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SAZETAK

Cilj istrazivanja bio je istraziti genotoksi¢ni ucinak insekticida karbofurana (2, 3-dihidro-2,2-
dimetilbenzofuran-7-il-metilkarbamata) i njegove formulacije Geocid ST 35 (350g/1) primjenom
alkalnog komet testa na stanicama organa soja miSeva Swiss albino u uvjetima in vivo. Procjena
genotoksicnosti provedena je u stanicama bubrega, jetre, koStane srzi i leukocitima primjenom dvaju
parametara komet testa: duzine repa i intenziteta repa. Karbofuranom i Geocidom ST 35, svakodnevno
tijekom 14 dana, obradivane su Cetiri skupine zivotinja s dozama aktivne tvari u vrijednostima ADI i
1/100LDs, 1 usporedene s kontrolnom skupinom. Utvrdeno je znatno veée oStecenje DNA u stanicama
svih organa skupina obradenih formulacijom Geocidom ST 35 za vrijednosti ADI i 1/100LDs, u
odnosu na stanice zivotinja obradenih ¢istom aktivnom tvari karbofuran u istim dozama. I za aktivnu
tvar 1 za formulaciju intenzitet oste¢enja bio je proporcionalan dozi pesticida.U stanicama bubrega,
jetre 1 koStane srzi utvrdena su podjednaka oSte¢enja molecule DNA, dok je razina genomskim
oSte¢enja u leukocitima bila neSto niza. Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da
karbofuran i formulacija Geocid ST 35 genotoksi¢no djeluju na stanice svih ispitivanih organa miseva,
ali ni karbofuran ni formulacija nisu pokazali specificnost genotoksi¢nog ucinka prema nijednom
organu. OStecenja utvrdena u stanicama jetre, bubrega i koStane srzi, osim genotoksi¢nog djelovanja
karbofurana rezultat su i fizioloskih procesa u tim tkivima.
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ABSTRACT

The aim of research was to explore the genotoxic impact of carbofouran pesticide (2,3-dihydro-2,2-
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1.1. PESTICIDI

Organizacija za hranu i agronomiju pri Ujedinjenim narodima (FAO) odreduje pesticide kao
kemijske spojeve (Ciste tvari ili smjese) sintetskog ili bioloskog podrijetla koji se koriste za
suzbijanje, uniStavanje i ublazavanje utjecaja StetoCina (insekata, glodavaca, korova, gljivica,
mikroorganizama), na poljoprivrednim nasadima te u skladiStenju 1 transportu poljoprivrednih
proizvoda, prijenosnika zaraznih bolesti na ljude 1 Zivotinje te parazita (Maceljski 1 sur.,
1997).

Zbog svoje bioloske aktivnosti u ekosustavu i dugog vremena poluraspada, ve¢ duZi niz
godina pesticidi predstavljaju jedan od glavnih zagadivaca okolisa. Posljednjih nekoliko
desetlje¢a pesticidi su postali sveprisutni u ljudskom Zzivotu. Njihovo koriStenje nije
ograni¢eno samo na organiziranu proizvodnju hrane, ve¢ se svakodnevno koriste u vrtovima,
okuénicama, cvjetnjacima, travnjacima, kucanstvu i radnim prostorijama u svrhu dezinsekcije.
Pocetkom 20. stolje¢a zapocela je intenzivnija primjena pesticida u poljoprivredne svrhe.
Zakonska regulativa vezana uz njihovo koristenje poc€inje se donositi tek krajem 40-tih godina
proslog stoljeca. Organofosfati su bili jedni od prvih pesticida. Njihovo neurotoksi¢no
djelovanje na ljude otkriveno je 1932. godine, zbog cega su u Drugom svjetskom ratu
koristeni kao Ziv€ani bojni otrovi (Pang, 2007).

Jedna od posljedica dugoro€nog intenzivnog koriStenja pesticida je razvijanje otpornosti
odredenih Stetocina na ve¢ poznate aktivne tvari, zbog ¢ega industrija pesticida na trziSte
ubrzano uvodi nove aktivne tvari s izrazenijim pesticidnim djelovanjem koje istovremeno
predstavlja 1 vecu opasnost po zdravlje covjeka 1 okoli§ (Anwar, 1997; Goldman, 1998;
Guzzella 1 sur., 2005; Pohl i sur., 2008; Borchers 1 sur., 2007).

Iako u svijetu postoji trend smanjenja uporabe kemijskih zastitnih sredstava uvodenjem
integrirane 1 organsko-bioloSke proizvodnje hrane prema podacima americke organizacije
Environmentel Protection Agency (EPA), 2006. godine u svijetu je utroSeno vise od 2,8
milijuna tona aktivnih tvari (Hicks, 2008).

Osim kemijski sintetiziranih pesticida sve vecu upotrebu u svijetu imaju biopesticidi. To su
proizvodi izolirani iz biljaka, Zivotinja, mikroorganizama ili odredeni minerali (npr. ulje
kanole, natrijev hidrogenkarbonat). Zbog prirodnog podrijetla biopesticidi nisu zagadivaci
okolisa, djeluju na nize organizme razaraju¢i im probavni sustav, a budu¢i da su uglavnom

fotosenzibilni primjenjuju se u vecernjim satima (EPA, 2007).



Porastom potrebe za hranom, razvojem poljoprivrede 1 kemijske industrije, sredinom 20-tog
stoljeca, porasla je upotreba pesticida, ali i broj trovanja medu poljoprivrednim radnicima i
korisnicima proizvoda s polja tretiranih pesticidima. Takav razvoj dogadaja nametnuo je
nuznost testiranja toksicnosti pesticida prije stavljanja u promet (Ecobichon, 1991).

Kada govorimo o pesticidima potrebno je razluciti aktivnu tvar s pesticidnim u¢inkom od
formulacije (pripravka pesticida). Aktivna tvar je kemijski spoj koji u ciljnom organizmu
ispoljava toksi¢ni ucinak. Na trziStu i u primjeni ne koriste se Ciste aktivne tvari, ve¢
pripravci. Pripravak osim aktivne sadrZzi 1 inertne tvari. Inertne tvari poboljSavaju ucinkovitost
same aktivne tvari, olakSavajuéi njezinu primjenu, adsorpciju 1 unos u ciljni organizam te
transport u organizmu do ciljnog organa ili stanica. Inertne tvari daju pesticidu jedinstvenu
fizikalnu formu i specifi¢ne karakteristike (Maceljski i sur., 1997). Formulacije se mogu naci
u obliku prasiva (P), emulzija (E), mociva (WP), suspenzija (S), kristala (K), granula (G),
tekuceg sredstva za otopinu (SC). U novije vrijeme sve je viSe znanstvenih radova koji
ukazuju na €injenicu da naziv inertne tvari nije u potpunosti primjeren jer iako ti spojevi ne
posjeduju pesticidni ucinak nisu bioloski neaktivni, te sami mogu djelovati izrazito toksi¢no
ili u kombinaciji s aktivnom tvari dovesti do nezeljenih posljedica po zdravlje ¢ovjeka. Danas
postoji oko 21 000 registriranih formulacija pesticida s oko 1100 razli¢itih aktivnih sastojaka
koji se koriste u agrokulturi, kuéanstvu i industriji. Environmental Protection Agency (EPA) i
International Agency for Research on Cancer (IARC) klasificirali su 160 aktivnih tvari kao

potencijalne karcinogene (Martin i sur., 2001).

1.2. PODJELA PESTICIDA

Postoji nekoliko nacina podjele pesticida. S obzirom na ciljnim organizam njihova djelovanja,

pesticidi se dijele na (Maceljski 1 sur., 1997):

o akaricide (sredstva za suzbijanje grinja)

o algicide (sredstva za suzbijanje algi)

e avicide (sredstva za suzbijanje ptica)

o Dbaktericide (sredstva za suzbijanje bakterija)

o fungicide (sredstva za suzbijanje gljivica)

e herbicide (sredstva za suzbijanje korova i drugih nepozeljnih biljaka)
o insekticide (sredstva za suzbijanje kukaca)

o moluskicide (sredstva za suzbijanje puzeva)
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e nematocide (sredstva za suzbijanje oblica)
o regulatore rasta (sredstva za regulaciju rasta biljke)
o repelente (sredstva za odbijanje kukaca i divljaci)

o rodenticide (sredstva za suzbijanje glodavaca)

Drugi, takoder Cesto primjenjivan, nacin podjele pesticida jest s obzirom na kemijsku
strukturu aktivne tvari. Prema toj podjeli postoji viSe od 40 skupina pesticida, a neke od

najvaznijih su (Anwar 1997):

e fenoksi herbicidi

e karbamatni pesticidi

e organofosforni pesticidi
e organokloridni pesticidi

e triazinski pesticidi

1.3. INSEKTICIDI

Insekticidi su tvari kemijskog ili bioloskog podrijetla koje se primjenjuju za uniStavanje
insekata na poljoprivrednim povrSinama, travnjacima, okuénicama i kucanstvu, u uzgoju
gospodarski iskoristivih Zivotinja 1 njezi kuénih ljubimaca. Njihov znacaj olituje se u
sprecavanju Sirenja oboljenja koja se prenose kukcima i osiguravanju hrane rastucoj ljudskoj
populaciji (EPA, 2000).

Nadzor nad populacijama kukaca kemikalijama zapoceo je ve¢ prije 2000 godina upotrebom
prirodnih spojeva poput vodenog ekstrakta kopriva i buhaca. Pustanjem diklor-difenil-
trikloretan-a (DDT-a) na slobodno trziSte 1940-tth godina zapocelo je doba sinteticki
dobivenih insekticida (EXTOXNET, 1996).

Insekticidi predstavljaju drugu najvecu skupinu pesticida s obzirom na broj aktivnih tvari 1
koli¢inu godis$nje potroSnje. Globalno je, u 2001. godini, potroseno 137 056 t insekticida, a
samo u Europi 21 234 t insekticida (FAOSTAT, 2001). Za razliku od herbicida insekticidi
biljeZe vecu potros$nju u razvijenijim zemljama. Od zabrane koriStenja DDT-a, zbog jeftine
radne snage u siromas$nijem dijelu svijeta kontrola kukaca obavlja se njihovim fizickim
uklanjanjem s nasada i Zivotinja, bez primjene kemijskih spojeva (EXTOXNET, 1996).
Najvecu skupinu insekticida predstavljaju organski insekticidi koji se dijele u nekoliko velikih

podskupina (Reigare i Roberts, 1999).

11



1.3.1. Organoklorni insekticidi

Organoklorni insekticidi su skupina sinteti¢kih insekticida otporna na razgradnju u organizmu
1 okoliSu, kontaktni su otrovi, a ulaze u organizam preko diSnog i probavnog sustava. Nalaze
se na popisu obveznog utvrdivanja higijenske ispravnosti namirnica Zivotinjskog podrijetla.
Vecina insekticida iz ove skupine povucena je iz primjene u mnogim zemljama. Medutim,
zbog dugog vremena polurazgradnje ostaci ovih spojeva i dalje su prisutni u okoliSu. Postoji
nekoliko razli¢itih kemijskih tipova organoklornih insekticida, no svi sadrze atome klora 1 svi
su topivi u mastima (nepolarni). Ciljno tkivo djelovanja je Ziv€ano tkivo. Najpoznatiji

predstavnik ove grupe insekticida je DDT (Reigare i Roberts, 1999).

1.3.2. Sinteticki piretroidi

Piretroidni insekticidi su razvijeni kao sinteticki, a oblik prirodnog pesticida piretroida
izoliran je iz biljke Chrysanthemum cinerariifoliu Vis. Permetrin, bifentrin 1 fenvalerat
primjeri su iz ove skupine aktivnih tvari. Neznatno su polarniji u odnosu na organoklorne
insekticide. Ovi spojevi su Ziv€ani ili nervni otrovi 1 insekticidi u jako niskim dozama. Djeluju
na sredi$nji 1 periferni Ziv€ani sustav. Zakonski maksimalna dozvoljena koncentracija (MDK)

piretroida u biljnim i animalnim namirnicama iznosi 1pg/g (Reigare i Roberts, 1999).

1.3.3. Dinitrofenoli

Dinitrospojevi, zuta ulja ili zuta sredstva su liposolubilni spojevi koji u organizam ulaze preko
probavnog sustava, inhalacijom i1 preko koze. U organizmu djeluju povecavajuci razinu
endogenog metabolizma aktiviraju¢i oksidativnu fosforilaciju uz istovremenu inhibiciju
oksidacije pri ¢emu se ne stvara ATP, ve¢ se oslobada toplinska energija.Primjeri ovih

insekticida su binapakril (Morocide ®) i dinokap ( Karathan ®) (Whare i Whitacre, 2004 ).
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1.3.4. Organofosforni insekticidi

U ovu skupinu ubrajaju se sinteticki organski esteri fosforne kiseline s insekticidnim
djelovanjem. Kontaktni su otrovi koji se u prirodnim supstratima razlazu te se za razliku od
kloriranih ugljikovodika ne zadrzavaju u ekosustavu. Najces¢e primjenjivani organofosforni
pesticidi su diklorvos, malation i1 paration. U organizmu djeluju neurotoksi¢no inhibirajuci
enzim acetilkolinesterazu te na taj nac¢in onemogucavaju prijenos ziv¢anih signala i dovode do

paralize (Reigare 1 Roberts, 1999).

1.3.5. Karbamati

Karbamati koji se danas koriste kao insekticidi sintetiticki su spojevi, po strukturi su esteri N-
metil (1li N,N-dimetil ) karbamatne kiseline s fenolom ili oksimom. Prirodna aktivna tvar iz
skupine karbamata moze se ekstrahirati iz vrte mahunarki Physostigma venenosum Balf, koja
sadrzi metilkarbonatni ester fizostigmin. Upotreba karbamata zapocela je 50-tih godina
proslog stoljeca, a danas su najcesSce koristena skupina insekticida u kucanstvima, vrtovima i
poljoprivredi (Reigare 1 Roberts, 1999).

Karbamati u organizmu dovode do reverzibilne inhibicije enzima acetilkolinesteraze te
akumulacije neuroprijenosnika acetilkolina u parasimpati¢kim neuroefektornim spojevima, na
neuromuskularnim vezama skeletnih misi¢a, autonomnim Zivcima, te u CNS-u. Na taj nacin
onemogucavaju prijenos ziv€éanih impulsa. Respiratorna depresija zajedno s pluénim edemom
najces¢i je uzrok smrti izazvane karbamatnim insekticidima (EPA, 2000). Karbamati se
apsorbiraju inhalacijom, ingestijom i rjede penetracijom preko koze. Enzimi jetre hidroliziraju
N-metil karbamate, a metabolicki produkti izlu€uju se putem jetre i bubrega. Najzastupljeniji

insekticid iz skupine karbamata je karbofuran.

1.4. KARBOFURAN

Karbofuran (2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-il-metilkarbamat) je insekticid koji pripada
skupini N-metilkarbamata. Bezmirisni je, bijeli kristaliéni ¢vrsti spoj izrazito slabe topivosti u vodi
od 320 mg/L. Na trziStu je prisutan u obliku tekué¢ih formulacija i granula. Neke od
najzastupljenijih formulacija karbofurana su Furadan, Karbodan, Karbosip, Chinofur,

Kuraterr, Furakarb, Kenafuran (EXTOXNET, 1996).
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Karbofuran je pusten u slobodnu prodaju 1967. godine, a prvi proizvodac bili su Korporacija
MC i Bayer AG (BCPC, 2003). Primjenjuje se u poljoprivredi za suzbijanje insekata,
koluti¢avaca i nematoda na nasadima povr¢a, uljane repice, kukuruza, soje, krumpira, rize,
kave, bundeva, banana 1 gljiva. U organizam ulazi ingestijom ili inhalacijom (BCPC, 2003).
Izrazito je neurotoksiCan, karbamilacijom u katalitickom centru dovodi do reverzibilne
inhibicije acetilkolinesteraze 1 butirilkolinesteraze u uvjetima in vivo 1 in vitro i na taj nacin
onemogucava prijenos ziv€anih signala (Maroni i sur., 2000).

Karbofuran je topiv u vodi i umjereno perzistentan u tlu s vremenom poluraspada 30-120
dana. U ljudskom tijelu vrijeme poluraspada mu je 6 do 12 sati i ne akumulira se u tkivima
(Gupta, 1994). U tlu se razgraduje kemijskim hidrolizama (mnogo brze u alkalnim tlima) i
mikrobioloSkim procesima. Razgraduje ga sunceva svjetlost, a spoj ima visoki potencijal
kontaminacije podzemnih voda.

Zbog svoje Siroke primjene u poljoprivredi i kucanstvima karbofuran je postao ozbiljan
problem za ocCuvanje zdravlja ljudi i1 zivotinja. Epidemioloska istrazivanja pokazuju da
produZeno izlaganje karbofuranu uzrokuje povecani rizik od gastrointestinalnih, neuroloskih i
sr¢anih smetnji (Peter 1 Cherian, 2000). Do 1991. godine vise od 80 % ukupnog karbofurana
je bilo u granularnoj formi, no zbog pomora ptica nakon ingestije granula karbofurana 1994.
godine EPA je inicirala zabranu granularne formulacije karbofurana u SAD-u. 2006. godine
EPA predlaze zabranu koriStenja karbofurana, medutim ona iz ekonomskih razloga do danas
nije uvedena (EPA, 2000). U gospodarski razvijenim zemljama prati se trend smanjenja
upotrebe karbofurana zbog njegove toksi¢nosti za zZivotinje 1 ¢ovjeka (EPA, 2000). Oko 20
000 tona karbofurana 2002. godine utroSeno je u svijetu. S godiSnjom potrosnjom od 500 tona

u Hrvatskoj karbofuran je jedna od najcesce primjenjivanih aktivnih tvari (FAOSTAT, 2001).

H,C CHx

NH

\

o CHsy

Slika 1. Strukturna formula karbofurana
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1.4.1. Putovi unosa karbofurana u organizam

Absorpcija je proces prijelaza molekule pesticida kroz barijeru koja dijeli organizam od

okolnog prostora i ulaska u sistemsku cirkulaciju (Anwar, 1997; Rozman 1 Klaasen, 1996).

Glavni nac¢in unosa karbofurana u organizam je putem probavnog sustava. Kod profesionalne
izlozenosti karbofuranu, vjerojatnost intoksikacije ingestijom vrlo je mala. Medutim, ukoliko
se ne provode dostatne mjere opreza, karbofuran se moZe unijeti u organizam oralno,
prinoSenjem 1 stavljanjem kontaminiranih predmeta u usnu Supljinu. Takoder moze u¢i u
organizam kao posljedica gutanja mukusa kojim se odstranjuju Cestice karbofurana zaostale
na stijenkama di$nih putova, a koje su primarno uneSene inhalacijom. Najces¢i oblik unosa
karbofurana ingestijom deSava se prilikom konzumiranja svjezih namirnica obradenih
pesticidom, a da nije poStivano vrijeme koje mora pro¢i od posljednje obrade do stavljanja
namirnica u promet (karenca) te u sluCajevima trovanja u kojima dolazi do konzumacije

samog pesticida (Anwar, 1997; Rozman i Klaasen, 1996).

Unos preko diSnog sustava je drugi nacin unosa karbofurana u organizam. Do inhalacije moze
do¢i u slucajevima nepostivanja propisanih mjera zaStite prilikom pripreme 1 primjene
pripravaka s karbofuranom. Pri tom, veliku ulogu o odredivanju intenziteta absorpcije igraju
veli¢ina aerosolnih Cestica 1 njihova topivost u mukusu diSnih putova (Anwar, 1997; Rozman

1 Klaasen, 1996).

Zbog fizikalno-kemijskih karakteristika molekule karbofurana absorpcija preko koze je

zanemariva (Gosselin 1 sur., 1984).

1.4.2. Metabolicka promjena karbofurana

Nakon unosa karbofurana ingestijom ili inhalacijom, u organizmu se odvija proces
biotransformacije u razli¢itim organima putem specifi¢nih enzima. Biotransformacijom se
molekula izvornog spoja mijenja kemijski s ciljem smanjenja njezine toksic¢nosti, ali i
povecanja topljivosti radi uéinkovitog izlu¢ivanja iz organizma. Ukoliko biotransformacijom
nastanu spojevi manje toksi¢nosti od izvorne molekule spoja govori se o inaktivaciji ili
detoksikaciji. Kada metabolicki produkti pokazuju veéu toksi¢nost od izvornih molekule
karbofurana rije¢ je o aktivaciji ili letalnoj sintezi. U tre¢em slucaju moguce je da nakon
biotransformacije spoj promijeni svoju bioloSku aktivnost, ali nije niti viSe niti manje toksic¢an
po organizam od izvorne molekule. U tom sluc¢aju govori se o promjeni aktivnosti (Parkinson,
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1996; Williams, 1971). Proces biotransformacije odvija se u dvije faze. U prvoj fazi
biotransformacije odvijaju se reakcije hidrolize, redukcije 1 oksidacije karbofurana s ciljem
smanjenja njegove toksicnosti (Parkinson, 1996; Williams, 1971). Druga faza
biotransformacije odvija se u istim stani¢nim strukturama kao i1 prva faza. U njoj dolazi do
stavaranja konjugata izmedu metabolita karbofurana i neke od makromolekula nosaca,
najcesce glukuronske kiseline. Kao rezultat druge faze nastaju spojevi daleko vece

hidrofilnosti od izvornih molekula karbofurana (Parkinson, 1996; Williams, 1971).

Nakon oralnog unosa karbofuran ima bioloSko vrijeme poluraspada od nekoliko sati do
nekoliko dana, prilikom cega ne cirkulira krvotokom dugo vremena 1 ne akumulira se u
tkivima. Metabolizam i ekskrecija karbofurana je dobro proucena u Stakorima, miSevima,

kukcima, kravama i kozama (Usmani i sur., 2004; Krieger i sur., 1976; Knaak 1 sur., 1970).

Utvrdeno je da se u ljudskom organizmu karbofuran metaboli¢ki mijenja na vise nacina.
Primarni organ metabolicke pretvorbe karbofurana je jetra (Gupta, 1994). Dominantni
metabolit je 3-hidrokskikarbofuran glukuronid. Osim njega, primarni mataboliti kod sisavaca
su jos i1 3-ketokarbofuran, 3-ketokarbofuran-7-fenol i karbofuranfenol (Usmani i sur., 2003).
Svi metaboliti su nadeni u slobodnom obliku 1 u obliku konjuganata sa sulfatima i
glukuronskom kiselinom (Gupta, 1994). Putevi metabolizma karbofurana obuhvacaju
oksidacijski put u kojem se benzil karbon prevodi u 3-hidroksikarbofuran, koji se zatim
prevodi u 3-hidroksikarbofuran fenol i1 3-keto karbofuran 7-fenol nakon hidroliza. Drugi put
metabolizma, najceS¢i u sisavaca 1 kukaca, je direktna hidroliza karbofurana u
karbofuranfenol (CAEPA, 1999).

Istrazivanja su pokazala da metabolickom transformacijom karbofurana, primjerice, nastaje
hidroksikarbofuran koji posjeduje ve¢u neurotoksi¢nost od izvorne molekule. Stoga ovdje

govorimo o metabolickoj aktivaciji spoja (Gupta, 1994).
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1.5. TOKSICNOST

Toksicnost je skup Stetnih utjecaja odredenih tvari na ljude i zivotinje. Toksi¢ni agens je
kemijski spoj koji pri odredenim okolnostima izlozenosti moze uzrokovati Stetne ucinke u
zivim organizmima (EXTOXNET, 1996).
Osnovni principi testiranja toksi¢nosti su (Hayes, 2001):
e testovi na eksperimentalnim Zivotinjama ili biljkama
e epidemioloske studije - utvrdivanje odnosa izloZenosti 1 u¢inaka ksenobiotika na
zdravlje pojedinih populacija
e ckotoksikoloske studije - primjena preciznih analitickih metoda u odredivanju ostataka
ksenobiotika u okolisu
e ispitivanje perzistentnosti i ponaSanja ksenobiotika kao kontaminanata unutar

prehrambenog lanaca.

Nakon unoSenja jednokratne doze toksikanta u organizam javlja se akutna toksiCnost.
Kroni¢na toksicnost je posljedica ucestale izlozenosti odredenom toksikantu tijekom duzeg
perioda (ponavljane doze od 3 mjeseca kod Covjeka i 2 godine kod glodavaca) (Benford,
2000).

Postoji nekoliko opce prihvacenih parametara kojima se definira toksi¢nost spoja.

Uobicajena mjera akutne 1 kroni¢ne toksiCnosti otrovnih tvari je letalna doza (LD). LDsg
predstavlja koli¢inu ispitivanog spoja koja je pod odredenim uvjetima obrade izazvala
smrtnost u 50% obradenih zivotinja (Maceljski i sur., 1997).

Prihvatljivi dnevni unos (engl. Acceptable Daily Intake - ADI) je parametar definiran kao
procijenjena ona koli¢ina spoja koja se moZe dnevno unositi u organizam tijekom Zivota bez
rizika po zdravlje (Benford, 2000).

Razina kod koje se nece ispoljiti nikakav Stetan ucinak (engl. No Observed Effect Level-
NOEL) je parametar koji definira najmanju koli¢inu spoja koja kod odredene vrste organizma
(Benford, 2000).

Maksimalna zaostatna razina (engl. Maximum Residue Level - MRL) je najve¢a dopuStena
koli¢ina ostatka pesticida izrazena u miligramima po kilogramu hrane, koja se smije prema
principima dobre poljoprivredne prakse (GAP) pojaviti u ili na hrani nakon upotrebe
pesticida. Ustanovljena od strane nacionalnih regulatornih agencija kako bi se pesticidni

ostaci u hrani odrzali u §to manjim vrijednostima (Benford, 2000).
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1.5.1. Toksikoloski uéinci karbofurana

Prema EPA Kklasifikaciji pesticida karbofuran spada u klasu II toksi¢nosti kao umjereno
toksi¢an (EPA, 2000).

Karbofuran inhibira acetilkolinesterazu (AChE) i butirilkolinesterazu (BChE) u uvjetima in
vivo i in vitro. Glavni toksikoloski u¢inak karbofurana se odnosi na reakciju karbamilacije
katalitickog centra AChE u Ziv€anom sustavu ¢ime dolazi do nakupljanja neuroprijenosnika
acetilkolina u sinapti¢koj pukotini, §to za posljedicu ima zaustavljanje neuroprijenosa
(Karczmar, 1998). Kumulativni u¢inak inhibicije AChE aktivnosti kod uzastopne izloZenosti
karbofuranu nije utvrden (Maroni i sur., 2000).

Od ostalih parametara koji odreduju toksicnost karbofurana valja spomenuti ADI koji za
karbofuran iznosi 0,01 mg/kg/dan (Kidd i1 James, 1991). Referentna doza, (engl. Reference
dose - RfD) je procjena dnevne izoZenosti ljudske populacije odredenoj tvari bez znacajnog
rizika od $tetnih ucinaka tijekom zivota (Harp, 1999) i za karbofuran iznosi 0,005 mg/kg/dan
(EPA, 1994). Nadalje, granicna doza (engl. Treshold limit values - TLV) je koncentracija
odredene tvari u zraku, mjerena u promilima (1/1000) ili mg/m’, koja se smatra prihvatljivom
pri dnevnoj izloZenosti radnika u proizvodnji i primjeni pesticida te nema Stetnih u¢inaka po
zdravlje (ATSDR, 2009). TLV =za karbofuran iznosi 0,1 mg/m3 (period od 8 sati) (EPA,
1989).

U uvjetima akutne toksi¢nosti karbofuran uzrokuje kratkotrajnu i reverzibilnu inhibiciju
AChE. Klasi¢ni simptomi trovanja karbamatnim komponentama su vrtoglavica, slabost,
mucnina, znojenje 1 zamagljen vid. Uslijed izoZenosti karbofuranu, dokazano je i bljedilo,
pritisak u prsima 1 epigastricka bol. Karbofuran narusava 1 imunoloski sustav miSeva u
uvjetima akutne toksi¢nosti (Barnett 1 sur., 1980) i ljudi (Fiore 1 sur., 1986). Potpuni oporavak
od akutnog trovanja karbofuranom je mogu¢ samo ako se izloZenost toksinu odmah prekine
¢ime se omogucava reaktivacija AChE. Akutni oralni LDs je 5-13 mg/kg za Stakora, 2 mg/kg
zamisa i 19 mg/kg kod pasa (Baron, 1991).

U uvjetima kroni¢ne toksi¢nosti kod Stakora kojima su davane doze od 5 mg/kg/dan tijekom
2 godine zamijecen je znacajan gubitak tjelesne mase (Baron, 1991). Jednak ucinak subletalne
kroni¢ne izloZenosti karbofuranu uocen je i na miSevima (Baron, 1991).

Reproduktivni ucinci uoceni su samo kod pasa kod kojih je dugotrajno izlaganje karbofuranu
dovelo do morfoloskih oStecenja testisa. Medutim, isti u€inak nije zabiljezen u ispitivanjima

na drugim zivotinjama (Baron, 1991).
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Istrazivanja mutagenosti karbofurana dala su razliite rezultate. Utvrden je relativno slab
mutageni ucinak karbofurana u bakterije Escherichia coli (Saxena i sur., 1997). Karbofuran je
djelovao na izmjenu sestrinskih kromatida u stanicama jajnika kineskog hrc¢ka (Lin i sur.,
1997), kod misa (Gentile 1 sur., 1982) i Stakora (Aly, 1998) u uvjetima in vivo. Kromosomske
aberacije utvrdene su u humanim limfocitima in vitro (Naravaneni 1 Jamil, 2005), te kod
miSeva in vivo. Kod miseva su, takoder, utvrdene i abnormalnosti spermija prilikom
izlozenosti karbofuranu u uvjetima in vivo (Chauhan i sur., 2000). Kod S$takora je dokazana
fragmentacija molekule DNA u neuronima kore mozga in vitro (Kim 1 sur. 2004), no isti
ucinak karbofurana nije dokzan u fibroblastima plu¢a kineskog hrcka in vitro (Yoon 1 sur.,
2001).

Prema podacima dobivenim u brojnim studijama na Zzivotinjama karbofuran ne djeluje
karcinogeno (Baron, 1991), no utvrden je njegov teratogeni i embriotoksi¢ni u¢inak (Gupta,
1994).

Epidemioloske analize utvrdile se moguce povecanje rizika od gastrointestinalnih, sréanih 1
neuroloskih smetnji prilikom dugoro¢nog izlaganja karbofuranu (Peter i1 Cherian, 2000;
Kamel 1 sur., 2000). Utvrdeno je takoder i povecanje rizika od raka plu¢a (Usmani i sur.,
2004) 1 ne-Hodgkin-ovog limfoma (Zheng 1 sur., 2001).

Poznat je mali broj smrtnih slu¢ajeva uslijed trovanja karbofuranom (Pinakini i Kumar, 2006).
Smrt 26-godi$njeg muskarca uzrokovana je slucajnim unoSenjem 155g karbofurana (Ferslew
1 sur., 2006) kao 1 ingestija karbofurana kod pokusaja samoubojstva 17-godiSnje trudnice
(Klys, 1989). IzloZenost karbofuranu moze dovodi do neprestanog podrazivanja
postsinaptickih vlakana te samim time gréenja miSica i1 blokade respiratornog sustava i

sr¢anog misic¢a §to neminovno uzrokuje smrt (Maroni i sur., 2000).

1.6. PROCJENA GENOTOKSICNOSTI

Grana toksikologije koja se bavi prouc¢avanjem oStecenja genoma, kao i posljedica koje ono
ima po zdravlje Covjeka, naziva se geneticka toksikologija. Kemijski spojevi koji posjeduju
sposobnost induciranja osteenja u molekuli DNA su genotoksi¢ni agensi, a njihovo
djelovanje naziva se genotoksi¢nost. S obzirom na mehanizam djelovanja, genotoksicne tvari
mogu se podijeliti u dvije osnovne skupine. Prvu ¢ine mutageni i klastogeni koji dovode do
ostecenja genoma izravnom interakcijom s molekulom DNA. Mutageni dovode do nastanka
oSteCenja na razini gena dok oSteCenja uzrokovana klastogenima zahvacaju Citave

kromosome. Drugu skupinu c¢ine aneugeni koji ne djeluju izravno na DNA i nisu u
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mogucnosti dovesti do nastanka mutacija gena niti promjena u strukturi kromosoma, ali
svojim djelovanjem oStecuju mikrotubule diobenog vretena i na taj nacin uzrokuju promjene
broja kromosoma u stanici. OSte¢enja molekule DNA uzrokovana kemijskim agensima mogu
se podijeliti u tri skupine: mutacije gena, strukturne promjene kromosoma i numericke
promjene kromosoma. Mutacije gena dijele se na tockaste (istomislene - samesence, pogresne
- missence i1 besmislene - nonsence) i mutacije koje dovode do pomaka okvira ¢itanja (frame
shift mutacije). Strukturne promjene kromosoma odnose se na kromosomski (translokacija,
kromosomski lom, inverzija 1 delecija) 1 kromatidni tip (kromatidni lom, kromatidni “gap” 1

intrakromatidna izmjena) (Hoffmann, 1996; IAEA, 2001).

1.6.1. Metode u genetickoj toksikologiji

Danas se u procjeni citogenetickog ucinka fizikalnih 1 kemijskih agenasa koriste cetiri
osnovne metode:

e analiza strukturnih aberacija kromosoma

e analiza ucCestalosti izmjena sestrinskih kromatida

e mikronukleus-test

e komet-test
Analizom strukturnih aberacija kromosoma utvrduju se kvntitativne i kvalitativne promjene u
strukturi kromosoma detekcijom ukupnog broja kromosomskih lomova, kromatidnih lomova i
acentri¢nih fragmenata, kao posljedica klastogenog genotoksi¢nog djelovanja. U analizi se
koriste stanice sisavaca u kulturi kao 1 kulture limfocita periferne krvi kratkoro¢no
stimuliranih mitogenom (Koehavong i Grant, 2005).
Analiza ucestalosti izmjena sestrinskih kromatida vrlo je osjetljiva citogeneticka metoda koja
se koristi u procjeni genotoksicnosti iskljucivo kemijskih spojeva. lako sam mehanizam
nastanka izmjena nije poznat, smatra se da je na neki nafin povezan s rekombinacijskim
popravkom dvostrukih lomova u DNA. Procjena se naj¢esce izvodi na limfocitima periferne
krvi ¢ovjeka (Cheng i sur., 1995).
Mikronukleus-test pripada skupini citogenetickih testova (Mersch i sur., 1997) 1 za razliku od
prije spomenutih metoda primjenjuje se kao osjetljiva tehnika u detekciji u¢inka obiju skupina
genotoksi¢nih agenasa: klastogena i aneugena. Tehnikom se detektira gubitak genetickog
materijala koji se nakon diobe stanice izdvaja od jezgre u vidu kromatinske strukture zvane

mikronukleus (Niisse i sur., 1996). Mikronukleus moze sadrzavati ¢itavi kromosom ili njegov
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odlomljeni dio temeljem Cega se razlikuje klastogeno djelovanje od aneugenog (Norpa i
Falck, 2003).

Komet-test je elektroforeza molekule DNA iz jezgara pojedinacnih stanica (eng. single cell
gel electrophoresis). Metoda se temelji na putovanju dijelova molekule DNA relaksirane
strukture uslijed induciranih oSteCenja kroz agarozni gel, te njihovoj detekeiji 1 kvantifikaciji
pomocu odredenih boja koje se vezu na DNA. Zbog svoje jednostavne izvedbe, ali izrazito
visoke osjetljivosti, komet-test je nasao Siroku primjenu u procjeni genotoksi¢nosti (Collins,

2004).

1.6.2. Komet-test

U posljednjem desetlj¢u komet tehnika je jedna od standardnih metoda odredivanja oStecenja
DNA, s primjenom u genotoksi¢nom testiranju, biomonitoringu ljudi 1 molekularnoj
epidemologiji, ekogenotoksikologiji, kao 1 temeljnom istrazivanju oSte¢enja i popravka
molekule DNA (Collins, 2004).

Komet tehnika ili tehnika elektroforeze pojedinacnih stanica u mikrogelu, prvi puta je opisana
od strane Ostlinga i Johansona, 1984. godine. Olive (1989) te Singh i sur. (1988) objavili su
dvije razli¢ite inacice izvorne metode, kojima je znatno povecana osjetljivost u detekciji
Danas se primjenjuje kao alkalna ili neutralna komet tehnika. Razlika izmedu njih temelji se
na pH vrijednosti pufera u kojem se provodi elektroforeza ukupne genomske molekule DNA.
Alkalna komet tehnika ceS¢e se primijenjuje u citogenetickim istraZivanjima zbog toga Sto
omogucava detekciju velikog broja razliitih oSte¢enja genoma (jednolancani i dvolancani
lomovi DNA, nepotpuni ekscizijski popravak, medulancane veze u molekuli DNA, DNA-
adukti, apurinska i apirimidinska mjesta, te mjesta DNA-protein veza). Neutralna komet
tehnika detektira iskljucivo dvolancane lomove (Fairbairn i sur., 1995). Obje modifikacije
komet tehnike detektiraju oSte¢enja u pojedinacnoj stanici, ¢ime je moguce utvrditi postojanje
razlika u osjetljivosti pojedinih stanica na djelovanje odredenog spoja, a Sto je od velikog
znacaja u predvidanju odgovora tumorskih stanica na tretman citostaticima (Meller, 2006).
Komet tehnika zasniva se na uklapanju stanica u agarozni gel, njihovoj lizi, denaturaciji
genomske DNA (ukoliko se radi o alkalnoj komet tehnici) te elektroforezi, bojanju i
analiziranju mikrogelova (Angelis i sur., 1999). Postoji niz razli¢itih nacina na koji je moguce
stanice uklopiti u agarozni gel. NajceSée se primijenjuje tzv. “sandwich” princip u kojem se

na bruseno predmetno staklo nanose slojevi agaroze razlicitih koncentracija (Meller, 2006).
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Preparati se potom uranjaju u pufer za lizu stanica. U sastavu pufera nalazi se
etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA), koja ¢e vezati ione metala vazne ze stabilizaciju
ovojniCastih tvorevina stanice. Na taj naCin olakSat ¢e se razbijanje ovojnica pomocu
detergenata, koji su takoder sastavni dio pufera za lizu (Triton-x). EDTA ¢e ujedno kelirati
ione kalcija nuzne za aktivnost DNAza i na taj naCin sprijecit ¢e oSteCenje stanicne DNA do
kojeg bi moglo do¢i oslobadanjem tih enzima. Nakon obrade preparata puferom za lizu, na
mjestu na kojem se u gelu nalazila svaka pojedina¢na stanica ostat ¢e samo njezina ukupna
genomska DNA (Collins 1 sur., 2001). U alkalnoj inacici komet tehnike, prije elektroforeze
preparati se uranjaju u pufer pH vrijednosti 12. Uloga alkalnog pufera je trojaka. Naime,
njime se iz gela ispiru ioni i makromolekularni kompleksi nastali lizom stanica koji bi mogli
utjecati na migraciju DNA tijekom elektroforeze. Nadalje, u alkalnoj sredini dolazi do
induciranja jednolan¢anih lomova u molekuli DNA 1 to na mjestima osjetljivim na luznatu
sredinu (medulan¢ane veze u molekuli DNA, DNA-adukti, apurinska 1 apirimidinska mjesta,
mjesta DNA-protein veza). Na taj se nafin omogucava detekcija tih vrsta oStecenja.
Naposlijetku, u luznatoj sredini dolazi do denaturacije DNA tj. razdvajanja njezinih lanaca
¢ime se omogucava migracija fragmenata nastalith indukcijom jednolanc¢anih lomova. U
neutralnoj inacici metode, elektroforezi prethodi ispiranje preparata u destiliranoj vodi radi
uklanjanja dijelova liziranih stanica (Fairbairn 1 sur., 1995).

Pufer za elektroforezu jednak je puferu za denaturaciju (pH 12). Djelovanjem elektri¢nog
polja dolazi do migracije odlomljenih lanaca denaturirane DNA kroz pore gela prema anodi,
dok ukupna DNA, zbog svoje veli¢ine, ostaje na mjestu (Collins 1 sur., 2001). Ukoliko su u
stanici bila prisutna oSte¢enja molekule DNA, u vidnom polju mikroskopa pojavit ¢e se
struktura koja svojim oblikom podsje¢a na komet. Naime, odlomljeni fragmenti putovat ¢e
kroz gel u elektricnom polju i nakon bojanja pojavit ¢e se u obliku fluoresciraju¢eg repa.
Preostala genomska DNA nece putovati, a nakon bojanja bit ¢e vidljiva kao glava kometa
(Slika 2B). Ukoliko u stanici nisu postojala oStecenja, njezina genomska DNA izgledat ¢e
poput fluorescirajuceg kruga (Slika 2A) (Rojas 1 sur., 1999).

Dva su osnovna parametra koja se mjere ovom tehnikom prilikom procjene intenziteta
ostecenja genomske DNA. To su duzina repa, mjerenog od sredine glave kometa do kraja
repa, i intenzitet njegove fluorescencije. Kao konacan rezultat tehnike navodi se i treci
parametar nazvan repni moment koji se izraCunava mnozenjem duZine i intenziteta repa te

dijeljenjem umnoska sa 100 (Collins, 2002).
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rep kometa

Slika 2. Shematski prikaz mikrografije komet: (A) stanica bez genomskih oStecenja, (B)

stanica s oSte¢enjima DNA, uz prikaz duzine glave i repa.

Sama izvedba tehnike je jednostavna, a vrijeme trajanja eksperimenta znacajno krace u
odnosu na ostale metode. Tako je kod standardnih citogenetickih tehnika limfocite potrebno
uzgajati u kulturi 48, odnosno 72 sata, ¢ime se vrijeme trajanja analize produzava na dva,
odnosno tri dana od uzimanja uzorka. Rezultati analize genomskih oSte¢enja primjenom
komet tehnike mogu se dobiti samo nekoliko sati nakon uzimanja uzorka (Meller, 2006).

Komet tehniku je moguce primijeniti 1 u onim slu¢ajevima kada nam je dostupan samo mali
broj stanica jer je za dobivanje reproducibilnih rezultata dovoljno analizirati 50 stanica. Kod
klasicnih metoda potrebno je analizirati nekoliko stotina (kod analize kromosomskih

aberacija) pa i do tisucu limfocita (kod mikronukleus tehnike).

Komet tehnika se moze podjednako uspjeSno primijeniti i za stanice sisavaca, stanice
beskraljeznjaka (Salagovic 1 sur., 1996) 1 biljaka (Koppen i Verschaeve, 1996), neovisno o
tome jesu li izolirane neposredno iz Zivog organizma ili su uzgojene u kulturi.

Budu¢i da sama izvedba komet tehnike ne zahtijeva uzgoj stanica u kulturi, prilikom izrade
preparata nije potrebno osigurati sterilne uvjete rada, $to dodatno pojednostavljuje rad i
znacajno pojeftinjuje analizu genomskih oStecenja. Naime, kod klasi¢nih citogenetickih
metoda zbog kultivacije stanica uvijek postoji opasnost od virusnih ili bakterijskih zagadenja,
koje mogu dovesti do dodatnih oSte¢enja makromolekule DNA 1 na taj nain utjecati na

rezultate analize (IAEA, 2001).
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Dodatna prednost komet tehnike je da se u izvedbi ne koriste tvari koje posjeduju mutageni
ucinak i mogu izazvati dodatna oSte¢enja DNA. Naime, ukoliko se kolhicin kod analize
kromosomskih aberacija, citohalazin B kod mikronukleus tehnike i 5’-bromo-deoksiuridin
kod analize izmjene sestrinskih kromatida ne dodaju u pravilnim koncentracijama, mogu
dovesti do dodatnih oSteenja DNA, a time 1 do pogresnih rezultata. Na temlju tih ¢injenica,
moglo bi se re¢i da su rezultati dobiveni primjenom komet tehnike vjerodostojniji od onih
dobivenih standardnim citogenetickim metodama (Mgller, 2006).

Upravo zbog tih znacajki komet tehnika bi mogla biti od velikog znafaja u procjeni
genotoksicnog ucinka pesticida na genom somatskih stanica razli¢itih organizama i procjeni

specificnosti djelovanja na pojedine organe.

1.7.  Cilj istrazivanja

Karbofuran je jedan od najviSe upotrebljavanih insekticida u Hrvatskoj s godiSnjom
proizvodnjom od otprilike 500 t (Zeljzic 1 sur., 2008). Svrstan je u II. skupinu pesticida prema
toksicnosti (EPA, 2000). U¢inci karbofurana dokazani su kao primarno neurotoksi¢ni (Maroni
1 sur., 2000), no poznati su i1 genotoksi¢ni (Yoon 1 sur., 2001), teratogeni i embriotoksi¢ni
ucinci (Gupta, 1994 ).

Cilj ovog istrazivanja je utvrdivanje genotoksi¢nog ucinka karbofurana na bubreg, jetru,
koStanu srz 1 leukocite, moguce razlike genotoksi¢nog ucinka aktivne tvari karbofurana i
njegove formulacije Geocid ST 35, te eventualne specifi¢nosti karbofurana prema nekom od

istrazivanih organa misa.
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2. MATERIJALI I METODE
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2.1. Pokusne Zivotinje

U ovom istrazivanju koristili smo miSeve muskog spola visokosrodnog soja Swiss albino,
starosti 2-3 mjeseca, mase 20-25 g iz uzgoja Zavoda za animalnu fiziologiju Bioloskog
odsjeka Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Po pet Zivotinja smo
drzali u istom kavezu, te hranili standardnom hranom za laboratorijske Zivotinje (Standard
Diet GLP, 4RF 1, Mucedola, Settimo Milanese MI, Italija), uz stalnu dostupnost vode ad
libitum. Koristili smo 12-satni reZim izmjene dana i no¢i. IstraZivanje smo proveli u skladu sa
Zakonom o zastiti laboratorijskih Zivotinja (NN 19/99) i prema Vodicu za drzanje i koriStenje
laboratorijskuh zivotinja (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, DHHS (NIH)
Publ # 86-23).

Slika 2. Laboratorijski mi§ soja Swiss albino
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2.2. Priprema otopina pesticida

U ovom istrazivanju koristili smo insekticid karbfuran (2,2-dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-
il-metilkarbamat) (Sigma-Aldrich) u obliku ciste tvari 1 formulaciju Geocid ST 35 (Chromos
Agro) u tekuéem stanju koja sadrzi 350 g kabofuranau 1 L.

MiSeve smo obradivali otopinom karbofurana u vrijednosti ADI (0,005 mg/kg/dan) 1 1/100
LDs (0,05 mg/kg/dan), te otopinom Geocida ST 35 u dozama ADI i 1/100 LDs.

2.3. Obrada Zivotinja

Miseve soja Swiss albino podijelili smo u 5 skupina sa po 5 jedinki. Zivotinje smo obradivali
otopinama pesticida peritonealno, svakodnevno tijekom 14 dana uStrcavanjem volumena
odredene otopine od 0,5 ml. Prvu skupinu miSeva obradivali smo svakodnevno dozom
karbofurana u obliku ¢iste aktivne tvari u vrijednosti dnevno prihvatljivog unosa (ADI —
0,0001 mg/dan. Drugu skupinu misSeva obradivali smo svakodnevno dozom karbofurana u
obliku ciste aktivne tvari u vrijednosti 1/100 letalne doze LDsy (0,001 mg/dan). Trecu
skupinu miSeva obradivali je svakodnevno dozom formulacije karbofurana Geocid ST35 koja
sadrzi aktivnu tvar u vrijednosti dnevno privatljivog unosa za karbofuran (ADI — 0,0001
mg/dan). Cetvrtu skupinu miSeva obradivli smo svakodnevno dozom formulacije karbofurana
Geocid ST35 koja sadrzi aktivnu tvar u vrijednosti 1/100 letalne doze LDsy za karbofuran
(0,001 mg). U isto vrijeme kontrolnoj skupini svakodnevno smo davali 0,5 ml fizioloSke

otopine (0,9 % NaCl). Shema obrade zZivotinja prikazana je u Tablici 1.

Tablica 1. Prikaz koncentracija koriStenith pesticida u ispitivanjima in vivo za miSeve u

trajanju tretmana od 14 dana.

Pesticidi Koncentracija Dnevna doza | Ukupna doza (mis
mg/kg/dan / mi§ /14 dana)
0.0005 (ADI) 0.0001 mg 0.0014 mg
Karbofuran  =5605"7/100 LDsg) | 0.001 mg 0.014 mg
Geocid 0.0005 (ADI) 0.0001 mg 0.0014 mg
0.005 (1/100 LDsy) 0.001 mg 0.014 mg
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2.4. Uzorkovanje tkiva i organa

Petnaestog dana od pocetka obrade, zivotinje smo uspavali injekcijom Narketana (3 mg / mi§
ketamina u 1,5 ml narketana) (Vetocuinol). Uzorke krvi uzeli smo Pasteurovom pipetom
nakon presijecanja aksilarnog spleta Zila i prenijeli ih u heparinizirani vacutainer (Becton
Dickenson). Bubreg i jetru, mehanicki smo usitnili u puferu za homogenizaciju pH 7,5 [0,075
M NaCl (Kemika) i 0,024 M Na,EDTA (Sigma)] ohladenom na +4 °C i to u omjeru 1 g tkiva
na Iml pufera. Za vrijeme homogenizacije tkivo smo drzali na ledu (Sasaki 1 sur., 1997a;
1997b; 1977c¢).

Kostanu srz izolirali smo iz bedrene kosti miSa metodom prostrcavanja uz koristenje 2 ml
pufera za homogenizaciju pH 7,5 [0,075 M NaCl (Kemika) 1 0,024 M Na,EDTA (Sigma)]
ohladenog na +4 °C (Sasaki i sur., 1997a; 1997b; 1997¢).

2.5. Komet - test

U ovom istrazivanju koristili smo metodu alkalnog komet testa (Singh i sur., 1988) uz
prilagodbu za procjenu genotoksi¢nosti u uzorcima organa (Sasaki i sur., 1997).

Neposredno nakon homogenizacije organa izradili smo preparate. Na polimerizirani sloj
0,6%-tne NMP agaroze (Sigma) nanjeli smo suspenziju 4 ul krvi u 100 pl 0,5%-tne LMP
agaroze (Sigma). Prilikom izrade preparata za stanice jetre, bubrega 1 koStane srzi, 8 pl
homogenata tih organa resuspendirali smo u 100 pl 0,5%-tne LMP agaroze.

Dobivene preparate uronili smo u ohladeni (4°C) pufer za lizu [1% natrijev sarkozinat
(Sigma), 2,5 M NaCl (Kemika), 100 mM Na,EDTA (Sigma), 10 mM Tris-HCI (Sigma), 1%
Triton X-100 (Sigma) i 10% dimetil sulfoksid (Sigma)] pH 10, te drZali na 4°C jedan sat.
Nakon lize stanica preparati smo stavili u pufer za denaturaciju [0,3 M NaOH (Kemika), 1
mM Na,EDTA (Sigma)], pH 12 i drzali na sobnoj temperaturi kako bi doslo do razdvajanja
lanaca DNA. Preparate krvi drZali smo u puferu za denaturaciju dvadeset minuta, a preparate
stanica jetre, bubrega i kostane srzi deset minuta na 0 °C.

Elektroforezu smo proveli u vodoravnoj kadici za elektroforezu (LifeTechnologies Ltd) u
puferu za denaturaciju [0,3 M NaOH (Kemika), 1 mM Na,EDTA (Sigma)], istosmjernom
strujom stalne jakosti 300 mA 1 napona 19 V u trajanju od 20 minuta za preparate krvi, a 15

minuta za preparate stanica jetre, bubrega i koStane srzi.
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Nakon neutralizacije i1 bojanja etidijevim bromidom prema standardnom protokolu, preparate
smo analizirali epifluorescentnim mikroskopom Orthoplan (Leitz), uz koriStenje pobudne
svjetlosti valne duzine 510-560 nm. CCD (Cohu) kamerom snimane su mikrografije svakog
pojedinog kometa i kvantitativno analizirane pomoc¢u programa za analizu slike Comet assay
IT (Perceptive Instruments Ltd., Suffolk, Halstead, UK).

Za svaku pojedinu koncentraciju pesticida, te za svaki promatrani organ, analizirali smo 100
kometa, odredujuéi pri tom duzinu repa u pm i intenzitet repa u postocima DNA koji su
migrirali iz genomske DNA u rep.

Kao dodatna dva parametra u procjeni genotoksi¢nosti karbofurana primjenom komet-testa
koristili smo broj jezgara s velikom duzinom repa i broj jezgara s visokim udjelom DNA u

repu (Betti i sur., 1994; Moretti i sur., 2000).

2.6. Statisticka obrada rezultata

Za statisticku obradu rezultata koristili smo program STATISTICA 7,0 (STATsoft).

Rezultate za duzinu 1 intenzitet repa pojedinih organa prikazali smo kao srednje vrijednosti 1
standardne devijacije za svaku pojedinu skupinu miseva.

Rezultate za udio jezgara s velikom duzinom repa i udio visokog postotka DNA u repu,
pesticidom obradivanih skupina, prikazali smo kao postotak istith unutar ukupnog broja
jezgara analiziranih za pojedini organ unutar skupine. Za svaki pojedini organ Zivotinja iz
kontrolne skupine izraunali smo 95. percentilu od izmjerenih vrijednosti duzina repa ¢ime
smo dobili grani¢nu vrijednost duzine repa za jezgre tog organa. Sve jezgre s vrijednostima
duzine repa ve¢ima od 95. percentile (bilo u kontrolnoj skupini, bilo u obradenih zivotinja)
oznacili su kao jezgre s velikom duZinom repa za odredeni organ. Jednak princip primijenili
smo za odredivanje broja jezgara s visokim udjelom DNA u repu. Za svaki organ Zivotinja iz
kontrolne skupine izracunali smo 95. percentilu od izmjerenih vrijednosti postotka DNA u
repu ¢ime smo dobili grani¢nu vrijednost za jezgre tog organa. Sve jezgre istog organa u
kontrolnih i obradenih zivotinja s ve¢im postotkom DNA u repu od grani¢nog smatrali smo
jezgrama s visokim udjelom DNA u repu.

Za utvrdivanje statisticki znacajne razlike u vrijednostima duZine i intenziteta repa kometa
izmedu kontrolne skupine 1 skupina obradivanih karbofuranom i Geocidom ST 35 koristili

smo Mann-Whitney U-test. Isti test koristili smo za procjenu znacajnosti razlika u duzinama i
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intenzitetima repova kometa izmedu skupina zivotinja obradivanih ¢istom aktivnom tvari i
formulacijom.

Za procjenu statisticke znacajnosti razlika u broju jezgara s velikom duzinom repa i s visokim
postotkom DNA u repu izmedu kontrolne skupine i skupina obradivanih pesticidom, kao 1
izmedu skupina obradivanih aktivnom tvari i formulacijom koristili smo y* —test. Za Mann-
Whitney U-test i y° —test statisti¢ki znatajnom razlikom smatrali smo onu za koju je utvrden

p<0,05.
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3. REZULTATI
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Procjena genotoksic¢nosti karbofurana provedena je na 5 skupina od po 5 miSeva soja Swiss
albino. Svakodnevno tijekom 14 dana kontrolna skupina obradivana je fizioloSkom otopinom
i.p.. U istom vremenskom periodu prva skupina miSeva svakodnevno je obradivana s 0,0001
mg/kg karbofurana (ADI). Druga skupina svakodnevno obradivana je karbofurana u dozi od
0,001 mg/kg (1/100LDsg). Trecoj skupini svakodnevno je injicirano razrijedenje formulacije
Geocid ST 35 u dozi aktivne tvari karbofurana koja odsgovara vrijednosti ADI, a Cetvrtoj
skupini u vrijednosti 1/100LDs,. Petnaestog dana zivotinje su Zrtvovane, a uzorci bubrega,
jetre, krvi 1 koStane srzi analizirani su komet testom.

Nakon dvotjedne obrade Zivotinja, u drugoj skupini prezivjela je samo jedna jedinka zbog

¢ega ti rezultati nisu u potpunosti relevantni.

3.1. UCINAK KARBOFURANA NA DUZINU REPA KOMETA U STANICAMA
TKIVA OBRAPENIH ZIVOTINJA

Na slikama 4-7 prikazane su srednje vrijednosti duzine repa za stanice bubrega, jetre, koStane
srzi 1 leukocita Zivotinja obradivanih karbofuranom i Geocidom ST 35, te kontrolnih
Zivotinja.

U stanicama bubrega statisticki znacajno povecanje (p<0,05) vrijednosti duzine repa uoceno
je nakon 14-dnevne obrade Geocidom ST 35 u vrijednosti ADI i 1/100 LDsy u odnosu na
kontrolnu skupinu. Takoder vrijednosti duZine repa u stanicama bubrega Zivotinja obradivanih
formulacijom znacajno su vece (p<0,05) u odnosu na stanice bubrega zivotinja obradivanih
aktivnom tvari (Slika 4).

U stanicama jetre statisticki znacajno povecanje (p<0,05) vrijednosti duZine repa u odnosu na
kontrolnu skupinu uoceno je nakon 14-dnevne obrade karbofuranom u dozi koja odgovara
vrijednosti ADI. Obrada Geocidom ST 35 znacajno je povisila vrijednosti repa kometa za
obje promatrane doze (ADI i1 1/100 LDsj) u odnosu na kontrolu. Takoder, vrijednosti duzine
repa u stanicama jetre Zivotinja obradivanih Geocidom ST 35 znacajno su vece (p<0,05) u

odnosu na stanice bubrega Zivotinja obradivanih aktivnom tvari (Slika 5).
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Slika 4. Vrijednosti duzine repa kometa u stanicama bubrega miSeva svakodnevno

obradivanih tijekom 14 dana i.p. aktivnom tvari karbofuranom i njezinom formulacijom
Geocid ST 35.

* statistiCki znac¢ajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,05)

# statisti¢ki znacajna razlika rezultata dobivenih formulacijom u odnosu na aktivnu tvar (p<0,05)
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Slika 5. Vrijednosti duZine repa kometa u stanicama jetre miSeva svakodnevno obradivanih

tijekom 14 dana i.p. aktivnom tvari karbofuranom i njezinom formulacijom Geocid ST 35.
* statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,05)

# statisti¢ki znacajna razlika rezultata dobivenih formulacijom u odnosu na aktivnu tvar (p<0,05)
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U leukocitima su i obrada karbofuranom i obrada Geocidom ST 35, neovisno o dozi, dovele
do statisticki znacajnog povecanja (p<0,05) vrijednosti duzine repa u odnosu na kontrolnu
skupinu (Slika 6). Ponovno, uzrokovana geneticka oStecenja nakon obrade formulacijom
Geocid ST 35 znacajno su visa (p<0,05) od onih za Cistu aktivnu tvar.

U stanicama koStane srzi statisticki znacajno povecanje vrijednosti duzine repa u odnosu na
kontrolnu skupinu uoceno je nakon 14-dnevne obrade aktivnom tvari u u dozi od 1/100 LDs
te Geocidom ST 35 u dozama koje odgovaraju vrijednostima ADI i 1/100 LDs, (p<0,05).
Vrijednosti duzine repa u stanicama koStane srzi Zivotinja obradivanih formulacijom znacajno
su vece (p<0,05) u odnosu na stanice koStane srzi zivotinja obradivanih aktivnom tvari (Slika

7).
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Slika 6. Vrijednosti duZine repa kometa u leukocitima miSeva svakodnevno obradivanih

tijekom 14 dana i.p. aktivnom tvari karbofuranom 1 njezinom formulacijom Geocid ST 35.
* statistiCki znac¢ajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,05)

# statisti¢ki znacajna razlika rezultata dobivenih formulacijom u odnosu na aktivnu tvar (p<0,05)
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Slika 7. Vrijednosti duzine repa kometa u stanicama koStane srzi miSeva svakodnevno
obradivanih tijekom 14 dana i.p. aktivnom tvari karbofuranom i njezinom formulacijom
Geocid ST 35.

* statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,05)

# statisti¢ki znacajna razlika rezultata dobivenih formulacijom u odnosu na aktivnu tvar (p<0,05)

3.2. UCINAK KARBOFURANA NA POSTOTAK DNA U REPU KOMETA U
STANICAMA TKIVA OBRADENIH ZIVOTINJA

Na slikama 8-11 prikazane su srednje vrijednosti intenzitetaa repa za stanice bubrega, jetre,
koStane srzi i1 leukocita zivotinja obradivanih karbofuranom i Geocidom ST 35 1 kontrolnih
Zivotinja.

U stanicama bubrega statisti¢ki znacajno povecanje (p<0,05) vrijednosti intenziteta repa u
odnosu na kontrolnu skupinu uoceno je i za obradu karbofuranom 1 za obradu Geocidom ST
350brade u dozi 1/100 LDs,. Obrada formulacijom u dozi vrijednosti 1/100 LDsy znacajno je
povisila (p<0,05) udio DNA u repu kometa u odnosu na stanice bubrega Zivotinja obradivanih
aktivnom tvari (Slika 8).

U stanicama jetre statisticki znacajno povecéanje (p<0,05) vrijednosti intenziteta repa u odnosu
na kontrolnu skupinu uoceno je nakon 14-dnevne obrade aktivnom tvari u vrijednosti 1/100

LDsj te Geocidoom ST 35 u vrijednosti ADI 11/100 LDsg. Vrijednosti intenziteta repa nakon
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obrade formulacijom bile su znacajno vece (p<0,05) u odnosu na stanice bubrega zivotinja

obradivanih aktivnom tvari samo za dozu u vrijednosti ADI (Slika 9).
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O Aktivna tvar karbofuran O Formulacija Geocid *#
10 T

Intenzitet repa kometa / % DNA

Kontrola ADI 1/100 LD50

Obrada miseva

Slika 8. Vrijednosti intenziteta repa kometa u stanicama bubrega miSeva svakodnevno

obradivanih tijekom 14 dana i.p. aktivnom tvari karbofuranom 1 njezinom formulacijom
Geocid ST 35.

* statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,05)

# statisti¢ki znacajna razlika rezultata dobivenih formulacijom u odnosu na aktivnu tvar (p<0,05)
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Slika 9. Vrijednosti intenziteta repa kometa u stanicama jetre miSeva svakodnevno

obradivanih tijekom 14 dana i.p. aktivnom tvari karbofuranom 1 njezinom formulacijom
Geocid ST 35.

* statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,05)

# statisti¢ki znacajna razlika rezultata dobivenih formulacijom u odnosu na aktivnu tvar (p<0,05)

U leukocitima statisti¢ki je u odnosu na kontrolnu skupinu jedino obrada Geocidom ST 35
znacajno povisila (p<0,05) vrijednosti intenzitea repa 1 to samo u dozi 1/100 LDs, (Slika 10).
U stanicama kosStane srzi statisticki znacajno povecanje (p<0,05) vrijednosti intenziteta repa u
odnosu na kontrolnu skupinu uoceno je i za karbofuran i za Geocid ST 35 za obje koriStene
doze (ADI, 1/100 LDsp). Udio DNA u repu stanicama koStane srzi zivotinja obradivanih
formulacijom znacajno su vece (p<0,05) u odnosu na stanice koStane srzi zivotinja

obradivanih aktivnom tvari (Slika 11).

37



12

O Aktivna tvar karbofuran O Formulacija Geocid

10

Intezitet repa kometa / % DNA
»

Kontrola ADI 1/100 LD50
Obrada miSeva

Slika 10. Vrijednosti intenziteta repa kometa u leukocitima misSeva svakodnevno obradivanih

tijekom 14 dana i.p. aktivnom tvari karbofuranom i njezinom formulacijom Geocid ST 35.
* statisticki znaCajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,05)

# statisticki znaCajna razlika rezultata dobivenih formulacijom u odnosu na aktivnu tvar (p<0,05)
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Slika 11. Vrijednosti intenziteta repa kometa u stanicama koStane srzi miSeva svakodnevno

obradivanih tijekom 14 dana i.p. aktivnom tvari karbofuranom i njezinom formulacijom
Geocid ST 35.

* statistiCki znac¢ajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,05)

# statisti¢ki znacajna razlika rezultata dobivenih formulacijom u odnosu na aktivnu tvar (p<0,05)
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3.3. BROJ JEZGARA U ANALIZIRANIM ORGANIMA MISEVA S VELIKOM
DUZINOM REPA KAO POSLJEDICA GENOTOKSICNOG UCINKA
KARBOFURANA

Tablica 2 prikazuje postotke jezgara s velikom duzinom repa u stanicama bubrega, jetre,
kostane srzi i leukocita, s obzirom na grani¢nu vrijednost 95. percentile u kontrolnoj skupini
za taj isti organ.

U stanicama bubrega statisticki znacajno povecan (p<0,05) udio jezgara s velikom duzinom
repa u odnosu na kontrolnu skupinu zabiljeZen je za aktivnu tvar u dozi 1/100 LDs, te za
Geocid ST 35 u dozama ADI1 1/100 LDs.

U stanicama jetre udio jezgara s velikom duZinom repa u odnosu na kontrolnu skupinu bio je
statistiCki znacajno visi (p<0,05) u skupinama obradenima aktivnom tvari u dozi 1/100 LDsq 1
Geocidom ST 35 u dozama ADI 1 1/100LDs5.

Statisticki znacajno povecanje udjela jezgara s velikom duzinom repa u stanicama koStane
srZi u odnosu na kontrolnu skupinu utvrdeno je pri obradi karbofuranom u dozi 1/100LDs, te
Geocidom ST 35 u dozama ADI 1 1/100LDs5.

U leukocitima je statisticki znac¢ajno povecanje (p<0,05) udjela jezgara s velikom duzinom
repa u odnosu na kontrolnu skupinu uoceno samo pri obradi Geocidom ST 35 i to za obje

koristene doze formulacije ADI i 1/100LDs;.

Tablica 2. Udio jezgara s duzinom repa ve¢om od vrijednosti 95. percentile za duzine repa
kontrolnih mjerenja (jezgre s dugim repom) u stanicama bubrega, jetre, koStane srzi i
leukocita miSeva svakodnevno obradivanih tijekom 14 dana i.p. aktivnom tvari karbofuranom

1 njezinom formulacijom Geocid ST 35.

Obrada Doza Bubreg Jetra KoStana srz Leukociti
Kontrola 4,98 4,75 4,95 4,49
Karbofuran ADI 0,18 8,95 9,98 11,44
1/100 LDso | 29,47* 27,48%* 28,52* N.O.
Geocid ST 35 | ADI 16,82* 24,49* 59,41* 16,81*
1/100 LDsy | 36,03* 31,97* 38,34* 29,92%*

* statisticki znacajna (p<0,05) razlika u odnosu na kontrolnu skupinu

39



3.4. BROJ JEZGARA U ANALIZIRANIM ORGANIMA MISEVA S VISOKIM
UDJELOM DNA U REPU KAO POSLJEDICA GENOTOKSICNOG UCINKA
KARBOFURANA

Tablica 3 prikazuje udjele jezgara s visokim postotkom DNA u repu u stanicama bubrega,
jetre, koStane srzi 1 leukocitima miSeva, s obzirom na grani¢nu vrijednost 95. percentile u
kontrolnoj skupini za svaki pojedini organ.

U stanicama bubrega, statisticki znacajno povecanje (p<0,05) udjela jezgara s visokim
postotkom DNA u repu u odnosu na kontrolnu skupinu uofeno je samo nakon obrade
Geocidom ST 35 1toudozama ADI 1 1/100LDs.

U stanicama jetre, obrada karbofuranom u dozi u vrijednosti 1/100LDsy 1 Geocidom ST 35 u
dozama ADI 1 1/100LDsy dovela je do statisticki znacajnog povecanja (p<0,05) udjela jezgara
s visokim postotkom DNA u repu u odnosu na kontrolne vrijednosti.

Statisticki zna¢ajno povecanje (p<0,05) broja jezgara s visokim postotkom DNA u repu
stanica koStane srzi zabiljezeno je nakon obrade karbofuranom u dozi 1/100LDs, te
Geocidom ST 35 udozama ADI 1 1/100LDs.

U leukocitima je statisticki znacajno povecanje (p<0,05) udjela jezgara s visokim postotkom
DNA u repu u odnosu kontrolu zabiljezeno nakon obrade Zivotinja karbofuranom 1

Geocidom ST 35 za obje koriStene doze.

Tablica 3. Udio jezgara s intenzitetom ve¢im od vrijednosti 95. percentile za intenzitet repa
kontrolnih mjerenja stanicama u bubrega, jetre, koStane srZzi i leukocitima miSeva
svakodnevno obradivanih tijekom 14 dana i.p. aktivnom tvari karbofuranom i njezinom

formulacijom Geocid ST 35.

Obrada Doza Bubreg Jetra KoStana srz Leukociti
Kontrola 5,01 4,75 4,96 4,94
Karbofuran ADI 9,61 9,14 3,44 11,47*
1/100 LDso | 9,63 18,48* 25,14* 10*
Geocid ST 35 | ADI 24,15%* 19,19* 13,59* 8,29*
1/100 LDsy | 29,09* 28,59* 28,91* 12,13*

* statistiCki znacajna (p<0,05) razlika u odnosu na kontrolnu skupinu
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4. RASPRAVA
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Zbog potreba razvoja moderne civilizacije, u nekoliko posljednjih desetlje¢a uporaba
pesticida u poljoprivredi 1 kucanstvima uvelike se povecava, a s njom raste 1 zabrinutost
zbog moguceg Stetnog utjecaja pesticida na ljudsko zdravlje. Od sredine proslog stoljeca
pesticidi su bili jedan od pokretaca gospodarskog razvoja i populacijske eksplozije jer su
omogucili proizvodnju ¢ak i prekomjernih koli¢ina hrane po niskim cjenama. Medutim,
nedovoljna pozornost posvecivala se moguc¢im nuspojavama njihove primjene jer njihova
osnovna karakteristika 1 namjera je da djeluju toksi¢no. Mnoga citogeneticka i epidemioloska
istrazivanja ukazala su na potencijalnu opasnost pesticida po zdravlje ljudi, posebno osoba
koje su u izravnom doticaju s njima, kao 1 krajnjh korisnika poljoprivrednih proizvoda
(Guzzella i sur., 2005; Pohl 1 sur., 2008).

Istrazivanje u okviru ovog diplomskog rada proveli smo s ciljem procjene genotoksi¢nog
djelovanja karbofurana. Prvi cilj nam je bio ispitati mogucu razliku genotoksi¢nog djelovanja
karbofurana kao aktivne tvari 1 njegove formulacije Geocid ST 35. Karbofuran danas postoji u
obliku velikog broja formulacija koje sadrZe razlicite ,,inertne tvari“ koje mogu pojacavati,
smanjivati ili mijenjati mehanizam djelovanja aktivne tvari (Gupta, 1994). U Republici
Hrvatskoj su zakonom dozvoljene vrijednosti koncentracija pesticida u hrani, vodi i zraku
radnih prostora regulirane temeljem toksikoloskih spoznaja dobivenih procjenama ucinka
Ciste aktivne tvari, medutim, u doticaju s pesticidom covjek je izlozen formulaciji sa svim
njezinim sastavnicama. Tocan sastav tekuce fiormulacije Geocid ST 35 je nepoznat buduti je
on poslovna tajna proizvodaca. Poznata je jedino koncentracija karbofurana u formulaciji
(350 g/l). Za procjenu genotoksicnog ucinka karbofurana pojedinac¢no ili u formulaciji
koristili smo koncentracije koje odgovaraju vrijednostima 1/100 LDs 1 dopustenom dnevnom
unosu (ADI). Ujedno, zeljeli smo ispitati genotoksicni u¢inak ovog insekticida na cCetiri
razli¢ita organa (bubregu, jetri, leukocitinma u krvi 1 koStanoj srzi) miSeva, kako bismo vidjeli
postoji li specificnost aktivne tvari za neki od njih. Takoder nas je zanimalo ispoljavaju li
aktivna tvar i njezina formulacija razlike u specificnosti ucinka. U procjeni smo koristili
metodu alkalnog komet-testa (Singh i sur., 1988) kojom smo detektirali primarna oste¢enja u
molekuli DNA (jednostruki i dvostruki lomovi, mjesta nepostojana u luznatoj sredini, mjesta
nepotpunog ekscizijskog popravka i mjesta s ukrizeno povezanim lancima).

Nasi rezultati pokazali su da se genotoksi¢ni potencijal karbofurana i Geocida razlikuju u

intenzitetu. Znacajno veca oSte¢enja DNA utvrdena su u skupinama obradenim Geocidom u
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odnosu na skupine obradene istim dozama karbofurana. Ovakva razlika u u¢inku zabiljezena
je analizom oba promatrana parametra komet-testa (duzina repa i intenzitet repa) za jetru,
bubreg i koStanu srz, dok u leukocitima nije utvrdena znacajna razlika za duZine repa
uzrokovanih karbofuranom 1 Geocidim (Slika 10, Tablica 3). Solenovski i sur. (2008) su na
stanicama ovarija kineskog hrcka (CHOk;) u uvjetima in vitro takoder dokazali znacajnu
razliku u citotoksicnom 1 genostoksi¢énom ucinku karbofurana i njegove formulacije Furadan,
te je pokazana veca citotoksi¢nost 1 genotoksi¢nost formulacije.

U ranije objavljenim istrazivanjima drugih autora ukazano je na postojanje razli¢itih mogucih
genotoksicnih uc¢inaka karbofurana. Na bakteriji Escherichia coli (Saxena i sur., 1997) uoceno
je povecano mutageno djelovanje karbofurana, ali ono nije bilo statisticki znacajno. U
stanicama ovarija kineskog hrcka obrada karbofuranom u uvjetima in vitro dovela je do
statistiCki znacajne pojave mikronukleusa (Soloneski i sur., 2008). Pokusima in vitro je,
takoder, utvrdeno da karbofuran inducira primarna oSteCenja DNA koja se detektiraju komet
testom (Naravaneni i Jamil, 2005). Primjenom komet testa ujedno je dokazano da karbofuran
dovodi do stvaranja adukata na molekuli DNA (Zhou i sur., 2005). Rezultati navedenih autora
u istrazivanjima in vitro u suglasju su s rezultatima dobivenim nasim istrazivanjem. Nadalje, u
uvjetima in vitro, u neuronima Stakora dokazano je da pesticid dovodi do povecane
fragmentacije DNA (Kim 1 sur., 2004). Medutim, ista nije utvrdena na fibroblastima pluca
kineskog hrc¢ka (Yoon i sur., 2001). Yoon i sur. (2001) nisu uspjeli pokazati apoptoticku
aktivnost karbofurana, dok su Kim 1 sur. (2004) pokazali da karbofuran inducira
fragmentaciju DNA kao 1 apoptozu u kulturi stanica kore mozga Stakora. Genotoksicno
djelovanje karbofurana potvrdeno je i analizom kromosomskih aberacija. Naravaneni i Jamil
(2005) utvrdili su da karbofuran inducira kromatidne lomove u limfocitima ¢ovjeka in vitro.
Povecanje kromosomskih aberacija djelovanjem karbofurana utvrdeno je u leukocitima
miSeva in vivo (Chauhan 1 sur., 2000). Ujedno zabiljeZzeno je znac¢ajno povecanje ucestalosti
izmjene sestrinskih kromatida (Gentile 1 sur., 1982), kao i abnormalnosti spermija (Chauhan 1
sur., 2000). Porast ucestalosti izmjene sestrinskih kromatida pokazan je i u stanicama jajnika
kineskog hrcka (Lin i sur., 2007), te u Satakora (Aly, 1998) u uvjetima in vivo. Djeli¢ 1 sur.
(2006) i Tichmenko (1995) dokazali su da izloZenost karboforanu kod domacih zivotinja
moze dovesti do povecanja frekvencije kromosomskih aberacija, ali iako sam mehanizam tog
djelovanja nije jasan, autori smatraju da je oSteCenje genoma uzrokovano disbalansom
androgenih hormona i tiroksina uslijed djelovanja pesticida.

Moguca genotoksi¢nost karbofurana procijenjena je i provodenjem epidemioloskih studija na

ljudskim populacijama koje su profesionalno izlozene pesticidima s karbofuranom kao

43



aktivnom tvari tijekom proizvodnje i1 primjene. Bhalli i sur. (2006) su metodom komet-testa
detektirali znacajno duZe repove kometa u limfocitima radnika zaposlenih u proizvodnji
pesticida, no nisu uspjeli dokazati povezanost intenziteta oSte¢enja DNA s duljinom
zaposlenosti. Zeljezi¢ i sur. (2009) su dokazali da formulacija karbofurana zajedno s
klorpirifom, metalaksilom i1 dodinom inducira znacajno povecanje ucestalosti translokacija u
limfocitima radnika industrijskih postrojenja dugoro¢no izloZenih malim dozama pesticida.
Isti autori ve¢ su ranije utvrdili znacajno povecanje ucestalosti broja mikronukleusa u
limfocitima radnika u postrojenjima za proizvodnju karbofurana (Zeljezi¢ i sur., 2007).
Provedene epidemioloSke studije ukazale su na povecani rizik od raka plu¢a (Usmani i sur.,
2004) i ne-Hodgkins-ovog limfoma (Zheng i sur., 2001) kod osoba izloZenih karbofuranu.
Rezultati naseg istrazivanja ukazali su na najvedu razinu oSte¢enja genoma djelovanjem
karbofurana u stanicama bubrega. Karbofuran ima eliminacijski poluzivot od 20 minuta do 8
sati, te se u tom vremenu 89 % karbofurana iz organizma izluci urinom (Ferguson, 1984). U
bubrezima, ujedno, dolazi do koncentriranja spojeva iz plazme koji se izlu€uju mokrac¢om.
Samim tim koncentracija karbofurana i njegovih produkata je veca, nego u krvi. Stoga su
stanice bubrega izlozene povecanom riziku od oSteenja genoma. To bi mogao biti glavni
razlog vece razine lezija u stanicama bubrega nakon obrade karbofuranom 1 Geocidom. Na to
ukazuju i rezultati komet testa na kontrolnim Zivotinjama. U tih miSeva bazalna razina
oSte¢enja DNA najveca je u stanicama bubrega. Ti rezultati u suglasju su s istrazivanjem koje
su proveli Fairbairn 1 sur. (1994), a kojim je pokazano da, u usporedbi s ostalim organima,
molekula DNA stanica bubrega sadrzi veci broj podrucja osjetljivih na luznatu sredinu koja se
detektiraju komet testom.

Zbog sredi$nje uloge jetre u metabolizmu karbofurana pretpostavili smo da ¢e u hepatocitama
genotoksicni ucinak karbofurana biti najizrazeniji. Medutim, pocetna pretpostavka nije
(Slika 9; Tablica 3). Iako je zna€ajno povecanje oSteCenja DNA izrazeno parametrima duZina
1 intenzitet repa utvrdeno u stanicama jetre svih skupina miSeva obradivanih karbofuranom 1
Geocidom, ono je bilo nize od onih detektiranih u stanicama bubrega za oba parametra ( Slika
4, 5, 8, 9). U stanicama jetre dobili smo veéu duzinu, ali manji intenzitet repa od stanica
kostane srzi (Slika 5, 7, 9, 11). Ranijim istrazivanjima utvrdeno je da se u jetri ¢ovjeka i
sisavaca karbofuran prevodi u metabolite 3-hidroksikarbofuran i 3-ketokarbofurana te u
konacnici nastaje 3-ketokarbofuran-7-fenol (Usmani i sur., 2004). Zhou i sur. (2005) dokazali
su da metaboliti 3-hidroksikarbofurana i 3-ketokarbofurana posjeduju genotoksican ucinak.

Medutim, druga istrazivanja metabolizma karbofurana u hepatocitama Covjeka in vitro
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pokazala su da je zbog razlike u aktivnosti metaboli¢kih enzima metabolizam karbofurana u
covjeka manjeg je intenziteta nego u glodavaca. Kvalitativno se metaboliti karbofurana kod
covjeka i glodavaca ne razlikuju, ali su pokazane znacajne kvantitativne razlike, prema
kojima u humanim hepatocitama nastaje puno manji broj matabolita (Usmani 1 sur., 2004).
Nadalje, pokazano je da, iako su meduprodukti metabolicke transformacije karbofurana
genotoksic¢ni (Pilinskaia i Stepanova, 1984 ), konacan metabolit 3-ketokarbofuran-7-fenol ne
djeluje na genom. Navedenim spoznajama moguce je objasniti dobivene rezultate koji nisu
ukazali na najviSu razinu genotoksi¢nog ucinka karbofurana i Geocida u stanicama jetre.
Znacajna oStecenja molekule DNA utvrdili smo 1 u stanicama koStane srzi. Karbofuran kao
aktivna tvar ispoljio je znacajan genotoksi¢ni ucinak samo u dozi 1/100 LDsy dok je
formulacija djelovala genotoksi¢no i u dozi koja odgovara vrijednosti ADI (Slika 11). Ranijim
istrazivanjima koja su proveli Georges-Gridelet i sur. (1982), te Chauchan i sur. (2000)
takoder je pokazano da karbofuran posjeduje genotoksi¢ni uc¢inak u stanicama koStane srzi
miSa induciraju¢i nastanak kromosomskih aberacija i formaciju mikronuklea. Jedan od
mogucih razloga za izrazito visoku razinu oSte¢enja u genomu stanica koStane srzi mogao bi
biti visoka mitoticka aktivnost stanica koStane srzi kao krvotvornog organa. Dokazano je da
su mitoti¢ki aktivna tkiva, s visokim udjelom mati¢nih stanica, osjetljivija na genotoksican
uc¢inak od diferenciranih tkiva (Sekihash i sur., 2002). Iako postoje istrazivanja na miSevima
koja potvrduju genotoksi¢nost karbofurana na stanice kosStane srzi, dodatnu potvrdu nasih
rezultata nije moguce nac¢i u epidemioloskim studijama, jer ni jedna od njih nije pokazala
znacajnu korelaciju izmedu izlaganja karbofuranu 1 razvoja leukemije (Bonner 1 sur., 2005).
Medutim, dokazani su razli¢iti negativni uc¢inci karbofurana na krvotvorno tkivo. Hoogduijn 1
sur. (2006) ispitivali su utjecaj karbofurana na prezivljavanje, proliferaciju i diferencijaciju
humanih mezenhimalnih mati¢nih stanica (MSC) koStane srzi u uvjetima in vitro. Dokazali su
da 1zloZenost mikromolarnim vrijednostima karbofurana u stanicama znacajno reducira
aktivnost enzima AChE 1 znacajno smanjuje sposobnost njihove diferencijacije. IstraZivanje
na miSevima obradenim formulacijom karbofurana Furadamom pokazalo je da karbofuran
uzrokuje smanjenje razine hemoglobina, ukupnog broja eritrocita, razine sedimentacije i
vrijednost hemoglobina (Gupta i sur., 1982).

Rezultati dobiveni za leukocite ukazuju na relativno nisku razinu oste¢enja DNA u usporedbi
s ostalim ispitivanim organima. Ranija istrazivanja drugih autora na limfocitima ¢ovjeka u
uvjetima in vitro ukazala su na predominantni aneugeni u¢inak karbofurana koji je uocen ve¢

pri koncentraciji ekvivalentnoj dozi dnevno prihvatljivog unosa (Mladinic i sur., 2009). Das i
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sur. (2007), kao 1 Naravaneni 1 Jamil (2005) pokazali su da limfocitima ¢ovjeka u uvjetima in
vitro karbofuran dovodi do strukturnih oSte¢enja kromosoma.

Nasi rezultati ukazali su na znaCajne razlike u genotoksicnom potencijalu karbofurana i
njegove formulacije Geocid ST 35. Znacfajno veca razina oSteCenja genoma, primjenom
alkalnog komet-testa, uoCena je u svim ispitivanim organima nakon obrade formulacijom u
odnosu na aktivnu tvar. Bitno je istaknuti da smo nakon obrade Geocidom ve¢ pri dozi
jednakoj vrijednosti ADI uocili znacajan porast duzine i intenziteta repa, ¢ak 1 kada on nije
bio uoen za karbofuran (Slika 4-11; Tablica 2-3). Dobiveni rezultati ukazuju da kemijski
spojevi sadrzani u formulaciji ili sami posjeduju genotoksi¢an ucinak ili pojacavaju
genotoksi¢nost aktivne tvari. NaZalost, toCan sastav fromulacije nije moguce saznati tako da
ne mozemo tocno odrediti doprinos ,inertnih tvari“ dobivenim rezultatima. Nedavna
istrazivanja toksi¢nih ucinaka pesticida sve vise isti¢u razlike u intenzitetu ucinka aktivnih
tvari 1 njihovih formulacija. Moreno 1 sur. (2008) upravo zbog problema toksi¢nosti ,,inertnih*
tvari istaknuli su potrebu ispitivanja toksicnosti cCitavih formulacija, prije registracije
odredenog pesticida i stavljanja na trziste. Istrazujuci u€inkovitost deset razlic¢itih formulacija
istog piretroidnog insekticida autori su dokazali da razli¢ite formulacije pojedinog pesticida s
istim sadrzajem aktivne tvari imaju znacajne razlike u toksicnosti. Sobrero 1 sur. (2007) su
takoder dokazali vecu fitotoksi¢nost formulacije RoundupMax herbicida glifosata, od samog
pesticida pri istim koncentracijama aktivne tvari. Brojne su i studije koje ukazuju na toksi¢no
djelovanje samih ,,inertnih* tvari (Reigart 1 Roberts, 2006). Temeljem takvih istrazivanja
doslo se do spoznaja da ,,inertne tvari® iako ne posjeduju pesticidno djelovanje nisu bioloski

inaktivne te mogu predstavljati rizik po zdravlje ¢ovjeka i okoli§ (Moreno i sur., 2008).
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5. ZAKLJUCAK
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Rezultati procjene genotoksi¢nosti karbofurana i Geocida ST 35 primjenom alkalnog komet
testa na stanicama bubrega, jetre, koStane srzi 1 leukocitima miSeva upucuju na sljedece

zakljucke:

e U uvjetima in vivo u kojima je provedeno ovo istrazivanje i karbofuran i Geocid ST 35
doveli su do nastanka oStecenja molekule DNA u organima miSeva u razini koju je

moguce detektirati primjenom komet-testa.

e Formulacija karbofurana Geocid ST 35 u svim je ispitivanim organima pokazala veci

genotoksicni u€inak od samog pesticida za jednaku dozu aktivne tvari.

e Znacajno povecanje duzine i intenziteta repa kometa u stanicama jetre, koStane srzi i
leukocitima u dozi od 1/100 LDsy ukazuje na genotoksi¢an ucinak karbofurana kao

aktivne tvari u uvjetima in vivo u tim organima.

e Budu¢i da je nakon obrade karbofuranom u stanicama bubrega znaCajan porast
vrijednosti uocen samo za parametar intenziteta repa kometa 1 to isklju¢ivo za dozu od
1/100 LDsp mozemo re¢i da karbofuran u stanicama bubrega ispoljava ograniceni

genotoksican ucinak.

e Znacajno povecanje duZine i intenziteta repa kometa u stanicama bubrega, jetre,
kosStane srzi 1 leukocitima u dozi od 1/100 LDsy ukazuje na genotoksi¢an ucinak

formulacije Geocid ST 35 u uvjetima in vivo u svim ispitivanim organima.

e Visoka razina genomskih ostecenja koja je dovela do istovremenog znacajnog porasta
vrijednosti oba parametra komet-testa pri obradi Geocidom ST 35 u vrijednosti
prihvatljivog dnevnog unosa karbofurana (ADI) uocena je u stanicama jetre i koStane

SrZi.
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e Primjenom doze u vrijednosti ADI kabofuran nije ni u jednom od ispitivanih organa
doveo do toliko visoke razine oSteCenja DNA da bi ono rezultiralo istovremenim

zna€ajnim poviSenjem vrijednosti duzine i intenziteta repa.

e Niza razina genomskih oSte¢enja nakon obrade u vrijednosti ADI koja je rezultirala
zna€ajnim porastom jednog od parametara komet testa za Geocid ST 35 uocena je u
stanicama bubrega 1 leukocitima, a za karbofuran u stanicama jetre, koStane srzi 1

leukocitima.

e Budu¢i su u stanicama ni jednog od ispitivanih organa nije utvrdena znacajno
povecana razina genomskih oSteenja u odnosu na ostale organe moZemo re¢i da
karbofuran ni Geocid ST 35 nisu pokazali specifi¢nost uc¢inka s obzirom na ispitivane

organe.
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