupinu tretiranu a-
cipermetrinom u dozi od 1 mg/kg tj. m./dani skupinu kontrole otapala. Srednja vrijednost za
prirast tjelesne mase majki dvanaestog dana graviditeta bila je znac¢ajno manja kod skupine
tretirane o-cipermetrinom u dozi od 19 mg/kg tj. m./dan u odnosu na skupinu negativne
kontrole, skupinu tretiranu a-cipermetrinom u dozi od 1 mg/kg tj. m./dan i skupinu kontrole

otapala.

Statisticki znacajne razlike u srednjim vrijednostima za priraste tjelesnin masa majki
dvanaestog dana graviditeta pronadene su i izmedu skupine pozitivne kontrole i skupine
tretirane a-cipermetrinom u dozi od 10 mg/kg/ tj. m./dan u odnosu na skupinu kontrole
otapala. Srednja vrijednost za prirast tjelesne mase majki na dvanaesti dan graviditeta bila je
manja kod skupine pozitivne kontrole i skupinetretirane a-cipermetrinom u dozi od 10 mg/kg/

tj. m./dan u odnosu na skupinu kontrole otapala.

Petnaestog dana graviditeta pronadene su statisti¢ki znacajne razlike u srednjim vrijednostima
za priraste tjelesnih masa majki izmedu skupine kontrole otapala i skupina tretiranih a-
cipermetrinom u dozi od 10 mg/kg/ tj. m./dan i 19 mg/kg tj. m./dan. Srednja vrijednost za
prirast tjelesne mase majki petnaestog dana graviditeta kod skupine kontrole otapala bila je
statisticki znacajno ve¢a u odnosu na skupine tretirane a-cipermetrinom u dozama 10 mg/kg

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

4.2. Prosje¢an dnevni unos hrane majki Wistar stakora

Za vrijeme izlaganja skotnih majki a-cipermetrinu tijekom gestacije mjerila se potrosnja hrane
i izraCunao Se prosjecan dnevni unos hrane izrazen kao pojedena hrana u g/g tjelesne mase/dan
(slika 14). Statistickom obradom podataka nisu pronadene statistiCki znacajne razlike u
prosje¢nom dnevnom unosu hrane majki izloZenih a-cipermetrinu tijekom gestacije izmedu

pokusnih skupina.
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Slika 14. Prosjecan dnevni unos hrane (pojedena hrana u g/g tjelesne mase/dan) majki Wistar

Stakora tijekom gestacije (DG5/6, DG 8/9, DG11/12, DG13/14, DG15/16, DG18/19, DG21),
tretiranih a-cipermetrinom u dozi od 1 (a-cypl), 10 (a-cypl10) i 19 mg/kg tj. m./dan (a-cypl19),
dietilstilbestrolom u dozi od 10 pg/kg tj.m./dan (pozitivna kontrola — PK), kukuruznim uljem
(kontrola otapala — KO) i vodom (negativna kontrola — NK) od 6. dana graviditeta (DG) do
okota, 1 mL/dan, per os.

4.3.  Parametri endokrine disrupcije reprodukcije majki Wistar stakora

Parametri endokrine disrupcije reprodukcije majki (duljina gestacije, ukupan broj okocenih
mladunaca, broj zivih mladunaca, broj mrtvih mladunaca, stopa prezivljenja mladunaca, broj
muskih mladunaca, broj Zenskih mladunaca, postotak muSkih mladunaca, postotak zenskih
mladunaca i masa legla) prikazani su u tablici 3. Nakon statisti¢ke obrade podataka utvrdeno je

kako ne postoje statisti¢ki znacajne razlike izmedu pokusnih skupina.
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Tablica 3. Parametri endokrine disrupcije reprodukcije majki Wistar Stakora tretiranih a-

cipermetrinom u dozi od 1 (o-cypl), 10 (a-cyplO) i 19 mg/kg tj. m./dan (a-cypl9),

dietilstilbestrolom u dozi od 10 pg/kg tj. m./dan (pozitivna kontrola — PK), kukuruznim uljem

(kontrola otapala — KO) i vodom (negativna kontrola — NK) od 6. dana graviditeta (DG) do

okota, 1 mL/dan, per os prema odgovaraju¢im OECD protokolima.

Pokusne skupine NK
Duljina gestacije 22,5
dana (22,0-23,0)
Uku,par-l 0] 0] 8,00
okocenih (7,00-9,00)
mladunaca
Broj zivih 8,00
mladunaca (7,00-9,00)
Broj mrtvih 0,00
mladunaca (0,00-0,00)
(%) (100-100)
Broj muskih 3,50
mladunaca (3,00-4,00)
Broj Zenskih 4,50
mladunaca (4,00-5,00)
Postotak musSkih 43,7
mladunaca(% (42,9-44,4)
Postotak Zenskih 56,4
mladunaca (%) (55,6-57,1)
(62,6-77,5)

Rezultati su prikazani kao medijani s rasponom najmanje do najvece vrijednosti u zagradi.

a-cypl

23,0
(23,0-23,0)

10,0
(9,00- 10,0)

10,0
(9,00- 10,0)
0,00
(0,00-0,00)
100
(100-100)
6,00
(6,00-7,00)
3,00
(3,00-4,00)
66,7
(60,0-70,0)
33,3
(30,0-40,0)
81,1
(78,7-83,2)

a-cypl0

24,0
(23,0-24,0)

10,0
(8,00-11,0)

10,0
(8,00-11,0)
0,00
(0,00-0,00)
100
(100-100)
6,00
(4,00-7,00)
4,00
(4,00-4,00)
60,0
(50,0-63,6)
40,0
(36,4-50,0)
69,2
(64,1-81,4)

a-cypl9

23,0
(23,0-23,0)

12,0
(9,0-12,0)

12,0
(9,0-12,0)
0,00
(0,00-0,00)
100
(100-100)
5,50
(3,00-8,00)
5,00
(4,00-9,00)
51,39
(25,0-66,7)
48,6
(33,3-75,0)
79,6
(60,4-84,1)

PK

23,0
(23,0-23,0)

12,5
(5,00-14,0)

12,5
(5,00-14,0)
0,00
(0,00-0,00)
100
(100-100)
5,00
(2,00-8,00)
6,00
(2,00-10,0)
55,0
(16,7-61,5)
45,0
(38,5-83,3)
83,1
(41,2-98,5)

4.4. Parametri endokrine disrupcije razvoja Zenskih potomaka F1 generacije

4.4.1. Anogenitalni razmak

KO

22,0
(22,0-22,0)

12,0
(12,0-12,0)

12,0
(12,0-12,0)
0,00
(0,00-0,00)
100
(100-100)
7,00
(7,00-7,00)
5,00
(5,00-5,00)
58,3
(58,3-58,3)
41,7
(41,7-41,7)
106
(106-106)

Podaci izmjerenih anogenitalnih razmaka u Zenskih potomaka F1 generacije su prikazani u

tablici 4. Statisti¢ki zna€ajne razlike u vrijednostima anogenitalnog razmaka pronadene su kod

skupine pozitivne kontrole u odnosu na skupinu negativne kontrole, skupine tretirane o-

cipermetrinom u dozama od 1 mg/kg tj. m./dani 19 mg/kg tj. m./dan i skupinu kontrole otapala.

Srednja vrijednost izmjerenog anogenitalnog razmaka kod skupine pozitivna kontrola bila je

manja u odnosu na ostale usporedne skupine kod kojih je pronadena statisticki znacajna razlika.

Statisticki znacajne razlike u srednjim vrijednostima anogenitalnog razmaka pronadene su i

izmedu skupina kontrole otapala u odnosu na skupinu tretiranu a-cipermetrinom u dozi od 10

mg/kg tj. m./dan i skupinu pozitivne kontrole. Srednja vrijednost izmjerenog anogenitalnog
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razmaka kod skupine kontrola otapala bila je ve¢a u odnosu na druge dvije usporedne skupine

kod kojih je pronadena statisticki znac¢ajna razlika.

Tablica 4. Anogenitalni razmaci kod Zenskih potomaka F1 generacije prenatalno izlozenih a-
cipermetrinu u dozi od 1 (o-cypl), 10 (a-cypl0) i 19 mg/kg tj. m./dan (o-cypl9),
dietilstilbestrolu u dozi od 10 ug/kg tj.m./dan (pozitivna kontrola — PK), kukuruznom ulju
(kontrola otapala — KO) i vodi (negativna kontrola — NK) od 6. dana graviditeta (DG) do okota,
1 mL/dan, per os.

(4,00-5,00)
450 *
o0
4,30**
040
4 50*
b5

3,90 **

_ G

4,80*
(4,80-5,00)
Rezultati su prikazani kao medijani s rasponom najmanje do najvece vrijednosti u zagradi.
*statistiCki znacajna razlika u odnosu na PK
**gtatistiCki znacajna razlika u odnosu na KO
Razina znac¢ajnosti p<0.05.

4.4.2. Ulazak u pubertet
Ulazak u pubertet i spolno sazrijevanje zenskih potomaka F1 generacije nije Sse znacajno

razlikovalo izmedu pokusnih skupina.

4.5.  Parametri endokrine disrupcije reprodukcije Zenskih potomaka F1 generacije
Parametri endokrine disrupcije reprodukcije zenskih potomaka F1 generacije (uspjeh parenja,
duljina gestacije, ukupan broj oko¢enih mladunaca, broj zivih mladunaca, broj mrtvih
mladunaca, stopa prezivljenja mladunaca, broj muskih mladunaca, broj zenskih mladunaca,
postotak muskih mladunaca, postotak Zenskih mladunaca masa legla, masa muskih mladunaca,
masa zenskih mladunaca) prikazani su u tablici 5. Statistickom analizom podataka nisu

pronadene statisti¢ki znacajne razlike izmedu pokusnih skupina.
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Tablica 5. Parametri endokrine disrupcije reprodukcije Zenskih potomaka F1 generacije
prenatalno izlozenih a-cipermetrinu u dozi od 10 mg/kg tj. m./dan (a-cypl0), dietilstilbestrolu
u dozi od 10 pg/kg tj. m./dan (pozitivna kontrola — PK) i vodi (negativna kontrola — NK) od 6.

dana graviditeta (DG) do okota, per os.

Pokusne skupine NK a-cypl0 PK

Uspjeh parenja 1,00 0,50 1,00
(1,00-1,00) (0,00-1,00) (1,00-1,00)
Duljina gestacije (dana) 22,0 22,0 22,0
(22,0-22,0) (22,0-23,0) (22,0-23,0)
Ukupan broj okoeéenih mladunaca 9,50 10,0 7,00
(9,00-10,0) (9,00-11,0) 6,00-13,0
Broj zivih mladunaca 9,50 10,0 7,00
(9,00-10,0) (9,00-11,0) 6,00-13,0
Broj mrtvih mladunaca 0,00 0,00 0,00
(0,00-0,00) (0,00-0,00) (0,00-0,00)
Stopa preZivljenja (%) 100 100 100
(100-100) (100-100) (100-100)
Broj muskih mladunaca 6,00 4,50 5,00
(5,00-7,00) (3,00-6,00) (3,00-8,00)
Broj Zenskih mladunaca 3,50 5,50 4,00
(3,00-4,00) (5,00-6,00) (1,00-5,00)
Postotak muskih mladunaca (%0) 63 44 62
(56-70) (33-55) (43-83)
Postotak Zenskih mladunaca (%) 37 56 38
(30-44) (45-67) (17-57)
Masa legla (g) 64,4 65,5 42,0
(58,6-70,1) (65,5-65,5) (38,8-45,2)
Masa muskih mladunaca (g) 42,1 36,5 26,9
(34,5-49,7) (36,5-36,5) (20,7-33,0)
Masa Zenskih mladunaca (g) 22,3 29,0 15,2
(20,4-24,1) (29,0-29,0) (5,80-24,5)

Rezultati su prikazani kao medijani s rasponom najmanje do najvece vrijednosti u zagradi.
Uspjesnost parenja izrazena je s 0 i 1 (0- neuspjesno, 1- uspjesno).

4.6. Razine steroidnih hormona u serumu Zenskih potomaka F1 generacije u

pubertetu

Koncentracije testosterona u serumu Zenskih potomaka F1 generacije u pubertetu prikazane su

u tablici 6. Nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika izmedu pokusnih skupina.
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Tablica 6. Koncentracije testosterona (ng/mL) u serumu zZenskih potomaka F1 generacije u
pubertetu prenatalno izlozenih a-cipermetrinu u dozi od 1 (a-cypl), 10 (a-cyp10) i 19 mg/kg
tj. m./dan (a-cypl9), dietilstilbestrolu u dozi od 10 pg/kg tj. m./dan (pozitivna kontrola — PK) i

vodi (negativna kontrola — NK) od 6. dana graviditeta (DG) do okota, 1 mL/dan, per os.

a-cypl9

Pokusne skupine a-cypl0

Koncentracije
testosterona 0,460 + 0,375
ng/mL
Rezultati su prikazani kao aritmetic¢ke sredine uz pripadajuce standardne devijacije.

0,489 + 0,196 0,542 £ 0,146

0,512 £ 0,140

0,610 £ 0,333

Koncentracije estradiola u serumu Zenskih potomaka F1 generacije u pubertetu prikazani su u

tablici 7. Izmedu pokusnih skupina nije bilo statisticki znacajnih razlika.

Tablica 7. Koncentracije estradiola (pg/mL) u serumu Zenskih potomaka F1 generacije u
pubertetu prenatalno izlozenih a-cipermetrinu u dozi od 1 (a-cypl), 10 (a-cypl0) i 19 mg/kg
tj. m./dan (a-cypl9), dietilstilbestrolu u dozi od 10 pg/kg tj. m./dan (pozitivna kontrola — PK) i
vodi (negativna kontrola — NK) od 6. dana graviditeta (DG) do okota, 1 mL/dan, per os.

Pokusne skupine

eKs(t):;Sir:)tI;acue 7,97 7,68 6,01 10,8 8,32
(2,38-23,5) (5,08-38,6) (3,64-18,6) (4,33-44,4) (3,78-15,7)

(pg/mL)
Rezultati su prikazani kao medijani s rasponom najmanje do najvece vrijednosti u zagradi.
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5. Rasprava

Postojeca istrazivanja pokazuju da insekticidi nisu bezopasni za ljudsko zdravlje te da se svaki
insekticid mora Kkoristiti s velikim oprezom. Budu¢i da se radi 0 uobiCajeno koristenim
proizvodima koji su oznaceni kao sigurni za ljudsku upotrebu, potrebna su temeljita istrazivanja
koja se fokusiraju na dugoro¢ne fizicke, neurorazvojne, neurobihevioralne, reproduktivne i
opasnosti povezane s rakom, koje ovi piretroidi predstavljaju za skupine stanovnistva s niskim
1 visokim rizikom za razvoj bolesti. Svjetska zdravstvena organizacija preporucuje upotrebu

samo tri derivata pesticida iz skupine piretroida, a to su deltametrin, permetrin i a-cipermetrin
(Chrustek i sur. 2018).

Zbog slozenosti Zenskog reproduktivnog sustava, koji ukljucuje niz medusobno ovisnih i
povezanih funkcija, ucinci na zenske reproduktivne funkcije rijetko su proucavani (Thomas
1996).

Cilj ovog rada bio je po prvi puta istraziti utjecaj sintetskog piretroida a- cipermetrina na
parametre endokrine disrupcije reprodukcije majki Wistar Stakora te parametre endokrine
disrupcije razvoja i reprodukcije Zenskih potomaka F1 generacije izlozenih a- cipermetrinu

tijekom gestacije.

Do sada je uglavnom proucavana izlozenost odraslih jedinki piretroidima i dostupno je vrlo
malo informacija o u¢incima izloZenosti tijekom kriti¢nih razdoblja u razvoju, kao S§to su
razdoblja trudnoce i laktacije. Trenutno postoji malo podataka o reproduktivnom razvoju i
plodnosti perinatalno izlozenih potomaka kao i o mogucem prenoSenju ucinaka sintetskih
piretroida preko zenske zametne linije, koji se baziraju uglavnom na istrazivanjima izlozenosti

cipermetrinu (Singh i sur. 2019).

Cipermetrin obi¢no sadrzi 20-40% a-cipermetrina. a-cipermetrin obuhvaca dva toksikoloski
najaktivnija izomera cipermetrina. a-cipermetrin i cipermetrin kvalitativno su sli¢ni u svojoj
toksi¢nosti i metabolizmu, ali kako je omjer izomera u komercijalnim proizvodima
cipermetrina varijabilan, toksi¢nost im varira. NOEL (eng. no observable effect level) za a-
cipermetrin je nizi od onog za cipermetrin. ADI (eng. acceptable daily intake) koji je prethodno
utvrden za a -cipermetrin mogao bi se primijeniti za oba spoja obzirom da je a-cipermetrin
ovisiti o komercijalnom izvoru, zbog ¢ega je tesko utvrditi koji od ova dva spoja ima znacajniji

toksi¢ni u¢inak na organizam (Inchem.org 2004).
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U provedenom istrazivanju majke Wistar Stakora tretirane visim dozama o -cipermetrina imale
su smanjene priraste tjelesnih mase tijekom gestacije, sto ukazuje na Stetne ucinke veéih doza
spoja na regulaciju tjelesne mase. Dobiveni rezultati su u skladu s rezultatima sli¢nih

istrazivanja na piretroidima.

Istrazivanje Sangha i sur. (2011) pokazalo je da je izloZenost odraslih albino Zenki Stakora
cipermetrinu u dozi od 50 mg/kg tjelesne tezine u razdoblju od 2 do 4 tjedna utjecala na

promijenjene tjelesne teZine i tezine organa u usporedbi s kontrolama.

U nasem istrazivanju nije pokazano da izloZenost majki Stakorica visokoj dozi a-cipermetrina
tijekom gestacije utjece na reproduktivni razvoj F1 zenskih potomaka, dok je istrazivanje Singh
i sur. (2019) pokazalo da perinatalna izlozenost dozi od 25 mg/kg tj. m./dan cipermetrina moze
utjecati na zakaSnjelo otvaranje vagine, krac¢e razdoblje proestrusa i duze razdoblje estrusa s
ukupnim smanjenjem u duljini estrusnog ciklusa u odrasloj dobi F1 generacije Zenskih

potomaka.

Nekoliko istrazivanja pokazalo je da odredeni piretroidi i njihovi metaboliti imaju potencijalno
znacajnu ulogu u ometanju endokrinih funkcija kod Zena. Piretroidi mogu imitirati ili inhibirati
djelovanje estrogena, najvjerojatnije direktnim vezanjem na estrogenski receptor (ER), mogu
djelovati poput estrogena na druge nacine koji ne ukljucuju direktna vezanja na ER te kao

endokrini modulatori (Marettova i sur. 2017).

U ovom istrazivanju nisu pronadene promjene u koncentracijama steroidnih hormona
estradiola 1 testosterona u serumu zenskih mladunaca F1 generacije u pubertetu, izloZzenih

prenatalno a-cipermetrinu.

Perinatalna izlozenost cipermetrinu u dozama od 1 i 25 mg/kg tj. m./dan uzrokovala je
promijenjene razine estradiola i testosterona u serumu zenskih mladunaca F1 generacije u
peripubertetskoj i odrasloj dobi. Navedene promjene u razinama steroidnih hormona u
skupinama izlozenima cipermetrinu mogu biti uzrokom gubitka zametka prije i nakon

implantacije, produljenog vremena parenja te smanjene plodnosti (Singh i sur. 2019).

U istrazivanju kojeg su proveli Obinna i Kagbo (2017) utvrdeno je da B —cipermetrin nije imao
znacajan uc€inak na estrusni ciklus i razine spolnih hormona u serumu odraslih Zenki albino

Stakora.
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6. Zakljucak
U ovom su radu po prvi puta istrazeni u¢inci peroralne prenatalne izloZenosti a-cipermetrinu
na parametre endokrine disrupcije reprodukcije majki Wistar stakora te na parametre endokrine

disrupcije razvoja i reprodukcije Zenskih potomaka F1 generacije.
Rezultati ovog istrazivanja upucuju na sljedece zakljucke:

e peroralna izloZenost o-cipermetrinu tijekom gestacije blago smanjuje prirast
tjelesnih masa majki Wistar Stakora, a nije uocen znacajan utjecaj na potro$nju
hrane

e peroralna izloZenost a-cipermetrinu tijekom gestacije nije utjecala na parametre
endokrine disrupcije reprodukcije majki Wistar stakora pri okotu

e prenatalna peroralna izlozenost a-cipermetrinu utjecala je na vrijednosti anogenitalnog
razmaka u zenskih potomaka F1 generacije

e prenatalna peroralna izlozenost a-cipermetrinu nije utjecala je na ulazak u pubertet u
zenskih potomaka F1 generacije

e prenatalna peroralna izlozenost a-cipermetrinu nije utjecala na parametre endokrine
disrupcije reprodukcije zenskih potomaka F1 generacije

e prenatalna peroralna izlozenost a-cipermetrinu nije utjecala na razine steroidnih
hormona, testosterona i estradiola, u serumu Zenskih potomaka F1 generacije u

pubertetu

Na temelju dobivenih rezultata moZemo zakljuciti da peroralna izlozenost a-cipermetrinu
tijekom gestacije ne utjece na reprodukciju majki Wistar Stakora. Takoder, prenatalna
izloZenost a-cipermetrinu ima neznatan utjecaj na razvoj Zenskih potomaka F1 generacije, a
utjecaj na reprodukciju nije pronaden kao ni na razine steroidnih hormona u serumu u
pubertetu. Buduc¢i da trenutno nema provedenih istrazivanja 0 uéincima o-cipermetrina kao
endokrinog disruptora na razvoj i reprodukciju zenki Stakora, dobiveni rezultati predstavljaju

vrijedan doprinos istrazivanjima djelovanja a-cipermetrina kao endokrinog disruptora.
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8. Zivotopis

Rodena sam u Zagrebu, ali odrastam u Ivani¢ Gradu gdje pohadam opéu gimnaziju Ivan Svear. Upisujem se
na Odjel za biologiju na Sveucilistu Josipa Juraja Strossmayera u Osijeku, gdje stjeCem zvanje sveuciliSne
prvostupnice biologije (univ. bacc. biol.). U Osijeku sudjelujem u organizaciji radionica pod nazivom Pijani
mozak na 16. Tjednu mozga i volontiram unutar studentskih organizacija za vrijeme ostalih projekata
popularizacije znanosti. Takoder sudjelujem u projektu "Solidarnost za okolis" (SOLEN), projekt koji
financira Erasmus +Program EU i organiziran je od strane udruge EKO (Grupa za poduzetnistvo i socijalnu
ekonomiju) iz Atene. Fakultetsko obrazovanje nastavljam na Prirodoslovno-matematickom fakultetu u
Zagrebu i upisujem diplomski studij Eksperimentalna biologija smjer Fiziologija i imunobiologija.
Laboratorijsku stru¢nu praksu stjecem kod profesora Damira Miheli¢a na Veterinarskom fakultetu u Zagrebu
na Odjelu za patologiju. Za vrijeme studija volontiram kod profesorice Ane Galov, na projektu CIGRA.
Polazem specijalizirani tecaj za rad sa laboratorijskim zivotinjama u sklopu predmeta Laboratorijske Zivotinje
U znanosti.
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