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1. Uvod



1.1 Definicija pesticida

Pojam pesticid definira se kao aktivne tvari i mjeSavine koji sadrze jednu ili vise aktivnih
tvari priredenih u obliku u kojem se isporucuju korisniku s namjerom uniStavanja, suzbijanja,
kontroliranja svih Stetnih organizama kemijskim ili bioloskim putem (98/8/EC). Ovaj pojam
se prema regulativi Europske komisije i Republike Hrvatske razdjeljuje s obzirom na mjesto
primjene na biocide i sredstva za zastitu bilja. Biocidi su pesticidi koji se koriste u javnom
zdravstvu za dezinfekciju, dezinsekciju, deratizaciju i deodorizaciju prema tumacenju
Hrvatskog zavoda za toksikologiju. Nadalje, sredstva za zastitu bilja su pesticidi koji se
koriste u poljoprivredi i vrtlarstvu. Biocidi ili sredstva za zastitu bilja sastoje se od dvije
komponente. Primarna komponenta je djelatna tvar koja ima toksi¢ni ucinak na odabrani
organizam, te druga komponeta koju ¢ine razli¢iti dodaci kao $to su otapala, razrijedivaci,
emulgatori, rasprSivacéi i potencijatori. Svrha dodataka je omoguciti u¢inkovitiju primjenu i
djelovanje aktivne tvari, no ponekad ima za svrhu pojacavanje samog toksi¢nog ucinka.
Ovisno 0 dodacima, formulacija kona¢nog proizvoda moze se razlikovati pa postoje
koncentrati za emulziju, suspenziju ili otopinu, mociva prasiva, vodotopive granule, prasiva,

granule ili mikrogranule (Cox i Surgan, 2006).

1.2. Potrosnja pesticida

Trenutno na svjetskom trzistu postoji oko 1500 aktivnih tvari s viSe od 2500 razli¢itih
pripravaka pesticida (BCPC, 2009). Sluzbeni podaci Organizacije za hranu i poljoprivredu
Ujedinjenih naroda (FAO) za 2001. godinu govore o potro$nji preko 1.100.000 tona aktivnih
tvari na svjetskoj razini. Na herbicide se odnosilo 46% svjetske potrosnje, 26% na insekticide,
26% na fungicide i baktericide, a 2% na ostale skupine aktivnih tvari. U Europskoj Uniji
utroSeno je preko 320.000 tona, za SAD i Kanadu ta potrosnja iznosila je 390.000 tona,
Srednju i Juznu Ameriku 280.000 tona, u Aziji je potroSeno 180.000 tona, u Africi 44.000
tona, te u Australiji i Oceaniji 120.000 tona (FAOStat, 2010).

Podatke za potrosnju pesticida na podrucju Republike Hrvatske tesko je sakupiti. U Hrvatskoj
u 2004. godini prema objavljenim podacima proizvedeno je 3.840 tona djelatne tvari (APO,
2010). Najnoviji podaci za Hrvatsku od strane FAOStata govore o godi$njem uvozu oko
1.500 tona aktivne tvari. Iz navedenih podataka moze se procijeniti da godiSnja potros$nja
iznosi oko 4.500 tona djelatnih tvari. U procijenjenoj potrosnji 50% bi zauzimali herbicidi.
Prikupljeni podaci za Hrvatsku ne mogu se smatrati pouzdanima zbog neadekvatnog

sakupljanja podataka.
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1.3. Podjela pesticida

Postoji nekoliko nac¢ina podjele pesticida. Jedna od podjela je s obzirom na djelovanje aktivne
tvari na ciljnu skupinu organizama. Na taj nacin, pesticidi su razvrstani u skupine, a
najznacajnije su: akaricidi: za suzbijanje grinja, algicidi: za suzbijanje rasta algi, avicidi:
koriste se za odbijanje ptica od usjeva, baktericidi: sprjeCavanje rasta bakterija, fungicidi:
sprijeCavanje rasta gljivica, herbicidi: za suzbijanje korova, insekticidi: za suzbijanje Stetnih
kukaca; rodenticidi: za suzbijanje glodavaca (BCPC, 2009).

S obzirom na kemijsku strukturu aktivne tvari postoji 40-tak skupina (Anwar, 1997) od cega
su najbrojnije skupine aromatskih pesticida, fenoksi herbicida, karbamatnih pesticida,
organosfosfornih pesticida, organoklorina, pesticida na bazu uree i triazinskih pesticida.
Unutar pesticida, biocidi, temeljem regulative 98/8/EC su razvrstani na 1) dezinficijense i
biocidne pripravke opée namjene, 2) konzervanse, 3) pripravci za suzbijanje Stetocinja, 4)
ostali biocidni pripravci. Sredstva za zastitu bilja koja su druga skupina spojeva unutar
pesticida prema regulativi 91/414/EEC nemaju detaljnije razradenu podjelu od one koja se

odnosi na same pesticide.

1.4. Stetni uéinci biocida na ljudski genom

Visoka potro$nja biocida povecava rizik izlozenosti ljudske populacije jer Stetno djelovanje
nije ograni¢eno samo na ciljane organizme. Ucinci se mogu uoditi i na nizim razinama
organizacija tj. na sustavima organa, tkiva 1 stanica, no 1 na makromolekulama kao S§to je
DNA. Primarna oste¢enja koja nastaju izravno interakcijom genotoksi¢nih tvari s DNA su
jednolancani lomovi, alkilirane baze, adukti, medulancane veze, kemijsko vezanje DNA s
proteinima, abazi¢na mjesta i oksidativne promjene baza. Dokazana je povezanost izmedu
povecanja razine primarnih lezija i izlozenosti organofosfatima (Kisby i sur., 2009). Takoder,
Bhalli i sur. (2009) ukazali su izloZenost mjeSavinama pesticidnih formulacija povecava
razinu primarnih oste¢enja DNA. Castillo-Cadena i sur. (2006) utvrdili su da izlozenost
fungicidima i insekticidima iz skupina karbamata i organofosfata ispoljava jednak ucinak na
genom. Nepopravljene primarne lezije (kao S§to su DNA adukti i medulanc¢ane veze) ometaju
replikaciju $to dovodi do pucanja lanaca DNA 1 nastanka kromatidnih lomova. Nadalje,
uslijed dodatnog gubitka aktivnosti topoizomeraze Il djelovanjem pesticida mogu¢ je i
nastanak sekundarnih o$tecenja kao $to su kromosomski lomovi (Maynard i sur., 2009). Post-
replikacijski mehanizmi popravka preko specificnog mehanizma koji je sklon pogreskama

(engl. error-prone repair) prevode kromosomske lomove u kompleksnije rearanzmane kao
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Sto su kromatidne izmjene, dicentri¢ni kromosomi i translokacije (Obe i sur., 2002). Tako je
utvrdeno da kao posljedica interakcije DNA s pesticidima mogu nastati mutacije gena,
strukturne i numericke promjene kromosoma, te promjene u organizaciji interfaznog
kromatina (Hoffmann, 1996). Kourakis i sur. (1996) u limfocitima osoba izlozenih
organofosfatima, karbamatima i organoklorinima utvrdili su poveéanu ucestalost
oligocentri¢nih i prstenastih kromosoma, a Steenland i sur. (1997) pruzili su dokaze da ta
oStecenja nastaju uslijed izlozenosti fungicidima kaptanu i mankozebu, te organofosfatnom
insekticidu klorpirifosu. Pojavu dicentricnih kromosoma uslijed izloZenosti herbicidima
atrazinu, alakloru, 2,4-D-u i insekticidu malationu dokazuju Zeljezic i Garaj Vrhovac (2001).
Poveéana ucestalost stvaranja mikronukleusa kao manifestacije kromosomskih ostecenja
povezana je s izlozenosti piretroidima i organofosfatima (Kehdy i sur., 2007), organoklornim
pesticidima (Ennaceur i sur., 2008), te slozenim mjesavinama formulacija (Ali i sur., 2008).
Znacaj primarnih oSteéenja u kancerogenezi proizlazi iz ranije napomenute mogucénosti
njihovog prevodenja u sekundarna ostec¢enja. Jednolancani lomovi, alkilirane baze, abazi¢na
mjesta, oksidacijske lezije popravljaju se mehanizmom izrezivanja baze (BER), dok se
medulancane veze i adukti DNA popravljaju mehanizmom izrezivanja nukleotida (NER).
Maynard 1 sur. (2009) i Felix 1 sur. (2006) dokazali su da prolazni lomovi DNA prouzroceni
enzimatskim djelovanjem unutar BER mehanizma i oksidacijske lezije uzrokovane
reaktivnim vrstama kisika (ROS) dovode do gubitka funkcije topoizomeraze 11, te se mogu
prevesti u trajne dvostruke lomove DNA (DSB). Postoje tri mehanizma DSB popravka i
popravak spajanjem nehomolognih krajeva (NHEJ) koji mogu dovesti do nastanka
translokacija kao kompleksnih oSte¢enja kromosoma. Takoder, Obe 1 sur. (2002) navode
moguénost prevodenja DSB u dicentricne kromosome preko NHEJ mehanizma popravka i
ektopne homologne rekombinacije. Iz toga proizlazi da se visoka razina primarnih ostecenja
DNA serijom mehanizama koji su skloni pogreskama prevode u kromosomske aberacije 1
translokacije tj. predstavljaju potencijalni rizik za integritet genoma.

Nadalje, u posljednjih par godina objavljeno je vise studija koje povezuju poveéan rizik od
razvoja limfoma, leukemija, genitalnih karcinoma s izloZenosti metribuzinu, butilatu,
triazolnim fungicidima, organoklornim pesticidima i fenoksi kiselinama (De Lancey i sur.,
2009; Lynch i sur., 2009; Orsi i sur., 2009; Boers i sur., 2010). Djelovanje agenasa koji
povecavaju rizik od razvoja novotvorina uocen je i uslijed dugotrajne izloZenosti s-etil
dipropiltiokarbamatu (EPTC), pendimetalinu, aldikarbu, alakloru, Klorpirifosu, cijanazinu,
karbofuranu i glifosatu (Dich i sur., 1997). Detaljniji prikaz studija koje su ukazale na

povezanost pesticida i razvoja neoplasti¢nih oboljenja dan je u Tablici 1.
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Tablica 1. Recentne

studije koje povezuju izlozenost pesticidima s razvojem razlicitih tipova

karcinoma.
- . Tip/
Pesticid Populacija . . Referenca
mjesto karcinoma
— - van Bemmel i sur.,
EPTC poljoprivrednici kolon 2008
Trifluralin poljoprivrednici kolon Kang i sur., 2008

Fenoksi herbicidi

radnici u proizvodnji

mijeloidna leukemija

van Maele-Fabry i sur., 2008

EPTC - - - - - .
— ; poljoprivrednici gusteraca Andreotti i sur., 2009
endimetalin
Metribuzin poljoprivrednici ne-Hodgkinov limfom DeLancey i sur., 2009
(NHL)
prostata
Butilat poljoprivrednici Lynch i sur., 2009
NHL

Triazolni fungicidi

Herbicidi na bazi

Hodgkinov limfom

uree N - ..
Organoklomi poljoprivrednici - _ Orsi i sur., 2009
pesticidi leukemija vlasastih
Fenoksi herbicidi stanica
Organofosfati . .y
opca populacija akutna llmfok_)_lastlcna Rull i sur., 2009
Triazini leukemija
Permetrin poljoprivrednici multipli mijelom Rusiecki i sur., 2009

Fenoksi herbicidi

radnici u proizvodnji

urinarni trakt

genitalni

Boers i sur., 2010

Terbufos

poljoprivrednici

leukemije

NHL

pluéa

Bonner i sur., 2010

1.5. Citogeneti€ke metode za istrazivanje Stetnih u€inaka

1.5.1. Komet test
Komet test su prvi put opisali Ostling i Johanson 1984. godine. Pet godina kasnije, Olive

(1989) te Singh i sur. (1988) objavili su dvije razliCite verzije izvorne metode, kojima je

znatno povecana osjetljivost u detekciji oStecenja molekule DNA. Komet test koji se izvodi u

alkalnim uvjetima omogucava detekciju velikog broja razli¢itih tipova oSte¢enja genoma

(jednolancani i dvolan¢ani lomovi DNA, nepotpuni ekscizijski popravak, medulanc¢ane veze u

molekuli DNA, adukti, apurinska i apirimidinska mjesta, kemijsko vezanje DNA s
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proteinima, medulancane veze, oksidativna o$te¢enja baza). Stanice se uklapaju u agarozni
gel na mikroskopskom preparatu 1 zatim se liziraju puferom koji  sadrzi
etilendiamintetraoctenu kiselinu (EDTA) u svrhu Kkeliranja dvovalentnih kationa metala
vaznih za stabilizaciju membrana i kataliticku aktivnost nukleaza, detergent Triton-X u svrhu
razbijanja lipidnog dvosloja te visoku koncentraciju soli s ciljem uklanjanja histona i ostalih
topivih proteina. Time u gelu zaostaje izolirana superzavijena DNA vezana uz jezgreni
matriks. U denaturacijskom puferu koji sadrzi EDTA i NaOH sa svrhom postizanja visoke
vrijednosti pH (~13) dolazi do denaturacije DNA. Vodikove veze izmedu lanaca DNA
pucaju, zbog negativnog naboja lanci se odbijaju, zapocinje rotacija i razmatanje molekule
DNA. Zbog rigidnosti okosnice Secer-fosfat rotacija razvija velike tenzije u samim lancima te
na mjestima lezija koje otezavaju razmatanje (medulancane veze u molekuli DNA, adukti,
apurinska i apirimidinska mjesta, DNA-protein veze) dolazi do induciranja jednolan¢anih
lomova. Lezije koje se na taj nacin prevode u jednolancane lomove zajedni¢kim imenom zovu
se mjesta nestabilna u luznatoj sredini (engl. alkali labile sites).

U podrucju loma gubi se visoko organizirana struktura kromatina i negativna superzavijenost
DNA te dolazi do opustanja om¢i (engl. loops). Tijekom elektroforeze elektri¢no polje iz
klupka genomske DNA izvlaci opusStene omce i oslobodene krajeve/fragmente DNA prema
pozitivno nabijenoj anodi. Uslijed putovanja kroz gel DNA stvara strukturu koja se nakon
bojanja fluorescentnom bojom moze vidjeti uz koristenje epifluorescentnog mikroskopa, a
podsjeca na komet.

Dva su osnovna parametra koja se mjere ovom tehnikom u svrhu procjene stupnja oste¢enja
genomske DNA. To su a) duzina repa kometa koja se mjeri od sredine glave kometa do kraja
repa i b) intenzitet fluorescencije repa. Duzina repa predstavlja udaljenost na koju je ostecena
DNA otputovala u elektrinom polju. Sto je vise ostecenja, veéi dio genoma nalazi se u obliku
opustenih om¢i i slobodnih fragmenata DNA te ih je moguce izvuéi iz genomske DNA na
vecéu udaljenost. Intenzitet repa izravna je mjera za postotak molekule DNA koja je iz jezgre
otputovala u rep kometa. Upravo zbog navedene teorije nastanka repa, Collins (2004) sugerira
da je intenzitet repa relevantniji pokazatelj oSte¢enja DNA u odnosu na duZinu repa.

U svrhu bolje specifikacije oste¢enja DNA koja se mogu detektirati komet testom uvedene su
i modifikacije same metode. Nakon liziranja stanica, a prije denaturacije DNA mikroskopski
preparat se inkubira endonukleazom sa specificnim djelovanjem na pojedine lezije. U
otkrivanju oksidacijskih lezija 8-okso-gvanina i formamidopirimidina koristi se 8-okso-
gvanin DNA glikozilaza (OGG1). Glikozilaza kao enzim popravka oste¢enja DNA,

prepoznaje oksidativne lezije te ih uklanja ostavljaju¢i abazi¢na mjesta. Daljnjom

18



ekscizijskom aktivnosti AP endonukleaze abazicna mjesta se uklanjaju te zaostaju lomovi
DNA koji su zatim mjerljivi komet testom. Preparati se inkubiraju OGG1 glikozilazom nakon
liziranja stanica, a prije denaturacije DNA. Uobicajena je praksa tretirati paraleleno dva
preparata, jednog samo s puferom, a drugog s enzimom. Parametri koji su izmjereni na
preparatu inkubiranom samo s puferom predstavljaju bazi¢no osteCenje DNA. Rezultati s
drugog preparata inkubiranog s glikozilazom predstavljaju oSte¢enja DNA uvecana za
oksidativne lezije. Razlika mjerenih parametara izmedu ta dva preparata predstavlja
oksidacijsko oste¢enje DNA (Collins, 2009).

Takoder, jo$ jedna modifikacija komet testa je i povezivanje s fluorescencijskom
hibridizacijom in situ (FISH). FISH omoguc¢ava vizualizaciju i kvantifikaciju kromosoma,
gena ili odredene sekvence DNA. Kvantificiranjem FISH signala i odredivanjem njegova
pojavljivanja u glavi tako i/ili u repu kometa moze se govoriti o nastanku primarnog oSte¢enja
u odredenim sekvencama. Za odredivanje lokalizacije signala u kometu mora se izmjeriti
vrijednost kumulativnog intenziteta fluorescencije svih toc¢aka. Signal se moze lokalizirati tek
ako ukupni intenzitet svih tocaka u glavi ili repu odgovara intenzitetu neoSte¢enog genskog

lokusa (lourov i sur., 2005).

1.5.2. Mikronukleus test
U posljednjih 5 godina mikronukleus test je postao najpouzdanija citogeneticka metoda za

otkrivanje potencijalnih karcinogenih agenasa (Cavallo i sur., 2009). Stetni ué¢inci kemijskih
agenasa na genom koji su vidljivi u obliku mikronukleusa poznati su ve¢ 40 godina (Matter i
Schmid, 1971). Mikronukleus je sitna kromatinska struktura vidljiva u citoplazmi interfaznih
stanica s promjerom do 1/3 promjera jezgre. Despiralizacijom, dekondenzacijom i
zaokruzivanjem nepopravljenih ili krivo popravljenih kromosomskih oSte¢enja membranom
nakon diobe stanice nastaje mikronukleus od:

i.  kromosomskih fragmenata koji nastaju kao posljedica indukcije DNA lomova te
njihovog zaostajanja u anafazi zbog nedostatka centromere na koju bi se moglo vezati
diobeno vreteno

ii. cijelih kromosoma koji zaostaju u anafazi zbog oSteCenja diobenog vretena ili
kinetohornog proteina (Fenech, 2007).

Nakon zavrsetka mitoze, jedna od stanica kceri ima manjak, a druga stanica koja sadrzi
mikronukleus ima viSak geneticke informacije. Dva razli¢ita mehanizma genotoksi¢nosti

mogu se razlikovati koriStenjem mikronukleus testa:
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I.  klastogeni mehanizam - izravna interakcija agensa i DNA, vecinom rezultira
mikronukleusom koji sadrzava kromosomske fragmente
ii.  aneugeni mehanizam - interakcija agensa s proteinima diobenog vretena dovodi do
genomske nestabilnosti zbog aneuploidije. Uslijed djelovanja agensa ovakvim
mehanizmom mikronukleus ¢e sadrzavati cijele kromosome (Muller i sur., 2008).
Bolja ucinkovitost mikronukleus testa u otkrivanju genotoksi¢nih agenasa dobivena je
uvodenjem dodatnih kriterija analize koju su predlozili Fenech i sur. (2003). U evaluaciji
genotoksi¢nog potencijala, pored mikronukleusa broje se i druge aberantne strukture
kromatina kao S$to su jezgreni pupovi i nukleoplazmatski mostovi. Jezgreni pupovi su
kromatinske strukture vidljive kao izdanci jezgre. Nastaju u procesu eliminacije: a)
genomskih regija koje sadrze amplificirane gene povezane s metabolizmom ili rezistencijom
na egzogene kemikalije zbog dugotrajne izlozenosti, b) enzimatskih kompleksa koji sudjeluju
u popravku DNA (engl. DNA-repair complexes). Nukleoplazmatski mostovi poticu od: a)
dicentricnih kromosoma tijekom anafaze ukoliko dode do povlacenja svake od centromera
prema suprotnom polu stanice kromosom ostaje nerasporeden i povezuje dvije novonastale
jezgre, b) kromosoma nastalih telomernom fuzijom. Uslijed opterecenosti stanice agensom
dolazi do prekomjernog skracivanja telomernih sekvenci TTAGGG koje ostaju nezavrSene
(engl. uncapping) te ih mehanizam popravka NHEJ prepoznaje kao DSB i uklanja dovodeéi
do formiranja nukleoplazmatskog mosta (Fenech, 2007).
Nadogradnja mikronukleus testa primjenom tehnike FISH daje detaljniju informaciju o
porijeklu aberantnih kromatinskih struktura i dijelovima genoma koji ih tvore. Na taj nacin
moguce je utvrditi koja je kromosomska regija ili specificni kromosom sadrzan u
mikronukleusu, jezgrenom pupu i mostu, sadrzi li mikronukleus ¢itav kromosom te je li
nukleoplazmatski most nastao telomernom fuzijom ili nerasporedivanjem dicentricnog

kromosoma na polove (Norppa i Falck, 2003).

1.6. Svojstva korisStenih pesticida

1.6.1. Glifosat
Glifosat pripada skupini organofosfornih herbicida. Puni naziv po IUPAC-u glasi N-

(fosfonometil) glicin, a molekulska formula mu je C3HgNOsP.
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Slika 1. Strukturna formula N-(fosfonometil) glicina

Koristi se kao neselektivni postklijni organofosforni herbicid Sirokog spektra koji suzbija
Sirokolisne korove (Smith i Oehme, 1992). U biljkama inhibira biosintezu aromatskih
aminokiselina fenilalanina, tirozina i triptofana (Dimitrov i sur., 2006). Najvisa koncentracija
koja ne dovodi do patoloskih promjena na organizmu (NOEL, engl. No Observed Effect
Level) - za glifosat kod 3. generacije Stakora iznosi 10 mg/kg/dan (EPA, 1993). Subkroni¢na
oralna razina izloZenosti toksikantu koja se smatra sigurnom za zdravlje (RfD, engl. Referent
Dose) - iznosi 0,1 mg/kg/dan (EPA, 1995a). Vrijednost ADI (engl. Acceptable Daily Intake -
koli¢ina koja se moze dnevno unositi cijeli Zivot bez rizika za zdravlje) iznosi 0,3 mg/kg/dan
(EPA, 1993). REL (engl. Residential Exposure Level - razina izlozenosti toksikantu koja je
dopustena u mjestu stanovanja, ukljuc¢uje skupno izlozenost u vodi, hrani 1 zraku) iznosi 1,75
mg/kg/dan (EPA, 1996). OEL (engl. Occupational Exposure Limit - razina izloZenosti koja je
dopustena za profesionalno izlozene populacije) vrijednost nije uniformna i iznosi 0,0016-
0,16 mg/kg/dan (Rubin, 1996). LDsg glifosata pri oralnoj intoksikaciji Stakora iznosi od 5600
mg/kg/dan (Rubin, 1996).

1.6.2. Terbutilazin
Terbutilazin pripada skupini klorotriazinskih herbicida. Puni naziv prema IUPAC-u glasi N

tert-butil-6-klor-N*-etil-1,3,5-triazin-2,4-diamin, a molekulska formula mu je CoH16CING.
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Slika 2. Strukturna formula N2-tert-butil-6-klor-N*-etil-1,3,5-triazin-2,4-diamin

Koristi se za suzbijanje korova u usjevima kukuruza, Secerne repe, maslina i ananasa. U
biljkama inhibira protok elektrona u fotosustavu Il u tilakoidnim membranama kloroplasta
(Gebel i sur., 1997).

NOEL za terbutilazin iznosi 2,3 mg/kg/dan (EPA, 1995b). Vrijednosti RfD i ADI su jednake,
te iznose 0,00035 mg/kg/dan (EPA, 1995b). REL iznosi 0,00048 mg/kg/dan (EPA, 1995b).
Vrijednost za OEL iznosi 0,0048 mg/kg/dan (EPA, 1995b). LDso terbutilazina pri oralnoj
intoksikaciji Stakora iznosi najmanje 1503 mg/kg/dan (EPA, 1995b).

1.6.3. Karbofuran
Karbofuran pripada skupini karbamatnih insekticida. Puni naziv po IUPAC-u glasi 2,3-

dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-il metilkarbamat, a molekulska formula mu je C12H15NOa.

Slika 2. Strukturna formula 2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-il metilkarbamat
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Koristi se u suzbijanju insekata i nematoda koji se prehranjuju lis¢em kukuruza, uljane repice,
krumpira, soje, rize, kave, banane i drugih usjeva (BCPC, 2009). Karbofuran kod Stetocinja
inhibira razgradnju acetilkolinesteraze $to dovodi do nakupljanja acetilkolina u sinapsama
izlozenih organizama i nefunkcioniranje Zivcanog sustava (Usmani i sur., 2004).

Subkroni¢na oralna RfD iznosi 0,005 mg/kg/dan (EPA, 1994). ADI iznosi 0,01 mg/kg/dan
(EPA, 1994). REL iznosi 0,000214 mg/kg/dan (EPA, 2006). OEL iznosi 0,013 mg/kg/dan
(Hoover, 2007). LDso (koncentracija pesticida koja dovodi do smrtnosti 50% tretiranih
zivotinja) karbofurana pri oralnoj intoksikaciji za Stakore nije uniformna i iznosi od 5-13

mg/kg (Kidd i James, 1991).

1.7. Obrazlozenje teme

Veéina ljudske populacije u svakodnevnom Zzivotu je kroz hranu, vodu i zrak izlozena niskim
razinama pesticida pri kojima nema uo€ljivih akutnih simptoma toksi¢nosti. Dosadasnja
istrazivanja ukazala su da izloZenost pesticidima moze dovesti do Stetnih utjecaja na razini
genoma, do mutacije gena, strukturnih i numeri¢kih promjena kromosoma, te promjena u
organizaciji kromatina. Povecanje koli¢ine oste¢enja DNA uzrokuje genomsku nestabilnost
§to za posljedicu ima poviSenje rizika od nastanka razlicitih tipova karcinoma. Realne niske
razine izlozenosti mogu se grupirati oko toksikoloskih vrijednosti kao §to su ADI koju
susrecemo u svakodnevnoj (sigurnoj) izlozenosti raznim agensima, REL (rezidencijalna
izlozenost ljudi kroz hranu, vodu i zrak), te OEL (izloZenost osoba koje profesionalno
sudjeluju u proizvodnji i/ili koriStenju pesticida). Glavna ideja ovog istrazivanja bila je
provjeriti dolazi li do oSte¢enja DNA s navedenim toksikoloskim vrijednostima za koje se
smatra da nemaju Stetni uc¢inak na zdravlje ljudi. Istrazivanje u uvjetima ex vivo provedeno je
na primarnim i dugotrajnim kulturama limfocita ¢ovjeka za procjenu nastanka primarnih
oste¢enja DNA. Odabrane aktivne tvari su glifosat, terbutilazin i karbofuran. U svijetu je
vidljiv trend koristenja geneticki modificiranih (GMO) biljaka, od kojih je veliki broj otporan
na glifosat. Kao nezeljena posljedica koristenja ove aktivne tvari pojavila se i otpornost
korova na glifosat pa se predvida i daljnje povecanje njegove potroS$nje za suzbijanje korova.
U europskim zemljama jedan od najkoristenijih herbicida do 2006. godine bio je atrazin.
Zbog dugotrajnog zadrzavanja u vodi i teratogenog ucinka zabranjuje se koriStenje atrazina, a
kao njegova zamjena uvodi se terbutilazin. Posljednja aktivna tvar ispitivana u sklopu ovog
istrazivanja je karbofuran, a odabrana je jer se proizvodi i koristi u velikim koli¢inama u
Hrvatskoj. Budu¢i da vecina pesticida na trziSte ne dolazi kao c¢ista aktivna tvar ve¢ kao

formulacija zeljeli smo ispitati postoji li razlika u u€inku izmedu njih. Veéina tvari koja se
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unese u organizam prolazi proces detoksikacije (metaboli¢ke tranformacije) pa smo zbog toga
U uvjetima ex vivo koristili metabolicki aktivator (S9).

Primarna o$te¢enja DNA su prvotne promjene u strukturi genoma uslijed izlaganja vanjskom
agensu. Smatraju se biomarkerima izlozenosti te ukazuju na izlozenost jedinke Stetnom
agensu. S povecanjem razine primarnih oste¢enja DNA dolazi do porasta vjerojatnosti
njihovog prevodenja, mehanizmom koji je sklon pogreskama u sekundarna oste¢enja koja su
pokretaCi neoplasticnog rasta stanica. Ujedno, s obzirom da kao biomarkeri izloZenosti
pokazuju visoku korelaciju s dozom ksenobiotika pogodni su za procjenu genotoksi¢nog
ucinka pojedinih agenasa. Stoga smo, primjenom alkalnog komet testa pokusali procijeniti
genotoksi¢ni potencijal glifosata, terbutilazina i1 karbofurana. Primjenom komet testa
modificiranog enzimom hOGGI1 Zzeljeli smo procijeniti dolazi li do nastanka specifi¢nih
oksidativnih lezija te time razlikovati izmedu mehanizama izravne i neizravne (epigeneti¢ke)
genotoksi¢nosti. Ujedno, s obzirom da primarna oSte¢enja DNA predstavljaju rezervoar
potencijalnih lezija za nastanak sekundarnih oStecenja, rezultati alkalnog komet testa
neizravno su doprinjeli inicijalnoj prosudbi moguce kancerogenosti.

Detaljniji doprinos procjeni kancerogenosti dan je nadogradnjom alkalnog komet testa
tehnikom FISH-a. FISH-komet tehnikom ispitivali smo strukturnu stabilnost proto-onkogena
c-myc i tumor supresor gena TP 53 uslijed dugotrajne izloZenosti pesticidima. Navedeni geni
sudjeluju u regulaciji stani¢nog ciklusa, a njihove promjene u broju kopija, strukture i
ekspresije utvrdene su u neoplazijama povezanima s izloZenos¢u pesticidima.

Mikronukleus, kao manifestacija sekundarnih os$te¢enja, u biomonitoringu se smatra
pouzdanim biomarkerom izlozenosti za koji je pokazana znacajna razina korelacije s rizikom
razvoja neoplazija. Ponekad se mikronukleus svrstava i u biomarkere uéinka. Analiziranjem
sadrzaja mikronukleusa primjenom pancentromernih sondi istrazen je udio mikronukleusa
koji poti¢u od cijelih kromosoma. Time smo Zeljeli utvrditi razliku izmedu aneugenog i
klastogenog mehanizma djelovanja testiranih pesticida.

Saznanja koja smo dobili u uvjetima ex vivo zeljeli smo provijeriti i u uvjetima in vivo. Stoga
smo kod radnika koji profesionalno koriste pesticide istrazili utjecaj dugotrajne izlozenosti
primjenom pancentromernih sondi radi utvrdivanja aneugenog ili klastogenog mehanizma
djelovanja. Specifi¢no, primjenom sondi za kromosome X i Y Zeljelo se procijeniti dolazi li
do izraZenijeg gubitka spolnih kromosoma za koje je otprije utvrdena ucestala monosomija i

asomija u stanicama limfoma.
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2. Rezultati izvan znanstvenih radova
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Rezultati istrazivanja ovog doktorata koji prelaze okvire 3 znanstvena rada, i nisu prikazani u

spomenutim znanstvenim radovima, biti ¢e prikazani u ovome poglavlju.

2.1. Kratkotrajno izlaganje leukocita aktivnim tvarima i
formulacijama

U Tablicama 2-4 prikazani su rezultati komet testa na leukocitima izlaganim aktivnim tvarima
i formulacijama pesticida u trajanju od 4 sata. Statisticki znaCajni porast vrijednosti
parametara komet testa, u odnosu na kontrolu, uocen je nakon izlaganja formulaciji Mentor
ve¢ pri koncentraciji koja odgovara ekvivalentu REL neovisno o dodatku S9 (Tablica 2).
Nakon tretmana terbutilazinom i njegovom formulacijom Radazin razina primarnih osteéenja
DNA znacajno je porasla u ovisnosti o koncentraciji s i bez metabolicke aktivacije (Tablica
3). U Tablici 4 vidljiv je znacajni porast % DNA u repu kometa ve¢ od ekvivalenta OEL
uslijed tretmana karbofuranom i formulacijom Geocid.

Tablica 5 prikazuje znacajno oksidacijsko ostecenje u leukocitima tretiranim formulacijom
Mentor ve¢ od tretmana ekvivalentom REL, neovisno o dodatku mikrosomalne frakcije S9.
Tretman terbutilazinom i formulacijom Radazin nije zna¢ajno povisio vrijednosti parametara
komet testa modificiranog enzimom hOGGL1 (Tablica 6), dok je u tretmanima karbofuranom i
formulacijom Geocid znacajan porast duljine repa i % DNA u repu kometa vidljiv samo

nakon primjene najvisih ekvivalenata 1/100 LDso i 1/16 LDso (Tablica 7).

2.2. Mikronukleus test i FISH na primarnim kulturama
limfocita

Slike 1-3 prikazuju ukupni broj mikronukleusa (MN), jezgrenih pupova (NB) i
nukleoplazmatskih mostova (NPB) nastalih u primarnim kulturama limfocita uslijed 4 satnog
izlaganja formulacijama s 1 bez dodatka metabolicke aktivacije. Takoder, na istim slikama
prikazani su postoci centromernih i DAPI signala prisutnih u MN, NB i NPB.

Tretman formulacijom Mentor uzrokovao je znacajno povecanje broja MN u limfocitima veé
kod koncentracije koja je odgovara ekvivalentu REL. Postotak centromernih signala u MN
takoder raste ovisno o koncentraciji. Kod tretmana formulacijom Radazin znacajni porast
broja MN u limfocitima, kao i porast udjela MN koji sadrze centromerni signal, vidljiv je kod
primjene ekvivalenta OEL. Formulacija Geocid nije utjecala na porast broja MN kao ni

povecano izdvajanje centromernih signala u MN u odnosu na kontrolu (Slika 1). Sve tri
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formulacije nisu znacajno utjecale na porast broja NB i NPB u odnosu na kontrolu, kao ni

povecéano izdvajanje centromernih signala (Slike 2 i 3).

2.3. Dugotrajno izlaganje limfocita aktivnim tvarima i
formulacijama

Tablice 8-16 prikazuju rezultate izlaganja limfocita aktivnim tvarima i formulacijama u
trajanju od 14 dana. U Tablici 8 jasno je vidljivo da su sve aktivne tvari i njihove formulacije
znacajno utjecale na porast vrijednosti % DNA u repu kometa, neovisno o dodatku
metabolicke aktivacije.

Tretman glifosatom utjecao je na distribuciju signala za gen c-Myc pri izlaganju ekvivalentu
OEL. U stanicama tretiranim ekvivalentom OEL utvrdeno je povecano strukturno oStec¢enje
jedne ili obje kopije gena. Distribucija signala za centromeru kromosoma 8 (cen 8) u
limfocitima nije se znacajno promjenila u odnosu na kontrolu (Tablica 9). Nadalje, nakon
tretmana ekvivalentom OEL uocen je porast udjela limfocita s fragmentacijom jednog, ali i
oba signala za gen TP 53. KoriStenjem metaboli¢ke aktivacije zapazeno je znac¢ajno smanjenje
udjela neostecenih stanica, kao i1 porast broja stanica s jednim odnosno dva signala u repu.
Ovdje je uoCen 1 znacajni u€inak na migraciju signala za centromeru kromosoma 17 (cen 17)
nakon 14-dnevnog tretmana (Tablica 10).

Nakon izlaganja formulaciji Mentor statisti¢ki znacajno se povisio udio stanica s jednim, ali i
oba signala za c-Myc u repu kometa, neovisno o dodatku S9. Sto se ti¢e migracije signala za
cen 8, takoder je uoceno znafajno smanjenje broja neoStecenih stanica kao i udjela stanica s
oba signala u repu, neovisno o metaboli¢koj aktivaciji (Tablica 11). Udio neoStecenih stanica
sa signalom za gen TP 53 smanjuje se ovisno o dozi, a uocen je i porast udjela stanica s
jednim ili oba signala u repu kometa neovisno o primjeni S9. Zapazen je i statisti¢ki znacajno
veéi udio stanica u kojima je migrirao jedan, ali i oba signala za cen 17, u tretmanima s i bez
S9 (Tablica 12).

Nakon tretmana formulacijom Radazin uoceno je znacajno smanjenje udjela neosStecenih
stanica za gen c-Myc, porast udjela stanica s jednim, ali i oba signala u repu kometa neovisno
0 dodatku S9 frakcije (Tablica 13). U pogledu distribucije signala za cen 8, utvrden je
znacajno manji udio neosStecenih stanica, kao i porast broja stanica s jednim ili oba signala u
repu kometa. Rezultati za gen TP 53 prikazani su u Tablici 14 te je vidljivo da je tretman

formulacijom znacajno utjecao na smanjenje udjela neosteCenih stanica. Takoder, smanjio se
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udio stanica s jednim i oba signala u repu kometa neovisno o dodatku S9. Jednaki rezultati
dobiveni su i za dio kromosoma koji sadrzi cen 17.

Nakon izlaganja formulaciji Geocid uoceno je smanjenje broja stanica s oba signala u glavi za
gen c-Myc. Takoder, zapazeno je i znacajno poviSenje udjela stanica s jednim i oba signala u
repu kometa, neovisno o primjeni S9. Rezultati za cen 8 upucuju na znaajnu migraciju
jednog ili oba signala u rep (Tablica 15). Tretman formulacijom utjecao je na smanjenje
udjela neostecenih stanica, kao i pove¢anu migraciju oba signala u rep kometa. Primjena S9
uzrokovala je znacajnu migraciju jednog TP 53 signala (Tablica 16). Rezultati za cen 17
upucuju na znacajno smanjenje udjela neostecenih stanica kao i porast udjela stanica s oba

signala u repu.

2.4. Biomonitoring profesionalno izlozenih populacija

U Tablicama 17-18 prikazani su rezultati istrazivanja na populaciji koja je profesionalno
izlozena razlic¢itim skupinama pesticida. U limfocitima periferne krvi profesionalno izlozenih
radnika utvrden je znacajno poviSen broj MN, NB i NPB u odnosu na kontrolnu skupinu.
Takoder, uocen je 1 znacajni porast udjela MN koji sadrze centromerni i DAPI signal.
ZapaZena je 1 znacajna pojava C+ signala u nukleoplazmatskim mostovima (Tablica 17).

Izdvajanje signala za spolne kromosome u MN, NB i NPB nije bilo znacajno (Tablica 18).
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Tablica 2. Primarno oStecenje DNA u leukocitima tretiranim glifosatom (formulacija Mentor)

s 1 bez dodatka metabolicke aktivacije (S9) u trajanju od 4 sata. Izmjerena oSte¢enja prikazana
su kao srednje vrijednosti duljine i intenziteta repa.

. . Alkalni komet test
Ekvivalenti - -
koncentracija Duljina repa Intenzitet repa
(um = S.D.) (% DNA +S.D.)
ADI 19,0+4,0 2,0+3,0
ADI+S9 20,0+3,0 2,0+4,0
REL 21,0+3,07 3,0+4,5™
REL+S9 21,5+4,0™ 4,5+75"
OEL 21,5+4,0™ 4,0+4,5™
OEL+S9 24,5+7,0"##11 6,5+9,07 T
1/100 LDso 23,0+5,5""H 6,5+4,5 T
1/100 LDso+S9 25,0+5,0" 8,547,071t
1/16 LDso 26,0+7,57 1T 8,0+12,0"#
1/16 LDso+S9 31,0412, 57T 11 5+11,07#TTH
K 19,0+2,0 1,0+1,0
Kpoz 40,0+£21,5 28,5+11,0
K+S9 19,5+3,5 1,0+1,0
Kpoz+S9 38,5£19,0 30,5+9,0

*p<0,05; **p<0,01 u odnosu na kontrolu; #p<0,05; ##p<0,01 u odnosu na tretman bez S9; Tp<0,05; Tp<0,01; u
odnosu na niZu koncentraciju; $p<0,05; $1p<0,01 u odnosu na tretman s aktivnom tvari; ADI- dnevno dopusten
unos; REL-rezidencijalna izloZenost; OEL-profesionalna izlozenost; LDso- letalna doza; K-negativna kontrola;

Kpoz-pozitivna kontrola, stanice su uklopljene u gel, a pripremljeni preparati tretirani s 1mM H,O. u trajanju od
10 min na ledu;
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Tablica 3. Primarno oSteCenje DNA u leukocitima tretiranim terbutilazinom (aktivna tvar i
formulacija) s i bez dodatka metabolicke aktivacije (S9) u trajanju od 4 sata. Izmjerena
ostecenja prikazana su kao srednje vrijednosti duljine i intenziteta repa.

Alkalni komet test

Ekvivalenti Aktivna tvar Formulacija
koncentracija Duljina repa Intenzitet repa Duljina repa Intenzitet repa
(um = S.D.) (% DNA+S.D.) (um=S.D.) (%DNA=+S.D.)
ADI 19,043,5 7,5+5,0" 21,0+5,5 5,5+3,5"
ADI+S9 21,543,0 10,0+4,5# 21,0+4,0 5,0+4,0™
REL 26,0+6,5" 1T 7,545,07 23,546,0™ 7,0+5,0"
REL+S9 24,0+3,0™ 9,0+5,0" 28,5+8,0™ 8,0+6,0""
OEL 29,5+6,0 " 10,045,077 26,0+5,5"" 1T 6,055
OEL+S9 38,0+10,5" it 12,045,07#T 32,049 57 ##T 9,0+6,5"*
1/100 LDsp 35,547,571 13,545,571 28,546,511 7,5+6,0™
1/100 LDso+S9 39,0+7,0"##1T 15,547,074 34,5+10,0" 9,5+6,5"#
1/16 LDsp 60,5+17,5" 18,0+11,0™ 33,0+12,07f 8,5+6,5"
1/16 LDso+S9 51,5+17,0 19,0+10,5 36,0+9,0™ 9,5+6,0™
Kont 18,0+2,5 0,60+1,0 19,0+2,0 1,0+1,0
Kpoz 41,0+25,0 30,0+9,50 40,0+21,5 28,5+11,0
Kont+S9 19,542,5 1,0+£2,5 19,543,5 1,0+£1,0
Kpoz+S9 36,0+17,5 31,0+£10,5 38,5+19,0 30,5+9,0

*p<0,05; **p<0,01 u odnosu na kontrolu; #p<0,05; ##p<0,01 u odnosu na tretman bez S9; Tp<0,05; Tp<0,01; u
odnosu na nizu koncentraciju; £p<0,05; $p<0,01 u odnosu na tretman s aktivhom tvari; ADI-dnevno dopusten
unos; REL-rezidencijalna izloZenost, OEL-profesionalna izlozenost; LDso- letalna doza; K-negativna kontrola;

Kpoz-pozitivna kontrola, stanice su uklopljene u gel, a pripremljeni preparati tretirani s ImM H,O. u trajanju od
10 min na ledu;
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Tablica 4. Primarno o$te¢enje DNA u leukocitima tretiranim karbofuranom (aktivna tvar i
formulacija) s i bez dodatka metabolicke aktivacije (S9) u trajanju od 4 sata. lzmjerena
ostecenja prikazana su kao srednje vrijednosti duljine i intenziteta repa.

Alkalni komet test

Ekvivalenti Aktivna tvar Formulacija
koncentracija Duljinarepa Intenzitet repa Duljina repa Intenzitet repa
(um+S.D.) (% DNA+SD.) (um=+S.D.) (%DNA=S.D.)
ADI 21,5+3,0" 1 2,0+£2,5™ 20,5357 1,542,0
ADI+S9 21,543,077 2,5+3,0" 1 20,0+3,0 1,542,0
REL 19,542, 5" 1,5£2,0™ 20,0+2,0 1,5+1,5
REL+S9 20,0+£2,5™ 1,542,0" 20,0+2,5 1,542,0
OEL 24,044,511 3,5+4 51T 22,545,071 2,043,577t
OEL+S9 25,0+5,07 4,0+5,0"f 23,043,071 2,542,5"t
1/100 LDsp 25,5+4 5" 4,0+4,0™ 22,5+5.0™ 2,0+£3,0™
1/100 LDso+S9 27,0+5,5™ 5,0+4,5" 24,543,071 3,543,071
1/16 LDso 24,0+7,0” 3,0+45" 22,5445 2,5+3,07
1/16 LDsop+S9 24,5+55™ 3,0+4,5™ 27,544 57T 7 047 0TI
K 18,0+2,5 0,60+1,0 19,042,0 1,0+£1,0
Kpoz 41,0+25,0 30,0+9,50 40,0+21,5 28,5+11,0
K+S9 19,542,5 1,0+2,5 19,543,5 1,0+£1,0
Kpoz+S9 36,0+17,5 31,0£10,5 38,5+19,0 30,5+9,0

*p<0,05; **p<0,01 u odnosu na kontrolu; #p<0,05; ##p<0,01 u odnosu na tretman bez S9; 1p<0,05; +1p<0,01; u
odnosu na nizu koncentraciju; $p<0,05; $1p<0,01 u odnosu na tretman s aktivnom tvari; ADI- dnevno dopusten
unos; REL-rezidencijalna izloZenost; OEL-profesionalna izlozenost; LDso- letalna doza; K-negativna kontrola;

Kpoz-pozitivna kontrola, stanice su uklopljene u gel, a pripremljeni preparati tretirani s 1mM H,O. u trajanju od

10 min na ledu;
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Tablica 5. Oksidacijsko ostecenje leukocita tretiranim glifosatom (formulacija Mentor) s i bez
dodatka metabolic¢ke aktivacije (S9) u trajanju od 4 sata. Izmjerena oksidacijska oStecenja
izraCunata su kao razlika vrijednosti komet preparata tretiranih enzimom popravka hOGG1 i
komet preparata tretiranih samo s puferom.

Modificirani komet test s enzimom

Ekvivalenti popravka hOGG1
koncentracija Duljina repa Intenzitet repa
(um+8S.D.) (%DNA=S.D.)
ADI 1,1+1,3 0,47+0,6
ADI+S9 1,3+0,7 0,5+0,7
REL 2,341,371 1,543,311
REL+S9 3,044, 7+ 171 3,0+£4,47TTH
OEL 3,142,271 2,7+8,6° T1H
OEL+S9 4,6+3 .4 3,143,414
1/100 LDso 4,9+3 87T 3,7+7,3"
1/100 LDso+S9 5,0+5, 3" 1H 4,146,4™
1/16 LDsg 6,14+4,0""H 5,9+4,8" T
1/16 LDsp+S9 6,3+0,4™" 10,742,571
K 0,4+0,6 0,14£0,1
Kpoz 10,7+5,2 11,1+£7,0
K+S9 0,3+0,2 0,2+0,4
Kpoz+S9 12,0+4,7 12,4+6,2

*p<0,05; **p<0,01 u odnosu na kontrolu; #p<0,05; ##p<0,01 u odnosu na tretman bez S9; 1p<0,05; +1p<0,01; u
odnosu na nizu koncentraciju; $p<0,05; $1p<0,01 u odnosu na tretman s aktivnom tvari; ADI- dnevno dopusten
unos; REL-rezidencijalna izloZenost; OEL-profesionalna izloZenost; LDso- letalna doza; K-negativna kontrola;

Kpoz-pozitivna kontrola, stanice su uklopljene u gel, a pripremljeni preparati tretirani s 1mM H.O> u trajanju od
10 min na ledu;
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Tablica 6. Oksidacijsko ostec¢enje leukocita tretiranim terbutilazinom (aktivna tvar i
formulacija) s i bez dodatka metaboli¢ke aktivacije (S9) u trajanju od 4 sata. lzmjerena
oksidacijska oSte¢enja izracunata su kao razlika vrijednosti komet preparata tretiranih
enzimom popravka hOGGL1 i komet preparata tretiranih samo s puferom.

Modificirani komet test s enzimom popravka hOGG1
Ekvivalenti Aktivna tvar Formulacija
koncentracija  Duljinarepa  Intenzitet repa Duljina repa Intenzitet repa
(um=S.D.) (%DNA+SD) (um+S.D) (%DNA=S.D.)

ADI 1,8+1,1 1,0+0,2 4,4+0,4"H 3,5+0,2""%
ADI+S9 1,140,2 0,2+0,2 0,6+1,0 3,0+0,2""%
REL 2,0+0,7 0,8+0,3 1,240,7 0,6+0,5
REL+S9 1,6+0,4" 1,5+0,3" 2,3+0,2"# 1,240,4
OEL 0,6+1,2 1,2+0,7 0,6+0,8 0,8+0,7
OEL+S9 1,3+0,3 1,7+0,2" 0,4+0,2 0,4+0,3
1/100 LDsp 0,6+1,0 1,3+0,9 0,840,5 1,0+1,1
1/100 LDso+S9 0,5+0,7 1,6+0,6 1,3+1,2 1,9+0,7"
1/16 LDso 0,4+0,1 1,5+0,2 0,8+0,7 1,3+0,6

1/16 LDso+S9 3,3+1,7 0,8+1,1 3,5+1,1 3,6+0,4™ 1
K 0,5+0,2 0,2+0,2 0,440,6 0,1+0,1
Kpoz 11,0+4,4 12,6+7,6 10,745,2 11,1+£7,0
K+S9 0,4+0,6 0,2+0,4 0,340,2 0,240,4
Kpoz+S9 11,143,8 15,2+8,1 12,0+4,7 12,4+6,2

*p<0,05; **p<0,01 u odnosu na kontrolu; #p<0,05; ##p<0,01 u odnosu na tretman bez S9; Tp<0,05; Tp<0,01; u
odnosu na nizu koncentraciju; $p<0,05; $1p<0,01 u odnosu na tretman s aktivnom tvari; ADI- dnevno dopusten
unos; REL-rezidencijalna izloZenost; OEL-profesionalna izloZenost; LDso- letalna doza; K-negativna kontrola;
Kpoz-pozitivna kontrola, stanice su uklopljene u gel, a pripremljeni preparati tretirani s 1mM H»O, u trajanju od
10 min na ledu;
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Tablica 7. Oksidacijsko ostecenje leukocita tretiranim karbofuranom (aktivna tvar i
formulacija) s i bez dodatka metabolicke aktivacije (S9) u trajanju od 4 sata. lzmjerena
oksidacijska oSte¢enja izracunata su kao razlika vrijednosti komet preparata tretiranih
enzimom popravka hOGGL1 i komet preparata tretiranih samo s puferom.

Modificirani komet test s enzimom popravka hOGG1

Ekvivalenti Aktivna tvar Formulacija
koncentracija Duljina repa Intenzitet repa Duljinarepa  Intenzitet repa
(um+S.D) (%DNA+SD) (um%S.D.) (%DNA=SD.)
ADI 0,9+0,3 0,3+0,4 0,840,6 0,6+1,0
ADI+S9 4,9+0,1™ 0,44+0,5 1,340,4 0,3+1,0
REL 1,1+0,4 0,1+0,5 0,64+0,5 0,7+1,9
REL+S9 4,3+1,3™ 0,3+0,8 0,9+0,4 0,3+0,5
OEL 0,9+0,7 0,4+0,7 2,0+0,6"H 0,6+1,3
OEL+S9 3,2+0,6™ 0,5+0,6 1,7+0,6™ 0,5+0,7
1/100 LDsp 0,7+0,8 0,6+0,7 3,1+1,8"H 1,241,171
1/100 LDso+S9 3,1+0,5" 0,9+0,9 2,6+1,47H 0,9+0,7
1/16 LDso 0,5+0,9 1,3+£3,17 4,141,774 2,741,871
1/16 LDso+S9 3,7+1,0” 2,0+1,0™ 3,942,071 1,742,5"ft
K 0,54+0,2 0,24+0,2 0,440,6 0,140,1
Kpoz 11,0+4,4 12,6+7,6 10,7+5,2 11,1+7,0
K+S9 0,4+0,6 0,240,4 0,340,2 0,24+0,4
Kpoz+S9 11,1+3,8 15,2+8,1 12,0+4,7 12,446,2

*p<0,05; **p<0,01 u odnosu na kontrolu; #p<0,05; ##p<0,01 u odnosu na tretman bez S9; Tp<0,05; Tp<0,01; u
odnosu na nizu koncentraciju; $p<0,05; $1p<0,01 u odnosu na tretman s aktivnom tvari; ADI- dnevno dopusten
unos; REL-rezidencijalna izloZenost; OEL-profesionalna izloZenost; LDso- letalna doza; K-negativna kontrola;
Kpoz-pozitivna kontrola, stanice su uklopljene u gel, a pripremljeni preparati tretirani s 1mM H»O, u trajanju od
10 min na ledu;
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Slika 4. Prikaz postotka centromernih signala u ukupnom broju mikronukleusa u
binuklearnim ljudskim limfocitima tretiranim formulacijama s i bez dodatka metabolicke
aktivacije (S9) u trajanju od 4 sata. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna
devijacija.

C- % mikronukleusa bez centromernog signala; C+ % mikronukleusa s centromernim signalom; DAPI- %
mikronukleusa bez DAPI signala; DAPI+ % mikronukleusa s DAPI signalom;

*p<0,05; **p<0,01 u odnosu na kontrolu; *p<0,05; **p<0,01 u odnosu na kontrolu (C+); “p<0,05 u odnosu na
kontrolu (DAPI+); M- Mentor formulacija; R- Radazin formulacija; G- Geocid formulacija; ADI- dnevno
dopusten unos; REL-rezidencijalna izloZzenost; OEL-profesionalna izloZenost; LDso- letalna doza; K-negativna
kontrola;

35



B C- B C+ B DAPI- O DAPI+

10
9
8
87
&
2 6
3
85
—
= 4
<3
2
1
0 MRG MRG MRG MRG MRG MRG MRG MRG MRG MRG
ADI REL OEL 1/100 LDso 1/16 LDso K
Ekvivalenti koncentracija
10

NB /1000 stanica
O R N W N OO N 0 ©

"MRG MRG MRG MRG MRG MRG MRG MRG MRG MRG
ADI REL OEL 1/100 L Dso 1/16 LDso K

Ekvivalenti koncentracija

Slika 5. Prikaz postotka centromernih signala u ukupnom broju jezgrenih pupova u
binuklearnim ljudskim limfocitima tretiranim formulacijama s i bez dodatka metabolicke
aktivacije (S9) u trajanju od 4 sata. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna
devijacija.

C- % mikronukleusa bez centromernog signala; C+ % mikronukleusa s centromernim signalom; DAPI- %
mikronukleusa bez DAPI signala; DAPI+ % mikronukleusa s DAPI signalom;

*p<0,05; **p<0,01 u odnosu na kontrolu; *p<0,05; **p<0,01 u odnosu na kontrolu (C+); “p<0,05 u odnosu na
kontrolu (DAPI+); M- Mentor formulacija; R- Radazin formulacija; G- Geocid formulacija; ADI- dnevno
dopusten unos; REL-rezidencijalna izlozenost; OEL-profesionalna izloZenost; LDso- letalna doza; K-negativna

kontrola;
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Slika 6. Prikaz postotka centromernih signala u ukupnom broju nukleoplazmatskih mostova u
binuklearnim ljudskim limfocitima tretiranim formulacijama s i bez dodatka metabolicke
aktivacije (S9) u trajanju od 4 sata. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna

devijacija.

C- % mikronukleusa bez centromernog signala; C+ % mikronukleusa s centromernim signalom; DAPI- %
mikronukleusa bez DAPI signala; DAPI+ % mikronukleusa s DAPI signalom;

*p<0,05; **p<0,01 u odnosu na kontrolu; *p<0,05; **p<0,01 u odnosu na kontrolu (C+); “p<0,05 u odnosu na
kontrolu (DAPI+); M- Mentor formulacija; R- Radazin formulacija; G- Geocid formulacija; ADI- dnevno
dopusten unos; REL-rezidencijalna izlozenost; OEL-profesionalna izloZenost; LDso- letalna doza; K-negativna
kontrola;
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Tablica 8. Rezultati alkalnog komet testa u dugotrajnim kulturama limfocita tretiranim glifosatom, terbutilazinom i karbofuranom

(aktivna tvar 1 formulacija) s 1 bez dodatka metabolicke aktivacije (S9) u trajanju od 14 dana.

Ekvivalenti Duzina repa (um=S.D.) Intenzitet repa (% DNA+S.D.)
koncentracija Glifosat Terbutilazin Karbofuran Glifosat Terbutilazin Karbofuran
ADI 20,0+11,5 21,5+8,0 26,0+ 13,0 4,5+12,0* 25+5,0 70+195
OEL 20,5+3,5 22,5+ 13,0 24,5+ 15,0 6,54+8,0** 5,0 + 13,0" 9,0+20,5™
ADI+S9 24,0+10,5# 17,5+5,0" 17,5+8,5" 7,0+£10,5%* 25+75 4,0+12,0°
OEL+S9 24,5+14 5# 20,0 +9,0™ 26,0 + 10,5 9,5+19,0** 4,5+12,0° 7,0+ 13,5
Formulacija Mentor Radazin Geocid Mentor Radazin Geocid
ADI 21,5+12,0 20,5+13,0 21,5+13,0 7,0+£14,5** 8,5+£21,0**13 8,0+20,0**
OEL 22,0+15,0 25,0+19,0%3 25,0+15,5 8,5+19,0** 14,5+£28,0%*1z1 14,0+£27,0**
ADI+S9 22,04+9,5** 23,0+14,5%*;1 22,5+14,5%*;1 6,0+14,0* 9,5+20,5**}3 10,5+£24,0%*1z
OEL+S9 23,0£17,5%*  27,0420,5%*11  32,0+£18,0%*1+ 9,5+21,0%* 14,0426,0**11  21,5+31,0%*11
K 22,0+ 5,00 1,5+3,0
Kpoz 48,0 + 6,5 35,0+19,5
K+S9 155+20 10 £25
Kpoz+S9 54,0 + 8,0 46,5 + 20,5

*p<0,05;**p<0,01 u odnosu na kontrolu; # p<0,05 -S9 u odnosu na +S9; £1p<0,05 aktivna tvar u odnosu na formulaciju; ADI- dnevno dopusten unos;

OEL-profesionalna izlozenost; K-negativna kontrola; Kpoz-pozitivna kontrola, stanice su uklopljene u gel, a pripremljeni preparati tretirani s ImM H0,

u trajanju od 10 min na ledu;
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Tablica 9. Migracija c-Myc signala u rep kometa nakon 14 dana izlaganja glifosatu u

dugotrajnim kulturama limfocita s i bez dodatka metabolicke aktivacije (S9).

5 - - .
% (£S.D.) stanica ovisno o broju c-Myc o (£8.D.) stanica ovisno o broju

Ekvwalen_t_l (crvenih) signala u repu kometa cen 8 (zelenih) signala u repu
koncentracija kometa
0! 1 2 0! 1 2
ADI 82,0+7,0 14,54+4,0 3,5£3,5* 92,0+2,0 80+20 0,0+0,0
OEL 63,5£3,5°  30,0+£3,5%*  6,5£3,5** 89,0+2,0 11,0+2,0 0,0+0,0

ADI+S9 75,54+4,0" 16,5+3,5 8,0+2,07”  83,5+35% 14,5+50 2,0+2,0
OEL+S9 56,543,571 24,5£2,0™  19,042,0"%  72,0+7,0%  18,0£5,0 10,043,571

K 88,0+2,0 12,0+2,0 0,0+0,0 93,5+3,5 6,5+£3,5 0,0+0,0
Kpoz 21,0+4,0 41,0+7,0 38,0+5,0 20,0+6,5 41,0+£5,0  39,0+7,0
K+S9 91,0+5,0 9,0+5,0 0,0+0,0 92,0+4,0 8,0+4,0 0,0+0,0
Kpoz+S9 14,5+5,0 39,0+5,0 46,5+3,5 22,0+1,5 43,5¢1,0  34,5¢1,5

loba signala locirana su u glavi kometa (tri preparata s 30 stanica); *p<0,05; **p<0,01 u odnosu na kontrolu;
#p<0,05; ##p<0,01 u odnosu na tretman bez S9; Tp<0,05; F1p<0,01; u odnosu na nizu koncentraciju; $p<0,05;
1Ip<0,01 u odnosu na tretman s aktivhom tvari; Zeleni signal je FITC obiljezena proba za centromere
kromosoma broj 8, dok je crveni signal Texas Red obiljezena proba za c-Myc gen. Stupac s brojem 2 oznacava
pojavu obje centromere/gena u repu kometa, a broj 1 pojavu samo jedne centromere/gena u repu kometa, dok
druga zapostaje u glavi. ADI- dnevno dopusten unos; OEL-profesionalna izlozenost; K-negativna kontrola;
Kpoz-pozitivna kontrola, stanice su uklopljene u gel, a pripremljeni preparati tretirani s ImM H,0,

u trajanju od 10 min na ledu;
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Tablica 10. Migracija TP53 signala u rep kometa nakon 14 dana izlaganja glifosatu u
dugotrajnim kulturama limfocita s i bez dodatka metabolic¢ke aktivacije (S9).

5 X : )
o (£8.D.) stanica ovisno o broju % (£S.D.) stanica ovisno o broju cen

kiﬁ::/(ia\é?:ggitjia IOP”?‘;’Sta(crvenih) signala u repu 17 (zelenih) signala u repu kometa
0! 1 2 0t 1 2
ADI 78,050  11,044,0 11,02,0° 72,050 20,0£35 8,0+2,0
OEL 61,062,071 19,042,01  20,0£3,577  64,5+2,07  19,0£2,0" 15,5+2,07°1"
ADI+S9 74,5£7,0° 20,0£6,5° 55+2,0°  79,0+50° 12,0+2,0°  9,0+4,0
OEL+S9 70,0£3,57%  18,0£2,0” 12,0£2,0  76,543,57% 18,0+2,0 5,5+2,0%
K 83,5+3,5 12,0850  4,5£20  88,0+£50 11,0440 1,020
Kopoz 30,040,0 34,5+50 35,5450  49,0+50  255+4,0 255+2,0
K+S9 86,535 8,0+2,0  55+20  88,0+£20 10,0435 2,020
Kpoz+S9 29,0+4,0 24,5+50 46,5£3,5  38,0£20  36,5+3,5 255+5,0

oba signala locirana su u glavi kometa (tri preparata s 30 stanica); *p<0,05; **p<0,01 u odnosu na kontrolu;
#p<0,05; ##p<0,01 u odnosu na tretman bez S9; Tp<0,05; +1p<0,01; u odnosu na nizu koncentraciju; $p<0,05;

1Ip<0,01 u odnosu na tretman s aktivhom tvari;

Zeleni signal je FITC obiljezena proba za centromere

kromosoma broj 17, dok je crveni signal Texas Red obiljezena proba za TP53 gen. Stupac s brojem 2 oznacava
pojavu obje centromere/gena u repu kometa, a broj 1 pojavu samo jedne centromere/gena u repu kometa, dok
druga zapostaje u glavi. K-negativna kontrola; Kpoz-pozitivna kontrola, stanice su uklopljene u gel, a
pripremljeni preparati tretirani s 1mM H>O; u trajanju od 10 min na ledu;
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Tablica 11. Migracija c-Myc signala u rep kometa nakon 14 dana izlaganja formulaciji Mentor u dugotrajnim kulturama limfocita s i bez dodatka

metabolicke aktivacije (S9).

% (£S.D.) stanica ovisno o broju c-Myc (crvenih) signala
u repu kometa

% (£S.D.) stanica ovisno o broju cen 8 (zelenih) signala u
repu kometa

Ekvivalenti Izgubljeni Izgubljeni
koncentracija 0 1 2 signali ol 1 2 signali
(%=S.D.) (%+S.D.)
ADI 60,0£3,5"  29,0£2,0"%  9,0+2,0" 2,0£2,0 70,0357 16,5£3 5%  12,0+2,07H 1,0£2,0
OEL 51,0£2,0 255420 23,543,571 0,000  68,0£50"*  16,5+3,5  15,5+2,07% 1,0£2,0
ADI+S9 46,543,533 54001 16,543,5"% 3,500  64,5+2,0"% 16,535  19,0+4,0”%F  0,0+0,0
OEL+S9  45,5+5,0™  28,0+2,0™"  24,5+4,0™ 2,0£2,0 61,0£2,0” 19,0£2,0°  20,0+3,5™ 0,0+0,0
K 88,0+2,0 12,0+2,0 0,0+0,0 0,0+0,0 93,5+3,5 6,5+3,5 0,0+0,0 0,0+0,0
Kooz 21,0+4,0 41,0+7,0 38,0+5,0 0,0£0,0 20,0+6,5 41,0+5,0 39,0+7,0 0,0+0,0
K+S9 91,0+5,0 9,045,0 0,00,0 0,0+0,0 92,0+4,0 8,04,0 0,0£0,0 0,0+0,0
Kpor+S9 145+50  39,0£50 465435  00+00  220+15  435t10 34515 0,0+0,0

loba signala locirana su u glavi kometa (tri preparata s 30 stanica); *p<0,05; **p<0,01 u odnosu na kontrolu; #p<0,05; ##p<0,01 u odnosu na tretman bez S9; Tp<0,05;
+1p<0,01; u odnosu na nizu koncentraciju; $p<0,05; $$p<0,01 u odnosu na tretman s aktivnom tvari; Zeleni signal je FITC obiljeZena proba za centromere kromosoma broj
8, dok je crveni signal Texas Red obiljezena proba za c-Myc gen. Stupac s brojem 2 oznacava pojavu obje centromere/gena u repu kometa, a broj 1 pojavu samo jedne
centromere/gena u repu kometa, dok druga zapostaje u glavi. K-negativna kontrola; Kpoz-pozitivna kontrola, stanice su uklopljene u gel, a pripremljeni preparati tretirani s
1mM H;0; u trajanju od 10 min na ledu;
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Tablica 12. Migracija TP53 signala u rep kometa nakon 14 dana izlaganja formulaciji Mentor u dugotrajnim kulturama limfocita s i bez dodatka

metabolicke aktivacije (S9).

% (£S.D.) stanica ovisno o broju TP 53 (crvenih) signala % (£S.D.) stanica ovisno o broju cen 17 (zelenih)

Ekvivalenti —— -1 xometa Izgubljeni Sionela U repu komets Izgubljeni
koncentracija ot 1 2 signali 0L 1 2 signali
(%=+S.D.) (%=+S.D.)
ADI 45,542 0" H 15,5+4,0 11,0+2,0° 28,050  68,0+2,07 18,0+2,0 11,0£2,07 3,5+3,5
OEL 40,0+£3,57H 30,043,574 11,0+2,0™ 19,0+2,0 71,0450  12,0+2,0%  12,0+2,0” 4,5£2.,0

ADI+S9 52,0+7,0"% 21,0£2,07 9,0+4,0 18,0+4,0 60,0435 20,0435  13,5+3,57 6,5+3,5

OEL+S9 38,0+4,07%F 26,543,574 19,0+5,0" 16,5£3,5 63,5£357+  18,0£2,0% 14,5+2,0"H 4,5+4,0

K 83,5+3,5 12,0+5,0 4,5+2,0 0,0+0,0 88,0+5,0 11,0+4,0 1,0£2,0 0,0+0,0
Kpoz 30,0+0,0 34,5£5,0 35,5+5,0 0,0+0,0 49,0+5,0 25,5+4,0 25,5+2,0 0,0+0,0
K+S9 86,5+3,5 8,0+2,0 5,5+2,0 0,0+0,0 88,0+2,0 10,0+3,5 2,0+2,0 0,0+0,0
Kpoz+S9 29,0+4,0 24,5+5,0 46,5+3,5 0,0+0,0 38,0+2,0 36,5+3,5 25,545,0 0,0+0,0

loba signala locirana su u glavi kometa (tri preparata s 30 stanica); *p<0,05; **p<0,01 u odnosu na kontrolu; #p<0,05; ##p<0,01 u odnosu na tretman bez S9; Tp<0,05;
+1p<0,01; u odnosu na nizu koncentraciju; £p<0,05; $p<0,01 u odnosu na tretman s aktivnhom tvari; Zeleni signal je FITC obiljeZena proba za centromere kromosoma broj
17, dok je crveni signal Texas Red obiljeZena proba za TP53 gen. Stupac s brojem 2 ozna¢ava pojavu obje centromere/gena u repu kometa, a broj 1 pojavu samo jedne

centromere/gena u repu kometa, dok druga zapostaje u glavi. K-negativna kontrola; Kpoz-pozitivna kontrola, stanice su uklopljene u gel, a pripremljeni preparati tretirani s
1mM H;0; u trajanju od 10 min na ledu;
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Tablica 13. Migracija c-Myc signala u rep kometa nakon 14 dana izlaganja formulaciji Radazin u dugotrajnim kulturama limfocita s i bez
dodatka metabolicke aktivacije (S9).

% (£S.D.) stanica ovisno o broju c-Myc (crvenih) % (£S.D.) stanica ovisno o broju cen 8 (zelenih) signala
. . signala u repu kometa u repu kometa
Ekvivalenti Izgubljeni Izgubljeni
koncentracija ot 1 2 signali ot 1 2 signali
(%+S.D.) (%=+S.D.)
ADI 60,0£0,0” 24,5£5,0"  13,5+5,0™ 2,0£2,0 73,5435 20,0£3,5  6,5+0,07H 0,0+0,0
OEL 45,5¢4,07% 26,543,657  24,542,0"%H 35435 71,0£2,0%  1554£2,0  13,540,0"%  0,0+0,0

ADI+S9 53,5+6,0" 24,5+2,0" 16,5£35" 5,5+2,0 71,0£5,0” 18,0+2,07 11,0+4,0° 0,0+0,0

OEL+S9 50,0+3,57  20,0+£3,57%  28,0+2,0"H 2,0+4,0 59,042,014 23 540,01 18,042,0" 0,0+0,0

K 88,0£2,0  12,0+2,0 0,0+0,0 0,0+0,0 93,5+3,5 6,5+3,5 0,0+0,0 0,0+0,0
Kpoz 21,0+4,0  41,0+7,0 38,0£5,0 0,0+0,0 20,0+6,5 41,0+5,0 39,0+7,0 0,0+0,0
K+S9 91,0+5,0 9,0+5,0 0,0+0,0 0,0+0,0 92,0+4,0 8,0+4,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Kpoz+S9 14550  39,0+5,0 46,5+3,5 0,0+0,0 22,0+1,5 43,5+1,0 34,5+1,5 0,0+0,0

loba signala locirana su u glavi kometa (tri preparata s 30 stanica); *p<0,05; **p<0,01 u odnosu na kontrolu; #p<0,05; ##p<0,01 u odnosu na tretman bez S9; Tp<0,05;
+1p<0,01; u odnosu na nizu koncentraciju; $p<0,05; $$p<0,01 u odnosu na tretman s aktivnom tvari; Zeleni signal je FITC obiljeZena proba za centromere kromosoma broj
8, dok je crveni signal Texas Red obiljezena proba za c-Myc gen. Stupac s brojem 2 oznacava pojavu obje centromere/gena u repu kometa, a broj 1 pojavu samo jedne
centromere/gena u repu kometa, dok druga zapostaje u glavi. K-negativna kontrola; Kpoz-pozitivna kontrola, stanice su uklopljene u gel, a pripremljeni preparati tretirani s
1mM H0; u trajanju od 10 min na ledu;
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Tablica 14. Migracija TP53 signala u rep kometa nakon 14 dana izlaganja formulaciji Radazin u dugotrajnim kulturama limfocita s i bez dodatka
metabolicke aktivacije (S9).

% (£S.D.) stanica ovisno o broju TP 53 (crvenih)

% (£S.D.) stanica ovisno o broju cen 17 (zelenih)
signala u repu kometa

Ekvivalenti _ signala u repu kometa -
koncentracija Izgubljeni Izgubljeni
J ot 1 2 signali o! 1 2 signali
(%=+S.D.) (%+S.D.)
ADI 43,5+0,0"* 33,543,577 8,0+£2,0 15,5+2,0  68,0£2,07"+ 15,542,0  14,5+2,0"%  2,0+2,0
OEL 39,0+2,077%  20,0+3,5"  21,0+2,0"7"  20,0£0,0 53,5+3,57TH  21,0+2,0°%  15,5£2,0"%  10,0+£3,5
ADI+S9 44,5+7,07%  20,0£3,57%  18,0£2,07%H  18,0+2,0  64,5+5,07H  18,0+2,0"  16,5+3,57H  1,0+£2,0
OEL+S9 35,542,007  21,0+2,0™ 23,5£3,57  20,0£35  60,0+£3,57F  26,5+3,57H  11,0+4,07 2,0+£2,0
K 83,5+£3,5 12,0+5,0 4,5+2,0 0,0+0,0 88,0+5,0 11,0+4,0 1,0+£2,0 0,0+0,0
Kpoz 30,0+0,0 34,5+5,0 35,545,0 0,0+0,0 49,0+5,0 25,5+4,0 25 5+2.0 0,0£0,0
K+S9 86,5+3,5 8,0+£2,0 5,5+2,0 0,0+0,0 88,0+2,0 10,0+3,5 2,0+£2,0 0,0+0,0
Kpoz+S9 29,0+4,0 24,5+5,0 46,5+3,5 0,0+0,0 38,0+2,0 36,5+3,5 25,5£5,0 0,0+0,0

loba signala locirana su u glavi kometa (tri preparata s 30 stanica); *p<0,05; **p<0,01 u odnosu na kontrolu; #p<0,05; ##p<0,01 u odnosu na tretman bez S9; Tp<0,05;
+1p<0,01; u odnosu na nizu koncentraciju; $p<0,05; $$p<0,01 u odnosu na tretman s aktivnom tvari; Zeleni signal je FITC obiljeZena proba za centromere kromosoma broj
17, dok je crveni signal Texas Red obiljeZena proba za TP53 gen. Stupac s brojem 2 ozna¢ava pojavu obje centromere/gena u repu kometa, a broj 1 pojavu samo jedne

centromere/gena u repu kometa, dok druga zapostaje u glavi. K-negativna kontrola; Kpoz-pozitivna kontrola, stanice su uklopljene u gel, a pripremljeni preparati tretirani s
1mM H0; u trajanju od 10 min na ledu;
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Tablica 15. Migracija c-Myc signala u rep kometa nakon 14 dana izlaganja formulaciji Geocid u dugotrajnim kulturama limfocita s i bez dodatka

metabolicke aktivacije (S9).

% (£S.D.) stanica ovisno o broju c-Myc (crvenih) % (£S.D.) stanica ovisno o broju cen 8 (zelenih) signala
. . signala u repu kometa u repu kometa
Ekvivalenti Izgubljeni IZgubljeni
koncentracija ot 1 2 signali ot 1 2 signali
(%=£S.D.) (%+S.D.)
ADI 65,5+7,0%  22,0+5,0%  10,0£0,0”%  2,0£2,0 79,0+£4,0 13,5¢3,5  8,0+2,0%%  0,0£0,0
OEL 56,5£3,5"F  13,5+6,0% 26,5+3571TH  35£0,0  64,5£2,0771F 23,543,577 12,042,077 0,0+0,0

ADI+S9 55,5+5,07  20,0+0,0"*  23,5£3,57%  1,0+2,0 70,0+£3,57# 15,5£2,0  14,5£2,0"%%  0,0£0,0

OEL+S9  48,0+2,0™ 155+50™  32,0£5,0 4,542,0  49,0+5,07TE 22,042,077 25,5+7,07%F  3,5+0,0

K 88,0+2,0 12,0+£2,0 0,0+0,0 0,0+0,0 93,5+3,5 6,5+£3,5 0,0+0,0 0,0+0,0
Kpoz 21,0+4,0 41,0+7,0 38,0+5,0 0,0+0,0 20,0+6,5 41,0+5,0 39,0+7,0 0,0+0,0
K+S9 91,0+5,0 9,0+£5,0 0,0+0,0 0,0+0,0 92,0+4,0 8,0+4,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Kpoz+S9 14,5+5,0 39,0+5,0 46,5+3,5 0,0+0,0 22,0+1,5 43,5+1,0 34,5+1,5 0,0+0,0

loba signala locirana su u glavi kometa (tri preparata s 30 stanica); *p<0,05; **p<0,01 u odnosu na kontrolu; #p<0,05; ##p<0,01 u odnosu na tretman bez S9; Tp<0,05;
+1p<0,01; u odnosu na nizu koncentraciju; $p<0,05; $$p<0,01 u odnosu na tretman s aktivnom tvari; Zeleni signal je FITC obiljeZena proba za centromere kromosoma broj
8, dok je crveni signal Texas Red obiljezena proba za c-Myc gen. Stupac s brojem 2 oznacava pojavu obje centromere/gena u repu kometa, a broj 1 pojavu samo jedne
centromere/gena u repu kometa, dok druga zapostaje u glavi. K-negativna kontrola; Kpoz-pozitivna kontrola, stanice su uklopljene u gel, a pripremljeni preparati tretirani s
1mM H;O; u trajanju od 10 min na ledu;
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Tablica 16. Migracija TP53 signala u rep kometa nakon 14 dana izlaganja formulaciji Geocid u dugotrajnim kulturama limfocita s i bez dodatka

metabolicke aktivacije (S9).

% (£S.D.) stanica ovisno o broju TP 53 (crvenih) signala % (£S.D.) stanica ovisno o broju cen 17 (zelenih)

Ekvivalenti _UTeRY kometa quBien signala u repu kometa aub
koncentracija ot 1 2 signali oL 1 2 signali
(%+£S.D.) (%+S.D.)
ADI 55,5+4,0" 15,5+2,0 14,5+#2,0  14,5+2,0  69,0+507 155420  12,0#2,0°  3,5+3,5
OEL 46,5+0,0" T+ 14,520  235+3,57" 15520 70,0+3,57+ 155420 12,042,0™%  2,0+2,0
ADI+S9 51,0+5,0" 15,5¢2,07  16,5£3,57 16,500  74,5£50°  13,5#3,5  12,02,07  0,0:0,0

OEL+S9 35,542,041 28,0£2,071H 23,5435  13,5+3,5 63,5+3,577 22,0+2,07" 14,5+4,0  0,0+0,0

K 83,5+£3,5 12,0+£5,0 4,5£2,0 0,0+0,0 88,0+5,0 11,0+4,0 1,0+£2,0 0,0+0,0
Kpoz 30,0+0,0 34,5+5,0 35,545,0 0,0+0,0 49,0+5,0 25,5+4,0 25,5+2,0 0,0+0,0
K+S9 86,5+3,5 8,0+£2,0 5,5£2,0 0,0+0,0 88,0+£2,0 10,0+3,5 2,0+£2,0 0,0+0,0
Kpoz+S9 29,0+4,0 24,5+5,0 46,54+3,5 0,0+0,0 38,0+2,0 36,5£3,5 25,5+5,0 0,0+0,0

loba signala locirana su u glavi kometa (tri preparata s 30 stanica); *p<0,05; **p<0,01 u odnosu na kontrolu; #p<0,05; ##p<0,01 u odnosu na tretman bez S9; Tp<0,05;
+1p<0,01; u odnosu na nizu koncentraciju; {p<0,05; $3p<0,01 u odnosu na tretman s aktivhom tvari; Zeleni signal je FITC obiljezena proba za centromere kromosoma broj
17, dok je crveni signal Texas Red obiljezena proba za TP53 gen. Stupac s brojem 2 oznacava pojavu obje centromere/gena u repu kometa, a broj 1 pojavu samo jedne
centromere/gena u repu kometa, dok druga zapostaje u glavi. K-negativna kontrola; Kpoz-pozitivna kontrola, stanice su uklopljene u gel, a pripremljeni preparati tretirani s
1mM H;0; u trajanju od 10 min na ledu;
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Tablica 17. Ukupni broj mikronukleusa, jezgrenih pupova, nukleoplazmatskih mostova s udjelom centromernih signala u limfocitima populacije

profesionalno izlozene karbamatima.

Grupa  Spol  codine izlc::);(ejlllrl)esti bUk.“p”i % C+MN ” éka‘p“i % C+NB Uglrjc?jm % C+NPB
(#S.D.) =SD) roj MN DAPI+MN roj NB NPB
(rffllg) 4974753 19,7490  159+7,7  682+9,1 37,9147 8753 102116 24427 20,12250
.+ . muskarci
izlozeni " Py 38941176 158+124 131646 669129  352+162 85643 1125106 23419 95+I81
‘gjggg‘; 4165118 16,7+11,7 13,8+56™ 67,311,9" 359+156° 8,6+45™ 109+107 23+2,1° 123+203"
(rffllg) 49,5+8,2 / 63+1,5 48591 173143 31%16 65130 03207 0,000
kontrola n?riszlgag)‘” 35,129,5 / 79421 54,5£104  222+123 39431 60103 0204  0,0+0,0
‘EEEZB‘; 39,4+11,2 / 74420  B27+103  207+129  3,6£27 61110 0305 0,000

*p<0,05;**p<0,01 u odnosu na kontrolu; C+ centromerni signal; DAPI+ DAPI signal;
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Tablica 18. Ukupni broj mikronukleusa, jezgrenih pupova, nukleoplazmatskih mostova s
udjelom centromernih signala za kromosome X i Y limfocitima populacije profesionalno

izloZene karbamatima.

, Godine 0 0 0 Ukupni  Ukupni
Grupa  Spol gosdg(; izlozenosti /I(\)/I>Ii|+ # K/IT\IJr % X+ NB A)NEJr broj X+ broj
) @sD) NPB  Y+NPB
zene
(o10)  A9TETSI 19790 212:43 62463 | 0000  /
izlozeni n}‘éilg‘g)“ 38,9411,76 15,8+12,4 10,548,8 19,2+13,1 12,5+12,4 7,6+5,5 9.4+18,6 0,040,0
ukupno
(n=q0)  ALEEILS 167117 141291 1924131 104£104 7,655 75186 0000
(rffl‘g) 49,5+8,2 / 20938 42436 1 00£0,0
kontrola r?‘;f;ag)cl 35,149,5 / 10,7492 139440 11,7+13,2 89+7,8 83+144 0,0£0,0
‘EEEZB‘)’ 39,4+11,2 / 13,6£9,2 13,9440 7,949,6 89+7,8 5,0+112 0,0+0,0

*p<0,05;**p<0,01 u odnosu na kontrolu; C+ centromerni signal; DAPI+ DAPI signal;
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3. Rasprava
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3.1. Primarne kulture limfocita u uvjetima ex vivo

3.1.1. Glifosat
Dosadasnje procjene genotoksi¢nosti glifosata koristenjem razlicitih eksperimentalnih modela

I citogenetickih tehnika nisu dale jednoznacne rezultate. Znacajni porast primarnih oste¢enja u
DNA stanica GM38 i stanica fibrosarkoma HT 1080 dokazao je Monroy i sur. (2005).
Rezultati naSeg istrazivanja ucinka aktivne tvari u uvjetima ex vivo djelomi¢no se poklapaju s
rezultatima Monroy i sur. (2005) jer je statisti¢ki znacajan porast oste¢enja DNA u primarnim
kulturama limfocita ¢ovjeka uocen tek pri visokim koncentracijama aktivne tvari (Mladinic 1
sur., 2009a). Niti s dodatkom metabolickog aktivatora S9 nije doslo do porasta razine
primarnih o$tecenja. Ovakav rezultat u potpunosti je suprotan s rezultatima Mafias i sur.
(2009a) dobivenim na stanicama Hep-G2 nakon tretmana aktivnom tvari. Za ove stanice
dokazano je da mogu same provoditi metabolicku promjenu spojeva. Genotoksi¢nost
najzastupljenijeg metabolita glifosata aminometil fosforne kiseline (AMPA) potvrdena je u
drugom istrazivanju istih autora (Mafas 1 sur., 2009b). Opcenito, kao nusproizvod
metaboli¢ke transformacije dolazi do oslobadanja reaktivnih vrsta kisika (ROS) koje oStecuju
DNA. Razlika izmedu ovog istraZivanja i istrazivanja Mafas i sur. (2009b) lezi u mjestu
odvijanja metabolicke aktivacije. U ovom istrazivanju metaboli¢ka aktivacija glifosata
provedena je u izvanstanicnom modelu frakcijom S9, te se tako promjenjeni spoj mora
transportirati preko membrane limfocita. Na taj nacin oslobodene ROS ostaju izvan stanice 1
ne stupaju u interakciju s DNA. U stanicama Hep-G2 metaboli¢ka aktivacija se odvija unutar
stanice, te ukoliko dolazi do nastanka ROS-a tada ostecenje koje su zamjetili (Manas i sur.,
2009b) moze proizlaziti iz djelovanja ROS-a, a ne samog metabolita.

Nadalje, djelovanje glifosata neovisno o metabolickoj aktivaciji nije induciralo nastanak
oksidativnih lezija DNA koje popravlja enzim hOGG1 (Mladinic i sur., 2009a). lako za sada
nije dokazano da glifosat pogoduje nastanku reaktivnih vrsti kisika Halliwell (1999) je
pokazao nastanak reaktivnih skupina duSika (RNS) uslijed izlaganja glifosatu, no one ne
dovode do nastanka oksidativnih oste¢enja DNA.

Formulacija glifosata Mentor dovela je do znacajnog porasta primarnih oSte¢enja DNA pri
koncentracijama jednakim ili ve¢im od ekvivalenta REL neovisno o S9 (Tablica 2). Pri viSim
koncentracijama ujedno je zamijeCen znacajan porast udjela oksidacijskih lezija DNA u
ukupnim primarnim o$te¢enjima i bio je ovisan o dozi (Tablica 5). Na sposobnost formulacije
glifosata da inducira oksidativni stres u stanicama ukazali su Modesto i Martinez (2010).

Nadalje, nasi rezultati su u suglasnosti s istrazivanjem Benachour i Séralini (2009) koji su
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dokazali da formulacija glifosata djeluje genotoksi¢no u ljudskim embrionalnim stanicama
bubrega i placentalnim stani¢nim linijama JEG3. Porast oSte¢enja DNA koji smo uocili
primjenom S9 uz formulaciju Mentor posljedica je metabolicke aktivacije te je u skladu s
istrazivanjem kojeg su proveli Gasnier i sur. (2009) na stanicama Hep-G2, a koja su pokazala
porast primarnih lezija DNA u ovisnosti o koncentraciji. Usporedujuci rezultate aktivne tvari i
formulacije glifosata vidljivo je da u pogledu nastanka primarnih i oksidativnih o$tecenja
molekule DNA glifosat kao aktivna tvar ne djeluje genotoksi¢no dok formulacija pokazuje
izrazen genotoksi¢ni ucinak. Objasnjenje za ovakav rezultat moZe se naci u Cinjenici da
aditivi koji su sastavni dio formulacije nisu bioloski inertni ve¢ mogu remetiti stabilnost
genetickog materijala (Guilherme i sur., 2010).

Testovima indukcije reverznih mutacija na bakteriji Escherichia coli i stanicama CHO (engl.
Chinese hamster ovary) kao ni rekombinacijskim testom na bakteriji Bacillus subtilis nije
dokazana mutagena sposobnost glifosata (Li i Long, 1988). U ljudskim limfocitima Lioi i sur.
(1998) nisu uocili poveéanje broja kromosomskih aberacija (CA). Takoder, Manas i sur.
(2009a) nisu utvrdili povecanje broja kromosomskih aberacija u ljudskim limfocitima unatod¢
koriStenju 10 puta viSih koncentracija u odnosu na koncentracije testirane u okviru ovog
doktorata. U stanicama koStane srzi miSeva Dimitrov i sur. (2006) nisu zapazili znacajno
povecanje CA 1 broja mikronuklusa (MN).

Sliéno navedenim istrazivanjima, Mladinic i sur. (2009b) u uvjetima ex vivo, nisu uocili
znaajan porast broja MN, jezgrenih pupova (NB) i nukleoplazmatskih mostova (NPB) u
limfocitima ¢ovjeka neovisno o dodatku S9. Medutim, kao $to je ranije naglaSeno istraZivanja
genotoksicnosti glifosata nisu dala jednozna¢ne rezultate, tako da su u stanicama koStane srzi
misa tretiranih glifosatom kao aktivnom tvari, ali i u sastavu formulacije Manas i sur. (2009a)
uocili su porast ucestalosti mikronukleusa, a Bolognesi i sur. (1997) porast ucestalosti CA.

U ovom istrazivanju, tretman niskim koncentracijama glifosata nije imao ucinka na promjene
broja mikronukleusa (MN), jezgrenih pupova (NB) i nukleoplazmatskih mostova (NPB) u
tretiranim limfocitima u odnosu na kontrolu. No, samo kod najvise koriStene koncentracije i
samo u prisutnosti metabolicke aktivacije, porast broja MN, NB i NPB bio je znacajan
(Mladinic i sur., 2009b). Razlika u efektu za niske i visoke koncentracije s metabolickom
aktivacijom moze ukazivati na postojanje efekta praga (engl. threshold effect) sto
podrazumijeva da toksin ispoljava Stetne u¢inke tek kad njegova prisutnost prijede kriticnu
koncentraciju praga (Kinoshita i sur., 2006). Takoder, u svrhu ispitivanja mehanizma
genotoksi¢nog djelovanja pesticida, putem detekcije centromernih signala (C+) u MN, NB i

NPB, pokusali smo utvrditi dolazi li do izdvajanja ¢itavih kromosoma i time ispoljavanja
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aneugenog ucinka. S obzirom da glifosat kao aktivna tvar nije imao ucinka na pojavu
aberantnih struktura kromatina nije bilo osnova za procjenu mehanizma genotoksi¢nog
djelovanja.

Nakon tretmana limfocita formulacijom Mentor u koncentraciji ekvivalenatnoj ili viSoj od
vrijednosti REL, s i bez metabolicke aktivacije, uocCili smo znacajno poviSenje broja
mikronukleusa (Slika 4). Udio MN koji sadrze C+ signal, i samim time ¢itave kromosome,
bio je takoder znacajno povisen u odnosu na kontrolu sto ukazuje da formulacija djeluje
genotoksicno aneugenim mehanizmom. Specificnost u¢inka na kromosome 1, 9, 15, 16 1 Y
koju smo utvrdivali pracenjem pojave (DAPI+) signala u MN, NB i NBP, a koji poti¢u od

regija bogatih parovima baza A-T u tim kromosomima nije zapazena (Slika 4-6).

3.1.2.Terbutilazin
Drugi pesticid ¢ija je genotoksic¢nost istrazena U okviru i ovog doktorata je terbutilazin. Nakon

tretmana limfocita terbutilazinom i njegovom formulacijom Radazin, u prisutnosti
mikrosomalne frakcije S9, ali 1 bez metaboli¢ke aktivacije uo€ili smo znafajan porast
primarnih oSte¢enja DNA u odnosu na kontrolu (Tablica 3). Za sve ekvivalente koncentracija
u kojima je testiran terbutilazin utvrdeno je povecanje razine oSte¢enja DNA u ovisnosti o
koncentraciji. Izlaganje limfocita terbutilazinu i njegovoj formulaciji nije imalo u¢inka na
udio oksidativnih lezija u primarnim oSteenjima neovisno o prisutnosti mikrosomalne
frakcije S9 (Tablica 6). Dosad je uz istrazivanje opisano u radu Mladinic i sur. (2009b)
objavljena samo jedna studija o genotoksi¢nosti terbutilazina provedena na misevima akutno
izlozenima toj aktivnoj tvari (Gebel i sur., 1997). Autori nisu uocili poviSenje broja
mikronukleusa u polikromatskim eritrocitima miSa. Za razliku od Gebela i sur. (1997), u
naSem istrazivanju u uvjetima ex Vvivo, uocen je linearni porast broja mikronukleusa u
limfocitima ljudi ovisno o koncentraciji aktivne tvari (Mladinic i sur., 2009b). Ujedno,
zapazen je povecan broj mikronukleusa u kojima su sadrzani ¢itavi kromosomi (C+ signal) za
sve koncentracije s i bez dodatka frakcije S9 Sto upucuje na aneugeni mehanizam djelovanja
terbutilazina. Takoder u prisustvu frakcije S9 doSlo je do znaCajnog porasta broja
mikronukleusa s DAPI+ signalom $to upucuje na povecani afinitet metabolita terbutilazina
prema kromosomima 1, 9, 15, 16, Y koji sadrze regije bogate A-T parovima baza koje se
intenzivno boje DAPI-jem (Anderson i sur., 2006). U literaturi se spominje nastanak najmanje
pet metabolita terbutilazina, a to su deizopropilhidroksiatrazin, deetilhidroksiterbutilazin,
deizopropilatrazin, hidroksilterbutilazin i deetilterbutilazin (Papadopoulos i sur., 2007), ali za

koje ne postoje podaci o njihovoj genotoksi¢nosti.
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Za formulaciju Radazin u odnosu na aktivnu tvar nisu uoceni izraZeniji genotoksi¢ni ucinci,
kao niti znacajnija specificnost djelovanja na izdvajanje kromosoma 1, 9, 15, 16 i Y u

mikronukleusima.

3.1.3. Karbofuran
Posljednji pesticid testiran u sklopu ove disertacije je karbofuran. Karbamatni spojevi

ispoljavaju svoj toksi¢ni u¢inak inhibicijom acetilkolinesteraze te time sprjeavaju hidrolizu
acetilkolina. Iako su neurotransmiteri odgovorni za prijenos sinaptickih signala u ziv€anom
tkivu, receptori za acetilkolin nalaze se na mebranama vecine somatskih stanica. Sumnja se da
je njihova stalna podrazenost, zbog inhibicije razgradnje acetilkolina, zapravo okida¢ glavnog
puta genotoksi¢nosti karbamata (Rull i sur.,, 2009). Mnogi autori procjenjivali su
genotoksi¢nost karbofurana koriStenjem razli¢itih eksperimentalnih modela i tehnika bez
jasnih rezultata o njegovom $tetnom ucinku. Naravaneni i Jamil (2005) dokazali su znacajno
povisenje primarnih o$te¢enja DNA u ljudskim limfocitima nakon tretmana aktivnom tvari. .
U ovom istrazivanju utvrdeno je da karbofuran inducira primarna oSte¢enja DNA neovisno o
metaboli¢koj aktivaciji (Tablica 4). Medutim, Zhou i sur. (2005) u istraZivanju
genotoksicnosti Cistog karbofurana i njegovih metaboliti na miSevima pokazali su da sam
karbofuran ne povecava razinu primarnih oSte¢enja DNA u limfocitima. Medutim, metaboliti
karbofurana 3-ketokarbofuran, 3-hidrokarbofuran i nitrozokarbofuran su znacajno utjecali na
povecanje parametara alkalnog komet testa. Razliku u djelovanju metabolita u odnosu na
inicijalnu djelatnu tvar na$i rezultati nisu pokazali. Specifi¢ni nastanak oksidativnih lezija u
molekuli DNA uslijed izlaganja primarne kulture limfocita aktivnoj tvari (Tablica 7)
detektirali smo samo za najviSu koncentraciju koja predstavlja ekvivalent 1/16 LDsqo.
Nastanak okidacijskih oStecenja iskljucivo pri vis§im koncentracijama karbofurana zapaZen je i
od strane Milatovic i sur. (2005). Autori su detektirali poviSenje razine oksidativnog stresa u
stanicama poprecnoprugastih misSi¢a Stakora tek pri dozi karbofurana od 1/3 LDso.

Nadalje, Soloneski i sur. (2008) dokazali su znacajno poviSenje broja mikronukleusa u
stanicama CHO u ovisnosti 0 koncentraciji primijenjenog karbofurana kao aktivne tvari.
Chauhan i sur. (2000) pokazali su da ¢etverodnevno izlaganje miseva karbofuranu dovodi do
poviSenja broja mikronukleusa u stanicama koStane srzi ovisno o dozi $to je u skladu s nasim
istrazivanjem (Mladinic 1 sur., 2009b).

U okviru procjene aneugenog ucinka karbofurana uocili smo znacajan porast broja
mikronukleusa sa C+ signalom u ovisnosti o koncentraciji. UCinak nije bio ovisan o

metaboli¢koj aktivaciji. Specificno djelovanje karbofurana i njegovih metabolita na
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kromosome 1, 9, 15, 16 i Y nije zapazeno (Mladinic i sur., 2009b). Suprotno nasSim
rezultatima, Zhou i sur. (2005) nisu dokazali porast broja mikronukleusa u stanicama koStane
srzi miSa nakom izlaganja karbofuranu i metabolitu karbofuranfenolu usprkos 10 puta visim
koncentracijama od onih koje smo koristili u ovom istrazivanju. No, autori su zapazili porast
broja mikronukleusa nakon tretmana s 3-hidrokarbofuranom i nitrozokarbofuranom. Nazalost,
ovim istrazivanjem nismo bili u moguénosti jasno razluéiti koji od metabolita ispoljava
genotoksicni ucinak.

Nakon tretmana limfocita formulacijom karbofurana Geocid nije uocen znacajan nastanak
MN, NB i NPB (Slika 4-6) sto je u skladu s rezultatima Soloneski i sur. (2008) dobivenim na
stanicama CHO. Nadalje, nijje uocena ovisnost izdvajanja citavih kromosoma
mikronukleusima o koncentraciji Geocida, Sto ukazuje da formulaciju, za razliku od
karbofurana u obliku Ciste aktivne tvari ne posjeduje anuegeni ucinak. Ova razlika izmedu
ucinka formulacije i aktivne tvari moze se objasniti na nacin da aditivi koji se nalaze u samoj
formulaciji modificiraju i prevladavaju djelovanje samog karbofurana (Guilherme i sur.,
2010).

3.2. Dugotrajne kulture limfocita u uvjetima ex vivo
Sve ranije citirane studije o genotoksi¢nosti glifosata, terbutilazina i karbofurana temeljile su

se na rezultatima akutnog izlaganja u uvjetima ex vivo ili in vivo. Takav pristup ne pruza
relevantnu informaciju o $tetnim ucincima pesticida na genom ¢ovjeka uslijed dugotrajne
izlozenosti. S ciljem S$to vjerodostojnije procjene rizika po zdravlje ljudi, u sklopu ovog
doktorata uspostavili smo dugotrajnu kulturu ljudskih limfocita koja nam je omogucila
pracenje ucinka pesticida na strukturni integritet gena TP 53 i c-Myc koji sudjeluju u
regulaciji stani¢nog ciklusa pri 14-dnevnoj izloZenosti.

Nakon 14-dnevnog tretmana glifosatom i formulacijom Mentor uocili smo povecanje
primarnih oSte¢enja DNA u odnosu na negativnu kontrolu neovisno o dodatku S9 (Tablica 8).
Terbutilazinu nije pokazivao znafajno poviSenje razine primarnih osteéenja u ovisnosti o
koncentraciji dok je formulacija Radazin znacajno povecala migraciju DNA pri svim
testiranim koncentracijama. Statistickom usporedbom pokazan je jaci utjecaj formulacije na
genom u odnosu na samu aktivnu tvar (Tablica 8) §to ponovno upucuje na ¢injenicu da aditivi
sadrzani u formulaciji mogu sinergisticki djelovati na Stetan ucinak same aktivne tvari
(Guilherme 1 sur., 2010). Nakon 14-dnevnog tretman karbofuranom i formulacijom Geocid
uocili smo znacajan porast oSteCenja u ovisnosti o koncentraciji neovisno o dodatku S9

(Tablica 8).
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Limfociti, za razliku od primarne kulture, u dugotrajnoj kulturi prolaze veliki broj dioba $to
zahtjeva ucestalu sintezu i replikaciju DNA. Za takve stanice koje kontinuirano prolaze
stani¢ni ciklus poznato je da posjeduju vecu aktivnost popravka DNA od stanica u Go fazi
(Bartosova i sur., 1996; Bohr i sur., 1989). Stoga Anderson i sur. (2007) smatraju da bi u
tretmanu dugotrajnih kultura genotoksi¢nim agensima trebalo ocekivati manje razlike u
porastu % DNA u repu u odnosu na kontrolu, nego $§to bi to bio slucaj za tretman
kratkotrajnih kultura. Medutim, nasi rezultati pokazuju suprotno. Usprkos visoj aktivnosti
popravka rezultati ukazuju da dugotrajna izloZenost uzrokuje vece primarno oSte¢enje DNA u
usporedbi s akutnom izloZeno$¢u. To je vidljivo iz rezultata za % DNA u repu kometa za sve
aktivne tvari i formulacije osim za Cistu aktivnu tvar terbutilazin (Mladinic i sur., 2009a;
Tablica 2, 3, 4, 8). Komet test, osim $to detektira primarne lezije u molekuli DNA, ujedno
detektira 1 popravke oSte¢enja koji su u tijeku. Stoga pojacan intenzitet popravka doprinosi
porastu parametara komet testa. Nadalje, tijekom 14-dnevnog tretmana dugotrajna kultura
limfocita je Citavo vrijeme izlozena istoj razini genotoksi¢nog agensa §to dovodi do
kontinuirane indukcije lezija koje, nadalje, dodatno doprinose povecanju migracije DNA u
rep kometa. Kao trec¢e objasnjenje za povecanje parametara komet testa u tretmanu dugotrajne
kulture limfocita u odnosu na primarnu jest ¢injenica da je DNA u S fazi tijekom replikacije
osjetljivija na djelovanje genotoksicnih spojeva. Za razliku od primarnih, u dugotrajnim
kulturama limfociti opetovano prolaze kroz stani¢nu diobu.

Budu¢i da je u 14-dnevnom tretmanu utvrdena izraZenija primarna genotoksi¢nost aktivnih
tvari 1 njihovih formulacija, sa ciljem detaljnije procjene bioloskog znacaja detektiranih
oStecenja primjenili smo tehniku komet-FISH-a. Koristeéi specificne sonde DNA za gene c-
Myc i TP 53 ispitali smo ucinak dugotrajne izlozenosti pesticidima u uvjetima ex vivo na
strukturnu cjelovitost navedenih gena. Gene c-Myc i TP 53 odabrali smo zbog njihove zadace
u regulaciji stani¢nog ciklusa i uocenih aberantnosti u njihovom broju, strukturi i, u konacnici,
ekspresiji u malignim stanicama (Levin i sur, 1994). Gen TP 53 pripada skupini tumor
supresorskih gena. U zdravim, neoSteCenim stanicama razine proteina p53 odrZavaju se na
vrlo niskoj razini. Regulacija aktivnosti TP53 odvija se putem proteina MDM2 koji se vezuje
na p53 i sprjecava njegov transport iz jezgre u citoplazmu. Takoder, MDM2 funkcionira kao
ubikvitin ligaza koja veZe ubikvitin na p53 protein ¢ime ga oznacava za degradaciju (Hock 1
sur., 2011). Genotoksi¢ni stres koji moZe biti uzrokovan zracenjem, oSteenjem DNA ili
aktivacijom onkogena inhibira razgradnju proteina p53. Nadalje, u stanici protein p53 ima 3
vrlo vazne funkcije. Sudjeluje u zaustavljanju stani¢nog ciklusa, popravku DNA i

programiranoj stani¢noj smrti (apoptozi). Zaustavljanje stani¢ne diobe putem p53 dogada se u
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G1/S regulacijskoj toCci ¢ime se daje vremena mehanizmima popravka DNA da uklone
ostecenja izazvana genotoksi¢nim stresom. Ukoliko je oSte¢enje DNA preveliko p53 sudjeluje
u pokretanju mehanizma apoptoze u stanici (Teodoro i sur., 2007). Ukoliko su obje kopije
gena oStecene, mutirane ili deletirane u genomu, stani¢ni ciklus ne moze se zaustaviti §to
dovodi do nekontrolirane diobe (Riley i sur., 2008; Yee i Vousden, 2005).

Gen c-Myc pripada skupini protoonkogena i ima ulogu transkripcijskog faktora. Smatra se da
utjece na regulaciju ekspresije vise od 15 % svih gena u stanici ¢ovjeka (Dang i sur., 2006). U
stanicama koje se nalaze u fazi Go ekspresija c-Myc je na niskoj razini, dok u stanicama koje
se u stanicama potaknutim na diobu znacajno povecava njegova ekspresija. Povecanje
ekspresije c-Myc stiSava transkripciju gena gasl, pl5, p21, p27, gadd34, gadd45 i gadd153
koji su odgovorni za ostanak stanice u fazi stani¢nog ciklusa Go (engl. growth arrest genes),
¢ime inducira pocetak stanicne diobe. Postoje dva razli¢ita mehanizma stiSavanja transkripcije
gena odgovornih za stani¢nu diobu. Prvi je vezanje c-Myc na promotorsku regiju gena koji
koce diobu ¢ime se supresira njihova transkripcija. Drugi nacin djelovanja je vezanje gena C-
Myc na transkripcijski faktor koji je odgovoran za aktivnost ovih gena i njegova inaktivacija
(Gartel 1 Shchors, 2003). Po zavrSetku diobe, u stanicama kéerima ekspresija c-Myc se vraca
na njegovu bazalnu nisku razinu. Prekomjerna ekspresija gena c-Myc dovodi do suzbijanja
transkripcije gena koji ko€e diobu stanice te time moZe doprinjeti nekontroliranoj stani¢noj
diobi. Kao krajnja posljedica moze biti razvitak novotvorevina (Gardner i sur., 2002). Zastita
stanice od prekomjerno eksprimiranog c-Myc leZi u aktiviranju mehanizma apoptoze. Ukoliko
stanica izbjegne ulazak u apoptozu dolazi do nekontrolirane diobe na na¢in da c-Myc aktivira
ekspresiju gena hTERT ¢iji je produkt enzim telomeraza. Takoder, dokazano je da c-Myc
utjeCe na povecanje ekspresije gena koji sudjeluju u biozintezi nukleotida i metabolizmu
DNA (Gartel i Shchors, 2003).

Prilikom odredivanja lokalizacije signala za gene TP53, c-Myc, centromere kromosoma 8 (cen
8) i 17 (cen 17) u repu kometa mjeren je intenzitet fluorescencije signala za pojedinu regiju u
repu 1 usporedivan s fluorescencijom signala neoSte¢ene regije u glavi kometa kontrolnih
limfocita. Mjerenjem intenziteta signala FISH-a u glavi ili repu kometa moze se utvrditi je li
do migracije gena u rep doslo uslijed njegove fragmentacije uzrokovane ostecenjem DNA
unutar genske sekvence ili uslijed migracije relaksirane omce koja sadrzi gen dok on sam nije
ostecen. U alkalnom kometu, nakon elektroforeze i neutralizacije preparata, DNA se ne
zadrzava u jednolancanom (ss) obliku jer je takav oblik entalpijski nepovoljan i1 energetski
neodrziv. Jednolan¢ana DNA ima tendenciju sljepljivanja s komplementarnim lancem u

dvolan¢anu (ds) uzvojnicu. Ako su komplementarni lanci unutar repa prostorno udaljeni pa
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nije moguca rehibridizacija, do¢i ¢e do sljepljivanja s malenom ektopi¢nom homolognom
sekvencom i tako stvoriti ds ukosnice (Kumaravel i sur., 2009). Imajuci na umu ¢injenicu da
se rep kometa formira migracijom opustenih om¢i DNA velic¢ine 12-250 kb (Jackson i sur.,
1990) i linearnih fragmenata DNA oslobodenih nakon indukcije loma unutar omce, pojava
signala u repu nuzno ne mora znaciti fragmentaciju samog gena. Intenzitet fluorescencije za
Citav (neoStecen) gen koji se odreduje u glavi kometa kontrolnih limfocita smatra se
referentom vrijednosc¢u te mozemo reéi da iznosi 1 arbitrarnu jedinicu (AJ). Vrijednost signala
u repu koja odgovara 1 AJ ili /2 AJ predstavlja migraciju cijelovitog gena kao dijela opustene
omce. Intenzitet koji odgovara 1 AJ ukazuje na uspjeSno sljepljivanje odabrane sekvence s
komplementarnim lancem u obliku ds DNA omce. Ukoliko signal u repu iznosi %2 Al
vrijednosti to ukazuje na sljepljivanje FISH sekvence na ss gensku regiju koja zatim tvori ds
ukosnicu. Intenzitet signala koji je jednak 1 AJ ili 2 AJ ukazuje na migraciju opustene omce
u rep kometa, a u kojoj se nalazi cjeloviti gen bilo u ds formi omce (1 AJ) ili ss formi (1/2 AJ)
te nema fragmentacije gena. Vrijednosti intenziteta jednake ' i Y4 AJ ne smatraju se
fragmentacijom gena jer je mala vjerojatnost da se lom DNA dogodi na polovici gena.
Ovakav nacin brojenja signala vrijedi isklju¢ivo za DNA sondu koja posjeduje oba lanca
obiljezena s flouroforima (lourov i sur., 2005).

Do sada nije bilo objavljenih istrazivanja u kojima bi tehnika komet-FISH bila primijenjena u
procjeni ucinka pesticida na strukturni integritet neke od genomskih regija. Medutim, u
literaturi postoje istrazivanja koja koriste ovu tehniku za procjenu integriteta gena TP53 u
istrazivanjim ex Vvivo na razli¢itim stani¢nim linijama. Tako su Kumaravel i Bristow (2005)
izlagali razli¢ite stani¢ne linije y-zracenju. Autori su dokazali da je oSte¢enje gena TP 53
znacajno izrazenije u stani¢nim linijama karcinoma dojke u odnosu na limfoblastoidnu liniju i
liniju zdrave epitelne stanice dojke. Nadalje, Schaeferhenrich i sur. (2003) su u stani¢noj liniji
karcinoma debelog crijeva uocili znacajnu migraciju gena TP53 u rep kometa uslijed
izlaganja produktu lipidne peroksidacije 4-hidroksi-2-nonenalu. U drugim istrazivanjima,
Knobel i sur. (2007), te Park i sur. (2007) na leukocitima i stani¢noj liniji debelog crijeva
pokazali su Stetan utjecaj zeljeza na strukturnu cjelovitost TP53. S obzirom da ne postoje
studije o utjecaju pesticida na strukturni integritet gena c-Myc i TP53 nismo bili u mogucnosti
raspraviti svoje rezultate u svijetlu rezultata istrazivanja drugih autora.

Glifosat i terbutilazin kao Ciste aktivne tvari inducirali su znacajnu migraciju oba promatrana
gena c-Myc i TP53 u rep kometa pri viSoj od dvije testirane koncentracije. Iako ne postoje
razlike u intenzitetu migracije izmedu ta dva gena, 14-dnevni tretman glifosatom i

terbutilazinom doveo je do znacajnog izdvajanja cen 17 dok to za cen 8 nije bio slucaj
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(Tablica 9, 10; Mladinic i sur., 2012). Terbutilazin pripada skupini triazina te pokazuje slican
toksikoloski profil kao atrazin. Cantemir i sur. (1997) dokazali su da dugotrajna izloZenost
atrazinu znacajno smanjuje razine proteina p53 u limfocitima Stakora u ovisnosti o dozi.
Autori objasSnjavaju da smanjenje razine proteina proizlazi iz naruSene funkcije gena TP53
uslijed klastogenog mehanizma djelovanja pesticida. Navedena opazanja u skladu su s
rezultatima naSeg istrazivanja koji upuéuju na smanjeni strukturni integritet gena TP53.
Metabolicka aktivacija pojacala je ucinak aktivnih tvari glifosata i terbutilazina na izdvajanje
signala u rep za sve pracene regije. Ovakav rezultat bio je za oCekivati uzevsi u obzir rezultate
alkalnog komet testa dobivene za kratkotrajno i dugotrajno izlaganje limfocita pesticidima s i
bez S9. Budu¢i da smo primjenom tih tehnika uocili znac¢ajan u¢inak metabolicke aktivacije
na dodatno povecanje % DNA u repu kometa prilikom dugotrajnog izlaganja limfocita bilo je
za oCekivati da ¢e se u migriraju¢oj DNA naci 1 promatrani geni te da ¢e porast migracije gena
c-Myc i TP53 u rep kometa pratiti porast ukupnog izdvajanja DNA u rep. To nam govori da
genotoksi¢ni ucinak aktivnih tvari i njihovih metabolita nije specificnog karaktera za
navedene gene.

Za razliku od tretmana aktivnim tvarima formulacije Mentor i Radazin, pri obje koncentracije,
izazvale su pojacanu razinu migracije sve Cetiri promatrane regije (Tablica 11-14). Ponovno,
ovo je logi¢no jer usporedba s rezultatima komet testa ukazuje na sposobnost ,,inertnih® tvari
u formulaciji da djeluju aditivno na genotoksi¢ni potencijal aktivne tvari.

Tretman karbofuranom, u ovisnosti o koncentraciji, znac¢ajno je povecao izdvajanje gena C-
Myc i TP53 u rep kometa (Mladinic i sur., 2012). Jednako tretmanu s glifosatom i
terbutilazinom, karbofuran je znacajno utjecao na migraciju cen 17, ali ne i cen 8 u odnosu na
kontrolu. U odnosu na aktivnu tvar, formulacija Geocid pozitivno je utjecala na migraciju
gena c-Myc i TP53 te regije cen 17, ali i cen 8 u rep kometa za koju nakon tretmana s
aktivnim tvarima nije zabiljeZena migracija (Tablice 15 1 16).

Promatraju¢i skupno sve rezultate komet-FISH tehnike moZemo re¢i da je kod tretmana
aktivnim tvarima izrazenija migracija gena c-Myc u odnosu na gen TP53, no ta razlika nije
statisticki znacajna. Ovo zapazanje moguce je pokusati objasniti na dva nacina. Prvo, Siwicki
i sur. (2000) dokazali su da je u dugotrajnoj kulturi limfocita ekspresija gena c-Myc izraZenija
u odnosu na gen TP53. Do istog opazanja dosli su i Levin i sur. (1994) rade¢i na stanicama
karcinoma pluca. Utvrdeno je da geni koji su transkripcijski aktivni pokazuju veéu podloznost
oste¢ivanju djelovanjem genotoksi¢nih agensa za razliku od heterokromatinskih regija. Kao
Sto je vec reCeno komet test uz lezije detektira i mjesta aktivnih popravaka oStec¢enja DNA.

Upravo ta povecana dinamika ostecivanja i popravka u podrucju aktivnog gena c-Myc mogla
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bi biti razlogom nes$to ucestalije migracije tog gena u rep kometa. Drugo, kori$tena sonda za
c-Myc gen obuhvaéa trostruko vecu regiju od sonde za gen TP53. Zbog toga je moguce
ocekivati da ¢e nasumicno osteéenje DNA ceSc¢e zahvatiti regiju genoma koja hibridizira sa
sondom za c-Myc. Naravno, potrebno je naglasiti da razlika u intenzitetu migracije izmedu c-
Myc i TP53 nije bila statisti¢ki znacajna.

Od testiranih aktivnih tvari ¢ak ni karbofuran za kojeg je utvrdena najizraZenija sposobnost
narusavanja strukturnog integriteta promatranih gena nije inducirao migraciju cen 8 u rep
kometa. Poznato je da se DNA u podrucju centromernih regija gusto pakira u vidu
heterokromatina te je stoga tesko za ocekivati njenu migraciju u rep kometa. No zbog cega
onda postoje razlike u utjecaju aktivnih tvari na cen 8 i cen 17? U znanstvenoj literaturi
navodi se da kromosom 17 sadrzi veliku gusto¢u gena koja iznosi 16,2 gena po mega bazi
(Mb) DNA (Zody i sur., 2006), dok kromosom 8 sadrzi samo 5,6 gena/Mb (Nusbaum i sur.,
20006). 1z vece gustoce gena proizlazi povecana transkripcijska aktivnost, a time i povecana
aktivnost popravka u slucaju oStecenja (Surrallés i sur., 1997). Na tim mjestima DNA se rjede
pakira zbog svih aktivnih procesa. To za posljedicu moze imati poveéanu dostupnost
molekule DNA za interakciju s genotoksi¢nim spojem, ali i olakSanu migraciju om¢i DNA iz
tih regija u rep kometa tijekom elektroforeze. Sto se ti¢e teritorija kromosoma 17 u interfaznoj
jezgri on je znacajno drugacije pozicioniran od teritorija koji zauzima kromosom 8 (Bolzer i
sur., 2005). Nalazi se blize srediStu jezgre za koju je poznato da je rjede pakirana uslijed
genske aktivnosti (Cremer i sur., 2003) $to dodatno olakSava dostupnost tog dijela genoma
genotoksi¢nom spoju kao 1 migraciju om¢e DNA koja bi sadrzavala regiju cen 17 tijekom
elektroforeze.

Postoje dvije objavljene studije koje povezuju izloZenost pesticidima s numerickim i
funkcionalnim oSte¢enjima gena, jedna se odnosi na c-Myc, a druga na gen TP53, ali u njima
nije koriStena tehnika komet-FISH (Maire i sur., 2007; Calaf i sur., 2009). Niti jedna od
navedenih studija ne ukljucuje procjenu uéinka glifosata, terbutilazina i karbofurana ili
njihovih formulacija. Prva studija ukazuje na ¢injenicu da organofosforni pesticidi induciraju
oste¢enje gena TP53 (Calaf i sur., 2009). Autori su za organofosfate paration i malation
dokazali da dovode do malignih promjena u stanicama imortalizirane linije epitela dojke koje
se mogu pojasniti na dva nacina. Jedan je da organofosfati izravno utjecu na gubitak gena TP
53. Drugi nacin djelovanja je putem induciranja mikrosatelitne nestabilnosti u kromosomu 17
koji sadrzi taj gen. Nestabilnost ima za posljedicu povecanu ucestalost pogresnog popravka

DNA, a s obzirom da tumor-supresor TP53 aktivira mehanizame popravka za ocekivati je
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povecanu genomsku nestabilnost zbog naruSenog strukturnog integriteta ovog gena (Calaf i
sur., 2009).

Profesionalna izlozenost pesticidima povezana je s povecanim mutacijama gena TP53 koje su
utvrdene u stanicama karcinoma plu¢a (Bumroongkit i sur., 2008) i mozga (Loyant i sur.,
2005) pacijenata s dokumentiranom izlozenosti pesticidima. Na zalost autori nisu razlu¢ili
utjecaj pojedinih skupina pesticida, ve¢ su pokazali opéeniti Stetni utjecaj pesticida na gen TP
53. Heyer i sur. (2002) dokazali su kod pacijentica s karcinomom dojke da izloZenost
organoklornim pesticidima povecava stopu mutacija gena TP53. Nekoliko epidemioloskih
studija ukazalo je na mogucu vezu izmedu profesionalne izlozenosti karbofuranu i rizika od
razvitka ne-Hodgkinovog limfoma i karcinoma pluca (Bonner i sur., 2005; Hardell i sur.,
2002; Zheng i sur., 2001). Takoder, povecan rizik razvitka ne-Hodgkinovog limfoma povezan
je s izlaganjem triazinskim herbicidima (Hoar Zahm i sur., 1993). Budu¢i da su razli¢iti tipovi
mutacije gena TP53 prisutni u vidu uobifajenih mutacija svojstvenih za ne-Hodgkinov
limfom (Harris i Hollstein, 1993; Hosny i sur., 2009; Kamata i sur., 2007) i karcinom pluca
(Gao i sur., 2009; Miller i sur., 1992) temeljem rezultata navedenih studija indirektno se moze
zakljuditi da izloZzenost pesticidima osteéuje ovaj tumor supresorski gen. Stetan uéinak na
strukturni integritet gena TP53 uocen je u i ovom istrazivanju uslijed dugotrajnog izlaganja
limfocita glifosatu, terbutilazinu i karbofuranu samo u uvjetima ex vivo.

Za utjecaj pesticida na gen c-Myc postoji jedna objavljena studija, no ona nije istrazivala
pesticide iz skupina koje su istraZivane unutar ovog doktorata. Maire i sur. (2007) dokazali su
da izravno izlaganje 2,4-D povecava oste¢enje DNA kao i povecanu ekspresiju gena c-Myc u
stanicama SHE (engl. Syrian hamster embryo). Kao objasnjenje poveéanja ekspresije autori
navode hipometilaciju DNA u genskoj regiji. Jednostavnije re¢eno, 2,4-D vrlo vjerojatno
uzrokuje primarna oSte¢enja DNA na mjestima koja sadrze sekvence CCGG, a na koje se
vezu metiltransferaze. Na taj nac¢in onemoguceno je stiSavanje ekspresije gena c-Myc. Isto je
pokazano i radom kojeg su objavili Tao i sur. (2002), a kojim su dokazali hipometilaciju gena
c-Myc u tumorskim stanicama pluca Stakora.

Medutim, dvije studije osoba oboljelih od ne-Hodgkinovom limfomu pokazale su postojanje
strukturnih oStecenja lokusa c-Myc (Barrans i sur., 2010; Klapper i sur., 2008). Tako Barrans i
sur. (2010) ukazuju da u 14% oboljelih postoji rearanzman ovog protoonkogena, dok su
Klapper i sur. (2008) dokazali strukturna oSte¢enja gena u 8% populacije oboljelih. IzloZenost
triazinima (Hoar Zahm i sur., 1993) i karbamatima (Hardell i sur., 2002) povezana je s
povecanim rizikom od razvitka ne-Hodgkinovog limfoma. Nadalje, kod odredenih skupina

ljudi sa specificnim SNP (engl. single nucleotide polymorphism) u genu c-Myc izlaganje
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organofosfatima znacajno povecava rizik od razvitka raka prostate (Koutros i sur., 2010). Na
temelju toga mozemo reci da je gen c-Myc bitan za osjetljivost pri izlaganju pesticidima, ali i
znacajan faktor u riziku od razvitka novotvorina kod profesionalne izlozenosti. Gledajuci
zajedno rezultate navedenih studija, ali i naSeg istrazivanja, u uvjetima ex vivo, indirektno se
moze re¢i da genotoksi¢na aktivnost ovih skupina pesticida moze Stetno utjecati na strukturni

integritet protoonkogena c-Myc.

3.3. Citogeneti¢ki biomonitoring
S povecanjem razine primarnih o$te¢enja DNA dolazi i do porasta sekundarnih ostecenja, a

koja su glavni pokreta¢i neoplasti¢nog rasta stanica. Na tom tragu je i Direktiva 2009/128/EC
Europske komisije u kojoj se preporucuje provodenje periodickog nadzora stanovnistva
izlozenog agrokemikalijama. NaSa ideja bila je istraziti utje€u li pesticidi na povecanje
oSte¢enja genoma kod populacije koja je dugotrajno profesionalno izlozena pesticidima iz
skupina organofosfata, karbamata, ftalamidnih i nikotinoidnih pesticida. U naSem istrazivanju
uoCili smo statisticki znacajnu razliku u broju mikronukleusa, jezgrenih pupova i
nukleoplazmatskih mostova izmedu profesionalono izloZene populacije i kontrolne skupine
(Tablica 17). Zapazili smo znaajan udio mikronukleusa koji sadrze C+ 1 DAPI+ signale.
Prema tim rezultatima moZemo rec¢i da pesticidi, kojima su izloZeni radnici, uz klastogeni
ispoljavaju i1 anuegeni mehanizam genotoksicnosti ¢ime dovode do znacajnog izdvajanja
cijelih kromosoma. Vazno je napomenuti da izloZenost navedenim skupinama utjece
specificno na izdvajanje kromosoma 1, 9, 15, 16 1 Y. Nadalje, detaljnije smo zeljeli istraziti
dovodi li dugotrajna profesionalna izlozenost pesticidima do izrazenije aneuploidije za spolne
kromosome nego §to je to utvrdeno za op¢u populaciju.

Za kromosome X 1 Y izdvajanje u MN, NB 1 NPB nije bilo statisti¢ki u odnosu na kontrolnu
populaciju (Tablica 18). Usporedbom s drugim studijama moZemo re¢i da postoji vrlo malo
razlika u rezultatima za izdvajanje spolnih kromosoma u MN. Tako Surrallés i sur. (1996a) za
izdvajanje krosomosoma X u MN kod Zena navode brojku od 42%. Isti autori u drugom
istrazivanju navode postotak od 24,4% MN koji sadrze kromosom X (Surrallés i sur.,1996b).
Nadalje, Hando i sur. (1994), ponovno kod Zena, uocavaju izdvajanje kromosoma X u MN u
iznosu od 62,3%, a Catalan i sur. (1998) u iznosu 41,8%. Vrlo vazno je ovdje napomenuti da
sve ove studije navode postotke izdvajanja za oba kromosoma X. Razlika u odnosu na nase
rezultate je u tome $to smo mi izracunali vrijednosti izdvajanja samo za jedan kromosom X da
bismo bili u moguénosti usporediti ih s vrijednostima izdvajanja kromosoma X u MN kod

muskaraca. Ukoliko podijelimo vrijednosti iz navedenih studija s 2 da bismo ih sveli kao u
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naSem primjeru na jedan kromosom mozemo re¢i da je zapazena vrijednost u nasoj studiji
izdvajanja kromosoma X u MN u skladu s normalnim vrijednostima. Sto se ti¢e udjela
kromosoma Y u MN u naSem istrazivanju on je u skladu s rezultatima istrazivanja drugih
autora kod kojih izdvajanje Y iznosi 10,7% (Catalan i sur., 1998) i 13,5% (Nath i sur., 1995).
Prema naSim rezultatima ne mozZemo re¢i da pesticidi kojima je profesionalno izlozena
populacija iz ovog istrazivanja ima specificno djelovanje na spolne kromosome. Jezgreni
pupovi kao i1 nukleoplazmatski mostovi takoder se biljeze jer s tim podacima mozemo
potpunije karakterizirati mehanizme nastanka kromatinskih nestabilnosti u limfocitima. O
porijeklu jezgrenih pupova postoji nekoliko teorija. Tako oni nastaju zbog eliminacije
genomskih regija koje sadrze amplificirane gene povezane s metabolizmom ili rezistencijom
na egzogene kemikalije zbog dugotrajne izlozenosti (Lindberg i sur., 2007; Prody i sur.,
1989). Nadalje, NB mogu nastati mehanizmom zvanim ,,aneusomy rescue mechanism* gdje
se viSak kromosoma izdvaja pupanjem (Wang i sur., 2004), od ostataka anafaznih mostova
(Gisselsson i sur., 2000) ili retrakcijom mikronukleusa (Lindberg i sur., 2007). U ovom
istrazivanju, udio kromosoma X i Y nije bio znac¢ajan u NB (Tablica 18), pa jedino logi¢no
objasnjenje za porijeklo pupova bilo bi da nastaju retrakcijom mikronukleusa. Sto se tice
nukleoplazmatskih mostova oni potjecu od dicentri¢nih kromosoma tijekom anafaze ukoliko
dode do povlacenja svake od centromera prema suprotnom polu stanice ili od kromosoma
nastalih telomernom fuzijom (Fenech, 2006). Budu¢i da su u ovom istrazivanju koristene
centromerne probe, a udio mostova s kromosomom X nije bio znac¢ajan, nismo u moguénosti
razluditi nastanak NPB.

U posljednjem desetljeCu objavljena je nekolicina studija o Stetnom ucinku pesticida na
genom profesionalno izlozenith populacija u poljoprivredi (staklenici/otvorene povrsine) i
proizvodnji pesticida sa potpuno razli¢itim rezultatima. ViSe razli€itih skupina autora navode
statisticki znacajno povecanje broja mikronukleusa uslijed profesionalne izloZenosti razlicitim
skupinama pesticida u odnosu na kontrolu §to je slicno naSim rezultatima. Tako su Garaj
Vrhovac i Zeljezic (2002) dokazali znacajno povecanje broja mikronukleusa kod radnika u
proizvodnji koji su bili izloZeni mjeSavini kloroacetanilida, triazinskih, organofosfatnih i
fenoksi pesticida. Kod radnika u proizvodnji cvije¢a Bolognesi i sur. (2002) uocili su takoder
povecanje broja mikronukleusa. Testirana populacija bila je izloZena mjeSavini pesticida koji
spadaju u skupine organofosfata, karbamata, benzimidazola, piretroida, organoklorina,
tioftalimida itd. Bhalli i sur. (2006) zapazaju povecanje broja mikronukleusa kod radnika u
proizvodnji organofosfata i piretroida. Nadalje, Kehdy i sur. (2007) potvrduju povecanje broja
mikronukleusa i nukleoplazmatskih mostova kod sanitacijskih radnika koji koriste piretroide,
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organofosfate i hidroksikumarinske pesticide. Za berace pamuka izlozenih karbamatima,
piretroidima i organofosfatima dokazano je povecanje broja mikronukleusa (Ali i sur. 2008).
Takoder, kod radnika koji zapraSuju usjeve, a izlozeni su pesticidima iz skupina
ditiokarbamata, organofosfata, piretroidatioftalamida, karbamata Costa i sur. (2011) ukazali
su na povecanje broja mikronukleusa. Coskun i sur. (2011) potvrdili su povecanje broja
mikronukleusa 1 jezgrenih pupova kod poljoprivrednika koji koriste pesticide, ali bez
klasifikacije po skupinama izlozenosti. Medutim, suprotno naSim rezultatima Lucero i sur.
(2000) nisu uocili povecanje mikronukleusa kod populacije koja radi u staklenicima, a koja je
izloZzena organoklorinima, organofosfatima, karbamatima i piretroidima. Takoder, Pastor i
sur. (2002) ne detektiraju poveéanje mikronukleusa u 2 razli¢ita doba zapraSivanja, no ni
ovdje nisu navedeni podaci vezani za koriStene skupine pesticida. U velikoj europskoj studiji
koja je obuhvacala poljoprivrednike iz viSe zemalja Pastor i sur. (2003) nisu uocili povecanje
broja mikronukleusa za izloZenost organofosfatima, karbamatima i piretroidima. Nadalje,
Bolognesi i sur. (2004) nisu dokazali porast broja mikronukleusa za cvijeCare koji su bili
izlozeni organofosfatima, karbamatima, benzimidazolima, piretroidima tioftalimidima,
organokloridnim pesticidima, amidima 1 drugim skupinama pesticida. Vazno je ovdje
napomenuti da autori nisu zapazili niti povecanje udjela C+ signala u mikronukleusima za tu
profesionalno izlozenu populaciju. Bolognesi i sur. (2009) u studiji na poljoprivrednicima koji
koriste glifosat dokazali su porast broja mikronukleusa. Taj porast mikronukleusa bio je
prolazan te se smanjio nakon 4 mjeseca od zadnjeg dana koriStenja. U najnovijoj studiji na
poljoprivrednicima Jonnalagadda i sur. (2011) nisu uocili znacajno povisenje frekvencije

mikronukleusa, no to€ni podaci o koriStenim pesticidima nisu navedeni.

o1



4. Zakljucci
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10.

11.

12.

13.

U uvjetima 4-satnog izlaganja ex vivo, glifosat nije pokazao genotoksi¢ni uéinak u
leukocitima; razina primarnih oste¢enja DNA, ucestalost MN, NB i NPB nisu
znacajno povecane u odnosu na kontrolnu kulturu limfocita.

Nakon 14-dnevnog izlaganja kulture limfocita glifosatu doslo je do ispoljavanja
ogranicenog genotoksicnog djelovanja u vidu indukcije primarnih ostecenja.

Tijekom 14-dnevnog izlaganja kulture ljudskih limfocita, glifosat je narusio strukturni
integritet gena c-Myc i TP53 $to je izravna posljedica njegove ograni¢ene sposobnosti
indukcije primarnih oSte¢enja molekule DNA.

Za razliku od glifosata kao aktivne tvari, formulacija Mentor pokazala je znaéajnu
sposobnost indukcije primarnih i oksidativnih oste¢enja DNA te mikronukleusa veé
nakon 4-satnog izlaganja.

Osim klastogenog, za Mentor je uoceno i aneugeno djelovanje izdvajanjem cijelih
kromosoma.

Nakon 14-dnevnog izlaganja Mentor je, u odnosu na glifosat, pokazao znacajno veci
genotoksic¢ni potencijal putem indukcije primarnih oSte¢enja i naruSavanja strukturnog
integriteta gena TP53 i c-Myc.

Formulacija Mentor predstavlja znacajno veci rizik po stabilnost genetickog materijala
ljudskih stanica u odnosu na ¢istu aktivnu tvar glifosat.

Nakon 4-satnog tretmana, u uvjetima ex vivo, terbutilazin je pokazao genotoksi¢ni
u¢inak u leukocitima inducirajuéi znac¢ajan porast razine primarnih oSte¢enja DNA,
broja mikronukleusa i jezgrenih pupova.

Osim klastogenog ucinka terbutilazin pokazuje i aneugeno djelovanje povecavajuci
udio mikronukleusa kojima sadrZe ¢itave kromosome..

Za metaboli¢ki promijenjen terbutilazin utvrden je ograniCen specifican aneugeni
ucinak na kromosome 1, 9, 15, 161Y.

Nakon 14-dnevnog izlaganja kulture ljudskih limfocita zapazeno je genotoksi¢no
djelovanje terbutilazina u obliku povecanja primarnih oStecenja kao 1 naruSavanja
strukturnog integriteta gena c-Myc i TP 53.

U 4-satnom izlaganju formulacija Radazin pokazala je jednak genotoksi¢ni u¢inak kao
i aktivna tvar terbutilazin, dok je nakon 14-dnevnog izlaganja Radazin pokazao
znacajno veci genotoksicni potencijal.

U uvjetima 4-satnog izlaganja ex vivo, karbofuran je pokazao genotoksi¢ni ucinak na

lekocitima; inducira znacajan porast primarnih oste¢enja, medu njima i oksidativnih
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lezija kao i u€estalost MN. Osim klastogenog, predominantni aneugeni mehanizam
djelovanja karbofurana vidljiv je iz znacajno poviSenog izdvajanja cijelih kKromosoma.
Nakon 14-dnevnog izlaganja, karbofuran je doveo do povecéanja primarnih lezija DNA
i do narusavanja strukturnog integriteta gena c-Myc i TP53.

U 14-dnevnom tretmanu formulacija Geocid pokazala je izrazeniji genotoksi¢ni
uc¢inak u odnosu na ¢istu tvar karbofuran.

Opc¢enito, razina primarnih oste¢enja DNA u limfocitima bila je znaCajno poviSena
nakon 14-dnevnog izlaganja svim ispitivanim pesticidima u odnosu na razinu
oSte¢enja nakon 4-satnog izlaganja.

Nakon dugotrajnog izlaganja kulture limfocita niskim koncentracijama pesticida
uoceno je da aktivne tvari izrazenije utje¢u na strukturni integritet gena c-Myc, dok
testirane formulacije utjecu na strukturni integritet gena TP53.

Kod osoba profesionalno izloZenih pesticidima potvrdeno je znac¢ajno povecanje broja
MN, NB i NPB u odnosu na kontrolnu skupinu.

Ovo istrazivanje ukazalo je na povecanje udjela aberantnih struktura kromatina koje
sadrze centromernu regiju kod izlozene populacije Sto upucuje na zakljucak da
koristene skupine pesticida uz klastogeno ispoljavaju i aneugeno djelovanje.

lako su za limfocite populacije profesionalno izloZzene pesticidima uocene
nepravilnosti u segregaciji spolnih kromosoma tijekom anafaze, kao i njihovo
sudjelovanje u tvorbi MN broj aneuploidnih stanica s obzirom na kromosome X i Y

nije se znacajno razlikovao u odnosu na referentne vrijednosti za opéu populaciju.
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