Toksikodinamika prometrina u krvi misa

Kipson, Marina

Master's thesis / Diplomski rad

2009

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:667857

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-20

W £,
% £,
S S
é‘? % Repository / Repozitorij:
27% 5—* Repository of the Faculty of Science - University of
2 g Zagreb
% &
< N
O‘Pﬂ/ r‘{\t’*'
0. MaTEMP

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:667857
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:3718
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:3718
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:3718

Sveuciliste u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Bioloski odsjek

Marina Kipson
TOKSIKODINAMIKA PROMETRINA U KRVI MISA

Diplomski rad

Zagreb, 2009. godina



TEMELIJNA DOKUMENTACIISKA KARTICA

Sveuciliste u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Bioloski odsjek Diplomski rad

TOKSIKODINAMIKA PROMETRINA U KRVI MISA
Marina Kipson
Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb
Sazetak

Prometrin spada u skupinu triazinskih herbicida (s-triazina), jednu od najCesce
upotrebljavanih skupina herbicida koji su postojani u tlu i vodenom sedimentu. Cilj
istrazivanja je bio pratiti toksikodinamiku herbicida prometrina u krvi miseva (in vivo) kroz
vremenski period od 24h. MiSevima je prometrin apliciran oralno, a za utvrdivanje
koncentracije prometrina u uzorcima krvi koriStena je metoda vezanog sustava plinske
kromatografije-spektrometrije masa (GCMS). Prometrin je zabiljezen u svim promatranim
vremenskim razmacima tijekom 24 sata sa relativno niskom koncentracijom u krvi miSeva u
odnosu na ukupnu unesenu dozu. Rezultati pokazuju da postoje razlike izmedu muzjaka i
Zenki u koncentraciji prometrina sve do Cetvrtog sata nakon oralnog unosa prometrina. Nakon
Cetvrtog sata razlika viSe nije statistiCcki znaCajna te je koncentracija prometrina u Krvi
podjednaka i u muskom i u Zzenskom organizmu. lako prometrin nakon 24h ostaje u krvi u
niskim koncentracijama, to ukazuje na Cinjenicu da se u potpunosti ne eliminira i ima

potencijal postepenog nakupljanja u organizmu.
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Abstract

Prometryne is a member of triazine herbicide group (s-triazines) which make one of
the most common herbicide groups and are persistent in soil and water sediment. The aim of
this study was to describe toxicodynamics of prometryne in the mice blood (in vivo) during 24
hour time-period. Mice were given a single acute dose per os and the detection of prometryne
blood concentration was done with gas chromatography-mass spectrometry (GCMS) method.
Prometryne was detected in all analyzed times over 24 hours with relatively low percentage in
contrast to the entry dose. Results indicate a significant statistical difference between sexes
until the 4th hour from prometryne oral entry. After 4th hour the concentration of prometryne
in male and female mice becomes equal and it is no longer statistically significant. Although
prometryne is detected with low concentrations after 24 hours, this shows that it is not
completely eliminated from the organism and might build up and increase in total blood

concentration.
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KRATICE

LD50 (Median lethal doze) - doza toksi¢ne supstance potrebna da ubije 50 % testirane

populacije

LADME (Liberation, Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion) — kinetiCke faze

ksenobiotika u organizmu (oslobadanje, apsorpcija, distribucija, metabolizam, ekskerecija)

AUC (Area under curve) — podrucje ispod koncentracijsko-vremenske krivulje

GCMS (Gas chromatography - mass spectrometry) — vezani sustav plinske kromatografije-

spektrometrije masa
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1. UvOD

Svakodnevni porast broja svjetskog stanovniStva uvjetuje potrebu za povecanom
proizvodnjom hrane. U danasnjoj prehrambenoj industriji taj cilj se postize optimiziranjem
okolisnih uvjeta koji obuhvaéaju procese od genske pripreme sjemena koje se koristi za
usjeve, do razvoja, Zetve i skladistenja konacnih proizvoda (PRC 2008). Jedna od ucestalih
metoda u intenziviranju proizvodnje je primjena pesticida, koju uzgajivaCi koriste za
spreCavanje rasta korovnog bilja u usjevu ili unistavanje insekata. Pesticidom se smatra bilo
koja kemikalija koja se koristi da ubije ili kontrolira populaciju nezeljenih gljivica, zivotinja
ili biljaka koji uzrokuju smanjene prinose usjeva (Enger i Smith 2002). Veliki dio pesticida
Cine herbicidi, skupina organskih i anorganskih spojeva koji spre€avaju rast biljaka, posebno
korovnog bilja (McGraw-Hill Encyclopedia of Science and Technology).

Neprikladna uporaba herbicida moze negativno utjecati na usjev, uzrokovati Stetu u
okoliSu te predstavlja prijetnju osobi koja ih upotrebljava i ostalim organizmima koji su
izloZeni odredenoj kemikaliji. Razumijevanje nacina na koji herbicid djeluje daje uvid u
pravilnu upotrebu kemikalija i pomaZze u dijagnosticiranju uzrokovanih problema i
popravljanju 3tete (Peterson i sur. 2001). Europski parlament i Vijece su prihvacanjem Sestog
okoliSnog akcijskog programa prepoznali utjecaj pesticida na ljudsko zdravlje i okolis,
posebice od strane produkata koji sluze za zastitu biljaka te potrebu za njihovim daljnjim
reduciranjem (Muthmann i Nadin 2007).

Prometrin spada u skupinu herbicida triazina (s-triazini) koji su jedna od najc¢eS¢e
upotrebljavanih grupa herbicida (Berg i sur. 1995, Bocher i sur. 1994, Wallace-Hayes i sur.
2001). S-triazini su kemikalije koje su postojane u tlu i vodenom sedimentu, vrijeme
poluraspada najcesce je i do nekoliko mjeseci. Uzrok tomu je njihova slaba topivost u vodi i
jak afinitet vezanja za materijale od ugljika i glinu (Ayele i sur. 1996). Te fizikalno kemijske
osobine su vazne pri analizi okoliSne i toksikoloSke problematike iz razloga Sto se te tvari
bioakumuliraju kroz hranidbeni lanac, pogotovo u vocu, uljastim tvarima u biljkama ali i
mlijeku mesu i Zivotinjskim masnocama, te tako dolaze do Covjeka kao krajnjeg konzumenta
(Galvin i sur. 2002).

Ucinci bilo koje strane tvari (ksenobiotika) na tijelo Covjeka ili zivotinje ovise 0
farmakodinami¢nim i farmakokinetickim svojstvima te tvari. Farmakodinamika se bavi
procesima i mehanizmima aktivnosti koju uzrokuje sama tvar, i stoga opisuje Sto ta supstanca

radi tijelu. Farmakokinetika se bavi promjenama koncentracije tvari u tijelu kroz vremensko



razdoblje, Sto je wuzrokovano apsorpcijom, distribucijom i eliminacijom te tvari.
Toksikokinetika (u bilo kojem obliku) je esencijalno bazirana na principima farmakokinetike
koja se primjenjuje na bilo koji ksenobiotik, bilo da je to tvar koja se koristi u terapeutske
svrhe ili toksikant (Fichtl 1999).

Cilj istrazivanja je bio pratiti toksikodinamiku herbicida prometrina u krvi miseva (in
vivo) kroz vremenski period od 24h. Zbog nedovoljne istrazenosti utjecaja prometrina na
organske sustave sisavaca bilo je potrebno provesti pokus na modelnim organizmima,
miSevima. Promatrane su promjene koncentracija prometrina u krvi nakon razlicitih
vremenskih razmaka te vrijeme koje je potrebno za izlazak tog spoja iz krvi miSeva. Kod ljudi
su mjerenja koncentracije tvari do velikih mjera ogranicene na odredivanje koncentracije u
krvi ili plazmi i u ekskretu, kao Sto su urin i feces. 1z tog je razloga ekstrapolacija procjene
rizika otrovnosti pojedinog pesticida moguca jedino upotrebom laboratorijskih Zivotinja ili
drugih vrsta organizama. Rangiranje farmakokinetiCkih parametara od Zivotinja do ¢ovjeka od

velike vaznosti u razvoju farmacije i toksikologije.

1.1. HERBICIDI

Herbicidi su kemikalije koje inhibiraju ili ometaju normalan rast biljaka. U Sirokoj su
upotrebi u poljoprivredi, industriji i urbanim podrucjima za kontrolu korovnog bilja (Peterson
i sur. 2001). Herbicidi Cine oko 60 posto od otprilike 440 milijuna kilograma pesticida
koriStenih u agrikulturi Sjedinjenih americkih drzava (Enger i Smith 2002). U Republici
Hrvatskoj od ukupne koliCine svih pesticida prema djelatnim tvarima najzastupljeniji su
herbicidi (34,8% ili 96 djelatnih tvari; Glasilo biljne zastite, broj 2-3, 2005).

Herbicidi se mogu podijeliti s obzirom na kemijske, fizikalne i bioloSko-fizioloSke

osobine i svojstva (Springer i Springer 2008):

Prema ucinku najcesce se dijele na:
- totalne (uniStavaju sve biljne vrste) i

- selektivne (uniStavaju samo odredene biljne vrste)

Prema nacinu i mjestu djelovanja mogu biti:
- kontaktnog djelovanja (djeluju u neposrednom kontaktu s biljkom i uniStavaju

biljne dijelove s kojima su u dodiru)



- translokacijskog djelovanja (apsorbiraju se i prenose u razne biljne organe dalje

od mjesta ulaska i izazivaju njihovo odumiranje)

Prema toksi¢nosti za Zivotinje i Covjeka (testirano na standardnim laboratorijskim
Zivotinjama) najcesce se dijele na:

- skupina | — LD 50 < 50 mg/kg

- skupina Il - LD 50 50-250 mg/kg

- skupina 111 — LD 50 250-1000 mg/kg

- skupina IV - LD 50 > 1000-5000 mg/kg

S obzirom na njihovu stabilnost u okoliSu mozemo ih oznaciti kao:

vrlo stabilni herbicidi (vrijeme razlaganja duze od 2 godine)
- stabilni herbicidi (vrijeme razlaganja od 6 mjeseci do 2 godine)

- umjereno stabilni herbicidi (vrijeme razlaganja 1 do 6 mjeseci) i

slabo stabilni herbicidi (vrijeme razlaganja krace od 1 mjeseca)

S obzirom na kemijsku strukturu dijelimo ih na:

- karbonske kiseline i njene derivate

- ariloksialilkarbonske kiseline i njene derivate

- derivate karbaminske kiseline

- derivati tio i ditiokarbaminske kiseline

- derivate karbamida

- derivati dipiridila

- nitrofenoli, nitroanilini i njihovi derivati

- heterocikliCki spojevi s dva atoma dusika u prstenu (diazini)
- heterocikliCki spojevi s tri atoma dusika u prstenu (triazini)

1.2. TRIAZINI

Triazini su izomeri 3 organske kemikalije sa empirijskom formulom C3H3N3 (Slika 1).
Struktura triazina je heterocikliCki prsten analogan benzenu, ali sa tri duSika koji zamjenjuju

ugljik.
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Slika 1. Strukturne formule triazina

Simetricni triazini se mogu podijeliti u 3 skupine (Evgenidou i sur. 2007):
- kloro-,
- metoksi- i

- metiltiotriazine

Triazini se koriste kao selektivni herbicidi primjenjujuéi se prije i nakon klijanja
biljaka na usjevima kao Sto je kukuruz, jeCam, SeCerna trska, ananas kao i u oCuvanju Suma
(Hayes i Laws 1991). Cine skupinu toksicnih i postojanih herbicida u vodi, biljkama i
zZivotinjama. Topivost u vodi varira od 5 do 750 ng/L, ali moze biti izmjenjena vrijednostima
pH (za ionizabilne grupe), temperaturom ili prisutnoScu otopljenih soli i organskih Cestica
(Navarro i sur. 2004). Triazinski herbicidi (atrazin, simazin i sencor) su aktivniji i
perzistentniji kod visih pH ( preko 7.0) nego kod nizih pH (Peterson i sur. 2001).

U zadnja tri desetljea ove tvari predstavljaju drugu najvecu grupu herbicida po
upotrebi u U.S. (NRC 1987.). Ti herbicidi se apsorbiraju korijenjem i korjenovim dlaficama
te se u biljci prenose samo ksilemom (Peterson i sur. 2001). Ovi herbicidi blokiraju odredene
reakcije nuzne za fotosintezu, proces proizvodnje hrane u biljkama (Ashton i Crafts 1973). U
skladu s njihovom upotrebom rasla je i zabrinutost javnosti o mogucim utjecajima tih
polutanata na ljudsko zdravlje i okoli$ (Hodgson i Lefi 1996). Iz tog razloga H6rmann i sur.,
su ve¢ 1976 godine istrazivali ostatke triazinskih herbicida u mnogim tokovima centralne
Europe (H6rmann i sur. 1979).

Triazinski herbicidi Cinili su vec€inu u kontroli korova u konvencionalnom sistemu EU
te bi pod trenutnim EU usmjerenjima njihova upotreba trebala biti povucena (PSD 2003).

U Republici Hrvatskoj ukupno je u 2004.g. proizvedeno 3.840 t sredstava za zastitu
bilja (AZZ0O 2005). Medutim, pouzdanih podataka o potrosnji sredstava za zastitu bilja nema.



Procjenjuje se da potrosnja sredstava za zastitu bilja na obradivim povrSinama iznosi od 2,5
do 3kg aktivne tvari po hektaru tla po godini (AZZO 2005).

1.2.1. PROMETRIN
Prometrin (Slika 2) je metil-tio-S-triazinski spoj, molekulske formule: C;oH19NsS

(N,N"-Bis (1-metiletil)-6-(metiltio)-1,3,5-triazine-2,4-diamine), sinonim: 2,4-bis
(izopropilamino)-6-(metiltio)-S-triazin) ( Biki¢ 2006).

CH;
CA

Hy NH
n‘ Ry
/I\ f)\
T N NH
Hy CH,

Slika 2. Strukturna formula prometrina

Prometrin je u uporabi kao selektivni sistemi¢ni herbicid kod suzbijanja
jednogodisnjih Sirokolisnih korova te se primjenjuje u usjevima soje, suncokreta, mrkve,
krumpira, graska, graha i perSina (Herbos 2007). U Hrvatskoj je prometrin registriran kao
djelatna tvar u sljedeCim proizvodima: Gesagard 500 FL, Prohelan-t i Prometrex 50 SC
(Gospodarski list 2007 ). S obzirom da hrvatski propisi vezani za problematiku herbicida nisu
bili uskladeni s europskima (Direktiva 91/414 EEC), Vlada je donijela novi Zakon o
sredstvima za zastitu bilja (NN 70/05), kojim se propisuje novi postupak registracije
sredstava, jednak onom Kkoji vrijedi u svim drzavama Clanicama EU-a (Gospodarski list,
2007). U skladu s novim propisima dozvola za primjenu prometrina istjeCe 01.07.2007. te se u
razdoblju od 01.07.2007. do 01.01.2008. dozvoljava samo prodaja preostalih zaliha, a njihova
primjena se dopusta do 01.01.2009. (Zakon o sredstvima za zastitu bilja Nn 70/05). Medutim

iako je zabrana koriStenja prometrina stupila na snagu, zbog njegovih bioakumulacijskih i



bioperzistentnih svojstava vazno je i nadalje provoditi istraZivanja 0 njegovim
ekotoksikoloskim osobinama.

Prometrin je dobro topiv u mastima i organskim otapalima (Biki¢ 2006). S obzirom na
otrovnost za Zivotinjske organizme svrstan je u skupinu Il ili 111, ovisno o formulaciji (Glasnik
zaStite bilja 2000, Kamrin i sur. 2000, Biki¢ 2006). Triazini pripadaju malo otrovnim
pesticidima. Vrijednosti LDsg oralno za Stakora za neke od triazina su prikazane u tablici 1
(Bikic¢ 2006).

Tablica 1. LD50 oralne vrijednosti za Stakora

[T e

ametrin 964
atrazin 3080
cijanazin 334
prometrin 3750
simazin 5000
propazin > 5000

S obzirom na klasifikaciju prometrina, K, vrijednosti (311-614) ukazuju da ima
umjerenu do nisku mobilnost u tlu i sposobnost adsorbcije na suspendirane Cestice i sediment
u vodi (Swann i sur. 1983, Cao i sur. 2007). Prometrin je Cesto detektiran u podzemnim i
povrsinskim vodama te Cak i u mlijeku dojilja (Albanis i sur. 1994, Balduini i sur. 2003,
Papadopoulou-Mourkidou i sur. 2004). Kemijska stabilnost prometrina omogucuje mu da
prodire polako kroz tlo uzrokujuéi dugotrajnu kontaminaciju podzemnih resursa vode
(Evgenidou i sur. 2007).

Europska unija je donijela legislativu prema kojoj su postavljene maksimalne
rezidualne vrijednosti herbicida u vodi namijenjenoj za ljudsku upotrebu (Hu i sur., 2007). EU
direktiva 98/83/EC govori da razina pesticida ne smije premasiti granicu od 0.1ug/L za
pojedini herbicid i neke od njihovih degradacijskih produkata te 0.5ug/L za njihovu ukupnu
koliCinu u vodi (Evgenidou i sur. 2007).

U studiji koju su proveli Vidacek i sur. u razdoblju od 1992. do 1997. na pokusnim
poljima u slivu KaraSica-VuCica prometrin je detektiran u jednom uzorku tla sa
koncentracijom 35 ng/g tla (Vidacek i sur. 1994).

Triazini se razgraduju oksidativhom fotolizom i mikrobioloSkom aktivnoséu u tlu

(Galvin i sur. 2001). Studije utjecaja na mikroorganizme okoliSa ukazuju da prometrin ne



predstavlja ekotoksi¢nu noksu koja bi u vecoj mjeri mogla narusiti populacijsku ravnotezu
pojedinih komponenti mikroflore tla koja bi uzrokovala vece promjene u ekosustavu (Bikic¢
2006). U studiji koju su proveli Bezuglov i sur. amonificirajuce bakterije i gljive, aktinomiceti
i denitrifikacijske bakterije pokazale su se neosjetljive na sve testirane pesticide, ukljucujudi i
prometrin (Bezuglov i sur. 1976).

Akutni eksperiment koji je proveden na Stakorima tretiranima s 50 ppm prometrina ili
terbutina po kilogramu tjelesne tezine kroz 15 dana otkrio je varijacije u sintezi T3, T4i LH
tipova stanica. Pokazano je da i prometrin i terbutin stimuliraju T3 sintezu i inhibiraju T4
sintezu (Ghinea i sur. 1980).

Istrazivana je toksicnost dvaju herbicida Miedzina 50 i Gesadarda 50 na punoglavce
utjecajem opazZene su jake degenerativne promjene u probavi i mozgu. Takoder su zabiljezeni
i poremecaji u razvoju punoglavaca koji su ukljucivali djelomicnu inhibiciju rasta i retardaciju
procesa stvaranja operkuluma u usporedbi sa kontrolnim zivotinjama (Jordan i sur. 1977)

Nizom pokusa, brojni autori pokazali su da prometrin jako djeluje na endokrine
funkcije odnosno da djeluje kao endokrini ometaC (engleski pojam: endocrine disruptor)
(Biki¢ 2006). Martynyuk i sur. u svom pokusu istrazuju reproduktivnu toksi¢nost (faza |
testova teratogenosti i reprodukcije) koja ukljuCuje analizu sposobnosti plodnosti i zateca
nakon aplikacije prometrina. Pokazalo se da pri dnevnoj aplikaciji doza 5 mg/kg tijekom tri
mjeseca, spareni muzjaci i Zenke Stakora mogu dati potomstvo dok tretmanom dozama od 50
mg/kg tijekom 6 mjeseci sparene Zivotinje nisu dale potomstvo (Martynyuk i sur. 1970).

Neke studije pokazuju da prometrin ima jak gonadotoksic¢an ucinak (Biki¢ 2006). Kod
muskih albino Stakora koji su bili dnevno tretirani 20-kratno s dozom 1/20 LD 50 prometrina
nastale su velike citoloSke alteracije u sjemenim kanalicima. Takoder je dokazano da utjeCe i
na morfologiju jezgre spermija, na osobine primanja boja citoplazmatske RNA i afinitet
pironina za citoplazmu (Shtabskiy i sur. 1976).

Stakori tretirani 6 mjeseci dnevnim dozama od 50 mg/kg imali su morfoloske
promjene u strukturi krvnih stanica uz pojaCanu sedimentaciju eritrocita (SE) i redukciju
protrombinskog indeksa. S dnevnom dozom od 5 mg/kg apliciranu tijekom 3 mjeseca
primjecena je samo leukocitoza i redukcija protrombinskog indeksa (Martynyuk i sur. 1970).
Gzhegotskii (1968) izvjeStava o ucincima akutnog i kroniCnog izlaganja prometrinu na
perifernu krv Stakora. Akutno izlaganje rezultiralo je u smanjenjem broja leukocita i limfocita,
te porastom eozinofila, neutrofila i monocita. Brzina koagulacije je povecana (592 sekundi u

akutno otrovanih Zivotinja naprama 866 sekundi u kontrolnoj skupini). Ove promjene bile su



jo§ jaCe izrazene 10 i 12 sati nakon izlaganja u Zivotinja koje su preZivjele akutnu dozu.
Zivotinje u pokusu kronigne izloZenosti 50 mg/kg imale su iste promjene. Nakon Cetiri i 3est
mjeseci razvila se hipokromna anemija (Biki¢ 2006).

Prvi sluCaj akutnog trovanja prometrinom kod ljudi je zabiljeZzen u Sloveniji gdje je 62
godiSnjak pokusao samoubojstvo uzevsi 50g prometrina i etanol. Sedam sati nakon trovanja
laboratorijski testovi su pokazali metabolicku acidozu s izraCunatim anionskim padom od
475 mmol/L 1 laktata od 23.4 mmol/L. Hemodijalizom su popravljeni metabolicki

nesrazmijeri, ali se nije snizila koncentraciju prometrina u serumu (Brvar i sur. 2008).

1.3. FARMAKO(TOKSIKO)KINETICKI PARAMETRI

Ako se neka ljekovita ili otrovna tvar unosi kao dio smjese, prvo se mora osloboditi iz
smjese. Ako se ne unosi direktno u cirkulaciju, tvar se mora apsorbirati sa apsorpcijskog
mjesta u krvotok. Nakon ulaska u sistemsku cirkulaciju, supstanca se distribuira kroz krvotok
do pojedinih tkiva gdje dostize svoje mjesto aktivnosti. Do odredene mjere, vecina supstanci
se reverzno vezu za proteine u plazmi, ili konstituente u tkivu. Supstanca se moze razgraditi
metabolizmom (biotransformacija) i na kraju se izluci iz tkiva. Tijekom procesa apsorpcije,
distribucije, metabolizma i ekskrecije, tvar prolazi kroz bioloSke membrane vecinom
pasivnom difuzijom. Prema Fickovom zakonu, brzina difuzije je direktno proporcionalna
koncentracijskom gradijentu na membrani. Nadalje, prolazak ovisi i o topljivosti te supstance
u lipidima. Za tvar koja se ionizira, topljivost u lipidima ovisi 0 njenoj pK vrijednosti i pH
tjelesnih tekucina. Osnovni KkinetiCki parametri koji opisuju apsorpciju, distribuciju,
metabolizam i ekskreciju su biodostupnost, volumen distribucije i uklanjanje (eliminacija).

KinetiCki parametri koji opisuju promjene koncentracije tvari s vremenom su
poluzivot, prostor ispod koncentracijsko-vremenske krivulje te maksimalna i minimalna

koncentracija u plazmi. Kineticke faze i parametri prikazani su slikom 3 (LADME shema).



KinetiCka faza Kineticki parametar

Oslobadanje (Liberation)
Biodostupnost

Apsorpcija  (Absorption)
Distribucija  (Distribution) VVolumen distribucije

Metabolizam (Metabolism) }

Ekskrecija ~ (Excretion)

Eliminacija

Slika 3. LADME shema (preuzeto iz Fichtl 1999)

1.3.1.0SNOVNI KINETICKI PARAMETRI

Volumen distribucije

Volumen distribucije povezuje ukupnu koliCinu tvari u tijelu sa koncentracijom u
plazmi. Kao parametar koji povezuje koliinu (mg) sa koncentracijom (mg/l) ima dimenziju
volumena, uobicajeno u litrama, ili kad se odnosi na tjelesnu tezinu, u litrama po kilogramu.

Ovisno o svojstvima tvari da prolazi kapilarne stijenke i stanicne membrane u tijelu
postoje 3 glavna mjesta distribucije: plazma, izvanstani¢ni volumen (plazma i intersticijska
tekucina) i ukupna voda u tijelu (plazma, medustanicna tekucina i intersticijska tekucina).
Vecina tvari se ne distribuira jednoliko po tijelu. Ako se velika koliCina pohrani u tkivu ili
masti, dana doza Ce rezultirati mnogo manjom koncentracijom u plazmi nego ako se tvar

distribuira samo u vodi. Vecina tvari se veZe za proteine plazme.

Uklanjanje

Uklanjanje je mjera sposobnosti organizma da eliminira odredenu stranu tvar
(ksenobiotik). Termin eliminacija podrazumijeva stvarno odstranjivanje supstance
ekskrecijom i njenu pretvorbu metabolizmom. Glavni putevi ekskrecije za nepromijenjene
supstance su izlu€ivanje bubrezima u urin, sekrecija u Zu¢ sa prolaskom kroz crijeva i
ekskrecija u feces te izdah iz pluéa. Sa kinetickog gledista tvar se takoder eliminira kad se
promijeni u neSto drugo (metabolit), iako metaboliti joS mogu biti prisutni u tijelu.
Metabolizam se prvenstveno dogada u jetri, ali i drugi organi su sposobni za metaboliziranje

stranih komponenti.



Uklanjanje se moZe objasniti kao volumen plazme (ili neke druge referentne tekucine)

koji se po jedinici vremena oslobada supstance.

Metabolicko uklanjanje

Metabolizam tvari ili biotransformacija je drugi vazan put eliminacije. Reakcije su
obicno podijeljene u 2 faze. Reakcije faze | ukljuCuju oksidaciju, redukciju i hidrolizu.
Reakcije faze 1 mogu i povecati i smanjiti bioloSku aktivnost komponenti. Neaktivne
komponente mogu biti transformirane u aktivne. U reakcijama faze 1l, koje se joS nazivaju i
rekcijama sinteze, endogena supstanca je prihvacena za roditeljsku supstancu ili metabolit
faze 1. Primjeri reakcija faza Il su konjugacije komponenti sa glukuronskom kiselinom,
sulfatom, acetatom, metilnim skupinama i glicinom.

Lipofilne tvari se ne mogu efikasno ukloniti bubrezima. Mnoge reakcije
biotransformacije smanjuju lipofilnost tih komponenti. Polarne metabolite je moguce izlugiti
bubreznim ili nekim drugim putem (Springer i Springer 2008).

Ukupno uklanjanje supstance je mogucCe odrediti samo iz vremenskog tijeka
koncentracija u plazmi bez da se uzorkuju sva potencijalna mjesta eliminacije. Kad se
koncentracije u plazmi prikazu kroz vrijeme moguce je izracunati podrucje ispod
koncentracijsko vremenske krivulje (AUC). VeliCina AUC-a (od nule do beskonacno) ovisi o
kolicini tvari koja je usla u tijelo i veCe doze Ce rezultirati visSim koncentracijama. VVazno je
shvatiti da je AUC ovisan o uklanjanju. Ako se tvar polako uklanja iz tijela, zabiljeZiti Ce se

vecée koncentracije nego ako se tvar eliminira brzo.

Biodostupnost

U slucaju da se tvar unese direktno u krvotok cijela doza ulazi u cirkulaciju i dostupna
je za distribuciju po cijelom tijelu. Sljede¢i druge puteve aplikacije, toksikant mora biti
apsorbiran da bi doSao u opcu cirkulaciju. Brzina i razmjer apsorpcije ovise 0 sposobnosti te
tvari da prolazi kroz bioloSke membrane te su pod utjecajem brzine i koliCine supstance koja
se otapa i oslobada iz produkta. Ekstrakcija tvari iz krvi moze biti toliko ekstenzivna da se
vecina tvari ukloni iz krvotoka prilikom prvog prolaza kroz jetru (efekt prvog prolaza).

Biodostupnost je termin koji se upotrebljava za brzinu i razmjer u kojoj supstanca

postaje dostupna nakon oslobadanja, apsorpcije i eliminacijskog prvog prolaza i kao takav
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obuhvaca Siri pojam od apsorpcije. Opcenito se odnosi na frakciju unesene doze koja ulazi u

opcu cirkulaciju.

Razlike vrsta u kinetici

Prave kvalitativne razlike u farmakodinamici (toksikodinamici) nisu jako Ceste medu
vrstama sisavaca. Osnovna anatomska struktura, osnovna fiziologija i glavni bioloski putevi
su slicni medu vrstama. Vazna iznimka je biotransformacija stranih tvari. Razlike medu
vrstama se mogu ocitovati ne samo u metabolizmu tvari ve¢ i u bilo kojoj fazi LADME

sheme.

1.4. KRV | NJENA ULOGA U DISTRIBUCIJI KSENOBIOTIKA KROZ
ORGANIZAM

Krv je kompleksno vezivno tkivo koje cirkulira tijelom i sastoji se od suspendiranih
stanica u tekuéem matriksu. Funkcija cirkulacije je zadovoljavanje tkivnih potreba (Guyton i
Hall 2003) :

prijenos hranjivih tvari,

odnosenje otpadnih proizvoda,

prijenos hormona iz jednog dijela tijela u drugi,

odrzavanje prikladne okoline u svim tjelesnim teku¢inama potrebne za

optimalno prezivljavanje i funkciju stanica

1.4.1. KRVNA PLAZMA

Matriks krvi je tekucina plazma, koja sadrZzi mnoge suspendirane ili otopljene
biomolekule (Lewis i sur. 2004). Plazma je nestanicni dio krvi i u ljudi Cini ¥ ukupne
izvanstanicne tekucine, odnosno oko 3 L (Guyton i Hall 2003). Sastav je plazme, koja
zauzima viSe od polovice krvnog volumena, 90-92% voda (Slika 4). Sadrzi 7-8% otopljenih
proteina od viSe od 70 razliCitih tipova. Neki, kao albumin, odrzavaju osmotski tlak. Globulini
omogucuju imunosni odgovor, a neki proteini plazme prenose lipide ili metale, ukljucujuci
cink, Zeljezo i bakar. Veliki plazmin protein, fibrinogen, igra klju¢nu ulogu u zgrusavanju

krvi. Otprilike 1% plazme se sastoji od drugih otopljenih molekula, ukljucujuci soli,
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nutrijente, vitamine, hormone, metabolicke otpade i plinove. lako su koncentracije ovih
otopljenih tvari male, one su kritiCne, Sto znaCi da i najmanje naruSavanje homeostaske
ravnotezne koncentracije tih tvari u krvi dovodi do patofizioloskih promjena u organizmu.
(Lewis i sur. 2004) .

Kad se tvar unese direktno u krv ili apsorbira sa mjesta unosa, prvo ulazi u plazmu. Iz
plazme moZe uéi u krvne stanice ili se distribuirati preko krvotoka do razliitih tkiva.
Koncentracija u vodi plazme (nevezana, slobodna koncentracija) je ona koja je ekvivalentna
sa koncentracijom na aktivnom mjestu (Fichtl 1999).

Kroz pore u kapilarnim membranama, plazma je neprekidno u vezi s medustanicnom
teku¢inom. Te su pore vrlo propusne za ve€inu tvari otopljenih u izvanstani¢noj tekucini,
osim za bjelanCevine. Dakle, izvanstanicne tekucine se neprekidno mijeSaju, pa plazma i
medustani¢na tekudina imaju skoro isti sastav, osim Sto je plazmatska koncentracija
bjelanCevina veca (Guyton. i Hall 2003). Krv sadrZi obje tekucCine, izvanstani¢nu (tekucinu
plazme) i stani¢nu (teku€inu u eritrocitima). No obi¢no se krv smatra zasebnim odjeljkom
tjelesnih tekucina jer se nalazi unutar vlastitog zatvorenog podrucja, tj. cirkulacijskog sustava.
(Guyton i Hall 2003).

Krvna plazma

1% soli, otpadne
7% proteini tvari, nutrijenti, hor
(albumin, globulini moni, _0t0p|Jen|
, fibrinogen) plinovi

Slika 4. Sastav krvne plazme (Lewis i sur. 2004)
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1.4.2. KRVNE STANICE

Krvne stanice ili stanicni fragmenti Cine Cvrste elemente krvi (Lewis i sur. 2004). Tri
tipa stanica su crvene krvne stanice (eritrociti), bijele krvne stanice (leukociti) i krvne plocice
(trombociti). Kubi¢ni milimetar krvi normalno sadrzi oko 5 milijuna crvenih krvnih stanica,
7000 bijelih krvnih stanica i 250000 krvnih plocica (Slika 5).

Krvne stanice

0,1% bijele krvne
4,8% knwne plocice stanice

95,1% Crvene

krwe stanice

Slika 5. Brojnost pojedinih tipova krvnih stanica (Lewis i sur. 2004)

Crvene krvne stanice (eritrociti)

Crvene krvne stanice su daleko najbrojnije u plazmi. Njihov prekursor se stvara unutar
crvene kostane srzi brzinom od 2 do 3 milijuna po sekundi. Kako se razvijaju ljudske crvene
krvne stanice gube jezgru, ribosome i mitohondrije. Zrele crvene krvne stanice kojima
nedostaje jezgra se ne mogu dijeliti ili izvoditi veéinu stanicnog metabolizma. Imaju,
medutim, mnogo glikolitickih enzima koji omogucuju ATP za izvedbu njihovih funkcija.
(Lewis i sur. 2004). Ti enzimi sluze i za:

1) odrzavanje gipkosti membrane,

2) za prijenos iona kroz membranu,

3) za odrZavanje Zeljeza u stanicnom hemoglobinu u fero-obliku, a ne u feri-obliku
(feri-zeljezo uzrokuje stvaranje methemoglobina koji ne prenosi kisik),

4) za spreCavanje oksidacije bjelanCevina u eritrocitima.
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UnatoC tome, vremenom ti metaboliCki procesi u eritrocitima slabe, pa oni postupno
postaju sve krhkiji, vjerojatno zato Sto se njihovi zivotni procesi jednostavno istroSe (Guyton.
i Hall 2003).

Zrele krvne stanice su bikonkavni diskovi koji sadrze hemoglobin. Tijekom njenog
zivotnog vijeka, od 120 dana, crvena krvna stanica prolazi kroz arterije i ulazi u kapilare.
Naposlijetku, stanica se uniStava u jetri ili slezeni, i vecina se njenih komponenti reciklira.

Oblik i sastav crvenih krvnih stanica su prilagodeni transportu kisika. Tanka, lako
savitljiva stanica se moze progurati kroz uske prolaze, a njen bikonkavni oblik povecava
povrsinsko podrucje za izmjenu plinova. Zajednicka povrsina svih crvenih krvnih stanica u
ljudskom tijelu je otprilike 2000 puta veca od vanjske povrsine tijela. (Lewis i sur. 2004).

Osim prijenosa hemoglobina, eritrociti imaju joS neke funkcije. Primjerice, sadrze
veliku koliCinu enzima karboanhidraze, koja katalizira reverzibilnu reakciju izmedu ugljikova
dioksida i vode, ubrzavajuéi tu reakciju viSe tisucu puta. Osim toga, hemoglobin u
eritrocitima je izvrstan acidobazni pufer (kao i vecina bjelanCevina), pa su eritrociti odgovorni
za vecinu acidobazne puferske moci krvi (Guyton i Hall 2003).

Broj crvenih krvnih stanica u krvi prilagodava se okolisSnim uvjetima. Na viSim
nadmorskim visina, gdje je razina kisika manja, povecava se broj eritocita da bi se osigurala

adekvatna opskrba tkiva kisikom (Lewis i sur. 2004).

Bijele krvne stanice (leukociti)

Bijele krvne stanice su vece od crvenih i zadrzavaju svoju jezgru. Tipovi bijelih krvnih
stanica se razlikuju veli¢inom, Zivotnim vijekom, smjeStaju u tijelu, oblikom jezgre, brojem
granula u citoplazmi i svojstvima bojenja (Lewis i sur. 2004).

Da bi sprijeCile bolesti, sve te stanice djeluju zajedno, i to na 2 razliita nacina
(Guyton i Hall 2003):

1) izravnim razaranjem bakterija i virusa fagocitozom i

2 ) stvaranjem protutijela i senzibiliziranih limfocita, koji, pojedinacno ili zajedno,

U krvi postoji 6 razliCitih vrsta leukocita. To su polimorfonuklearni : neutrofili,
eozinofili, bazofili; monociti i limfociti i, kadkada, plazma-stanice. Polimorfonuklearni

leukociti su zrnastog oblika zbog Cega se nazivaju granulociti (Guyton i Hall 2003).
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Granulociti i monociti Stite organizam od uzrocnika zaraza ponajprije fagocitozom, tj
prozdiranjem tih uzroCnika. Limfociti i plazma stanice djeluju uglavnom s imunoloskim
sustavom. (Guyton i Hall 2003).

Granulociti i monociti nastaju samo u koStanoj srzi. Limfociti i plazma-stanice se
stvaraju u razlicitim limfaticnim tkivima, medu koje pripadaju limfne Zlijezde, slezena, prsna
zlijezda (timus), krajnici i nakupine limfaticnog tkiva na drugim mjestima u organizmu,
posebice u koStanoj srzi i u tzv. Peyerovim ploCama koje se nalaze ispod crijevne stijenke.
Leukociti koji nastaju u kosStanoj srzi pohranjuju se u srzi sve dok ne zatrebaju u
cirkulacijskom sustavu. Glavni je razlog nazoc¢nosti leukocita u krvi njihov prijenos iz koStane

srzi ili limfaticnog tkiva u tjelesna podrucja u kojima zatrebaju.

Krvne plocice (trombociti)

U sisavaca krvne plocCice su mali, bezbojni stani¢ni fragmenti promjera 1 do 4 um koji
traju oko 1 tjedan i uzrokuju zgrusavanje krvi.

Nastaju u kosStanoj srzi iz megakariocita, vrlo velikih stanica hematopoetskog reda.
(Guyton i Hall 2003). Ova gigantska stanica ima redove vezikula koje dijele citoplazmu u
razliCite regije. Vezikule se povecaju i spoje, «odbacujuci» fragmente koji postaju krvne
ploCice. U zdravom sustavu plocCice cirkuliraju slobodno kroz Zile (Lewis i sur. 2004). Premda
trombociti nemaju jezgru i ne mogu se dijeliti, oni ipak imaju mnoga funkcionalna svojstva
cjelovite stanice.

Vazna je i staniCna stijenka trombocita. Na njezinoj je povrsini glikoproteinski omotac
koji spreCava prianjanje membrane uz normalni endotel, ali uzrokuje njeno prianjanje uz
oStecena podrucja stijenke krvne Zile, napose uz oSteCene endotelne stanice, i joS vise, uz
kolagen koji potjece iz dubljih dijelova Zilne stijenke (Guyton i Hall 2003)

Ali ako se zila osteti ili njena inaCe glatka unutrasnjost ozlijedi, ploCice se zalijepe na
mjesto ozljede, rasprSujuci se i otpuStajuci biomolekule iz sekretornih granula. Ove
biomolekule zajedno sa proteinima plazme zapoCinju kompleks serijskih reakcija koji

rezultiraju zgruSavanjem Kkrvi (Lewis i sur. 2004).
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. POKUSNE ZIVOTINJE

Pokus je proveden na singenicnim miSevima soja CBA T6T6, uzgojenima u
uzgajalistu laboratorijskih zivotinja Zavoda za animalnu fiziologiju, Prirodoslovno-
matematickog fakulteta, Sveucilista u Zagrebu. Zivotinje koristene za pokus bile su u dobi od
60 + 5 dana u trenutku apliciranja herbicida. Zivotinje su okoéene i uzgojene u standardnim
uvjetima propisanim za uzgoj laboratorijskih Zivotinja (glodavaca), odnosno pri temperaturi
od 25°C, dnevnom ritmu svjetla i tame 12/12 sati, s ponudenom hranom i vodom ad libitum.

Kontrolne i tretirane Zivotinje drzane su pod istim uvjetima. Zivotinje su, nasumiénim
uzorkovanjem rasporedene u pet skupina, sa po dvije podskupine s obzirom na spol zZivotinja.
U svakoj je skupini bilo dvanaest Zivotinja, odnosno Sest u podskupini (m-muzjaci, Z-Zenke)
(Frankovi¢ 1990, Thiruchelvam i sur. 2000, Ulm 1994, Walace-Hayes 2001, Williams 1999).
Svakom miSu unutar podskupine pridruzen je broj od 1 do 6. Tako je svaka jedinka dobila
jedinstvenu Sifru s obzirom na raspored u pokusu.

Ovakvo oznaCavanje omogucilo je pracenje pojedinih jedinki tijekom Citavog pokusa i
podjelu skupina prema pripadaju¢im dozama:

K= kontrolna skupina = 0 mg/kg prometrina,
S1h, S2h, S4h, S8h i S24h= skupine koje su primile 1000 mg/kg prometrina i nakon
odgovarajuceg vremena Zrtvovane. PriloZzene oznake su dodane zbog lakSeg oznaCavanja, uz

vrijeme Kkoje je proteklo od kaniliranja do Zrtvovanja:

2.2. PLAN POKUSA | NACIN APLIKACIJE ISPITIVANOG
HERBICIDA PROMETRINA

Za potrebe pracenja toksikodinamike prometrina u krvi proveden je test akutne
toksicnosti.

Doza ispitivanog herbicida prometrina u pokusu je iznosila 1/3 LDsy doze. Prometrin
je zivotinjama apliciran gastrickom kanilom, per o0s, u ukupnom volumenu od 0.5 ml.
Praskasti tehnicki prometrin (95%) je suspendiran u vodi na potrebni volumen planirane doze.
Kontrolna skupina dobila je jednak volumen vode bez prometrina. Ovakav nacin aplikacije

najbolje simulira ekspoziciju organizama okolisno prisutnom prometrinu.
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2.3. ODREBPIVANJE TJELESNE TEZINE POKUSNIH ZIVOTINJA

Tjelesna tezina zivotinja je odredena prije aplikacije herbicida na digitalnoj
elektronickoj tehniCkoj vagi Sartorius koja vaze s to¢noS¢u odvage +0,01 g.

2.4. RAZUDBA ZIVOTINJA | UZIMANJE KRVI

Svaka grupa miSeva bila je nakon odgovarajuceg vremena Zrtvovana. Svaka jedinka je
narkotizirana i odmah potom joj je iz pazusne arterije uzeta krv Pasteurovom cjev€icom
navlazenom heparinom, da bi se sprijeCilo zgruSavanje krvi. Krv je usisana i spremljena u
ependorf — epruvete od 2 mL. Uzorci krvi odmah nakon uzimanja su pohranjeni u zamrzivac.

Nakon uzimanja krvi zrtvovanoj jedinki je izvaden mozak.

2.5. KVANTITATIVNO ODREBIVANJE PRISUTNOSTI PROMETRINA
U UZORCIMA KRVI

Nakon Zrtvovanja i razudbe tretiranih Zivotinja uzorci krvi su analizirani radi
utvrdivanja koncentracije prometrina metodom vezanog sustava plinske kromatografije-

spektrometrije masa (GCMS).

2.5.1 KEMIKALIJE

standard - prometrin (Cistoca 99,5 %, Dr. Ehrenstorfen GmbH, Njemacka)
interni standard — atrazin (Cisto¢a 99,5 %, Dr. Ehrenstorfen GmbH, Njemacka)
aceton (Cistoca 99,8 %, Merck, Njemacka)

n-heksan (Cistoca 99,8 %, Merck, Njemacka)

etilacetat (CistoCa 99,8 %, Merck, Njemacka)

diklormetan (Cistoca 99,8 %, Merck, Njemacka)

N g s~ wDdhPE

natrij-volftamat-2-hidrat (Na,WO,4x2H,0) (Cistoca p.a., Kemika, Hrvatska)
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2.5.2. OTOPINE

Otopina internog standarda

Pripremljena je izvorna otopina atrazina 3,5mg/mL u acetonu i dalje razrjedena

deioniziranom vodom do 3500ng/mL.

Standardni uzorak krvi

Za potrebe bazdarnog pravca priredeno je deset koncentracije prometrina od 10 do
2000 ng/mL na sljedeci nacin:
1. priredena je izvorna otopina prometrina u acetonu koncentracije 1mg/mL i dalje je
razrijedena do Zeljenih ng/mL koncentracija u deioniziranoj vodi.
2. netretirani uzorci krvi su prethodno analizirani GCMS metodom kako bi se utvrdilo da ne
sadrze tragove analiziranog herbicida prometrina te atrazina koji je koriSten kao interni
standard.
3. odredeni volumeni pripremljenih otopina prometrina dodavani su u netretirane uzorke pune
krvi kako bi se dobile slijedece koncentracije 10, 20, 50, 100, 150, 200, 500, 1000, 1500, 2000
ng/mL.
4. u 0.5 mL tako pripremljenog uzorka dodano je 0.2 mL otopine internog standarda.

2.6. PLINSKA KROMATOGRAFIJA

Plinska kromatografija (Slika 6) je kromatografija kod koje je pokretna faza plin, a
nepokretna faza tekucina ili krutina u koloni. Prema fizicko-kemijskim fenomenima na
kojima se osnivaju kromatografije, plinska kromatografija je adsorpcijska (plin-krutina) ili
razdjelna (plin-tekucina) kromatografija.

Plinska kromatografija je pogodna samo za analizu hlapljivih (Mr < 500), ne suvise
polarnih (dugo se zadrzavaju na koloni) te termicki stabilnih spojeva (radne temperature
kolona su od -70 do 400 °C). Broj takvih tvari je vrlo velik (mnoge masne kiseline, aldehidi,
alkoholi amini, esteri, ketoni, ugljikovodici, halogenirani ugljikovodici, fenoli, sumporne
tvari, metalni kompleksi, inertni plinovi i dr.), pa je plinska kromatografija vjerojatno najvise

primjenjivani oblik kromatografije prilikom analize niza prirodnih i sintetskih spojeva.
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Najcesce se kao plin nosilac upotrebljava vodik, helij, dusik argon ili ugljicni dioksid, dakle

inertni plinovi visoke Cistoce.

Gas Chromatograph

Irjaction Port

Carfber Gas Chven
Supphy

Slika 6. Shematski prikaz plinske kromatografije

2.7. MASENA SPEKTROMETRIJA

Masena spektrometrija je tehnika kojom se analiziraju molekule na temelju njihove
mase (i naboja). Maseni spektrometar (Slika 7) se sastoji od 3 elementa:

izvora iona koji razdvaja molekule uzorka u ione

masenog analizatora koji sortira ione po masama primjenom elektromagnetskom polja

detektora koji mjeri vrijednosti indikatorske kvantitete i tako omogucuje podatke za

izraCunavanje ucestalosti pojedinacnih iona

Prvi korak pri analizi molekula je ionizacija molekula u ionizatoru. Nastali ioni se
provode kroz analizator, koji razdvaja ione u prostoru i/ili vremenu. Iz analizatora, ioni idu na
detektor gdje proizvode elektricni signal koji se moze registrirati na oscilposkopu, pisacu,
racunalu ili na nekom drugom uredaju. Masena spektrometrija se koristi za:

odredivanje sastava nepoznatog uzorka (kvalitativna analiza)
odredivanje izotopskog sastava uzorka
odredivanje strukture molekula promatrajuci fragmentaciju molekula

odredivanje molarne mase molekule
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odredivanje koliCine odredene tvari u uzorku (kvantitativna analiza)
odredivanje fiizikalnih i kemijskih svojstava tvari

proucavanje ponasanja iona u vakuumu

UZORAK

l

IZVORIONA ——p» MASENI ANALIZATOR —» DETEKTOR

l

ANALIZA PODATAKA
Slika 7. Shematski prikaz masenog spektrometra

2.8. OPREMA

Kromatografska ispitivanja provedena su na Shimadzu GCMS-QP2010S plinskom
kromatografu uz primjenu detektora spektrofotometra masa (MS) i HP-5ms kapilarne kolone
duljine 30 m, unutarnjeg promjera 0,25 mm, debljine filma 0,25 ym (J&W, Agilent
Tehnologie).

Primijenjen je temperaturni program pocetne temperature 90°C tijekom 6 minuta, potom
brzinom od 15°C/minuti temperatura raste do 280°C i na toj temperaturi ostaje iducih 11
minuta

Temperatura peéi: 90°C

Temperatura injektora: 275°C

Nacin injektiranja: bez odvajanja

Kontrola protoka: linearna brzina

Linerana brzina: 45,3 cm/s

Tlak: 107,2 kPa

Ukupni protok: 19,5 mL/min

Temperatura detektora: 300°C

Vrijeme trajanja metode: 30 minuta
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Kvantifikacija prometrina i atrazina je provedena pracenjem karakteristicnih omjera
mase i naboja (m/z). Karakteristicne m/z veliCina za prometrin je 241 a za atrazin je 200. kao

potvrdni m/z brojevi za prometrin su praceni i 184 te 226 a za atrazin 215 i 58.

2.8.1. EKSTRAKCIJA PROMETRINA 1Z UZORAKA KRVI

Prometrin je iz standardnih i stvarnih uzoraka pune krvi ekstrahiran na sljedeci nacin:
u kivetu je dodano 0,5 mL uzorka, 0,2 mL internog standarda i 0,15 g natrij-volframata.
Nakon S§to se natrij-volframat otopio u otopinu je dodano 2 mL smjese otapala
etilacetat:diklormetan 1:3. Smjesa uzorka i otapala je mijeSana na vorteks mjeSalici 5 minutu
nakon Cega je 10 minuta centrifugirana brzinom od 6000 okretaja/minuti. Nakon
centrifugiranja tj. razdvajanja faza uzet je 1 mL, gornjeg, organskog sloja, prebacen u staklenu
bocicu i uparen do suha u struji duSika. Kada se uzorak upario do suha u njega je dodan
0.1mL n-heksana te je 1 pL takve otopine injektiran u kromatograf. Svaki uzorak je injektiran

3 puta.

2.8.2. ODREBIVANJE KONCENTRACHE PROMETRINA U UZORCIMA KRVI

Nakon ekstrakcije svaki pojedini standardni uzorak (u podrucju linearnosti) injektirana
je u kromatograf i raCunat je relativni odziv pika prometrina prema piku internog standarda,
za svaku pojedinu otopinu.

Koncentracija prometrina u uzorcima krvi izraCunata je prema jednadzbi:

C. = €A, | A unepoznatom uzorku U
= :
gArs | A u standarnomuzorku H

rs

gdje je
A - povrSina pika analita u nepoznatom uzorku,
Ais U nepoznatom uzorku — povrsina pika internog standarda u
nepoznatom uzorku,
Ars — povrsina pika referentnog standarda iz standardnog uzorka,
Ajs u standardnom uzorku — povrsina pika internog standarda u

standardnom uzorku,
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Crs .- koncentracija analita X u referentnoj standardnoj otopini

2.8.3. PROVJERA GC/MS METODE

Validacija metode je provedena pracenjem sljedecih parametara: selektivnosti, granice
kvantifikacije, linearnosti, preciznosti uz zadane kriterije prihvatljivosti.

Selektivnost je mogucnost metode da odredi Zeljeni analit u prisutnosti komponenti
uzorka u odredenim uvjetima ispitivanja.

Linearnost metode je mogucnost da unutar danog podrucja daje rezultate koji su
izravno proporcionalni koncentraciji analita u uzorku. Ona se odreduje izradom baZdarnog
pravca

Granica kvantifikacije je najniza koncentracija koja se moze odrediti s odredenom
tocnoS¢u 1 preciznoS¢u a odredena je uzastopnim injektiranjem (10 puta) najmanje
koncentracije u podrucju linearnosti.

Ponovljivost metode je provjerena uzastopnim injektiranjem (10 puta) tri uzoraka krvi

u podrucju linearnosti.

2.9. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

StatistiCka obrada izmjerenih podataka koncentracija prometrina u krvi tretiranih
Zivotinja provedena je programom Microsoft Excel. Svaka je grupa prikazana tablicno kao
srednja vrijednost (x standardna devijacija) i medijanom. Mjerna jedinica bila je svaka
Zivotinja zasebno odnosno svaka jedinka. Histogramom su prikazane vrijednosti prometrina u
krvi po svakom triplikatu za sve skupine Zivotinja. Odnos koncentracije i vremena prikazan je
krivuljom za svaku podskupinu Zivotinja (muZzjaci i Zenke) te zajednickom krivuljom za obje
podskupine.

Studentovim t-testom analizirane su spolne razlike u svakoj pojedinoj uzorkovanoj
grupi. Upotrebom t-testa sparenih uzoraka za srednje vrijednosti, koji ne pretpostavlja jednake
varijance u populacijama dva uzorka, odredeno je koliko su njihove vrijednosti razliCite. Nul
hipoteza koriStena u testu: srednja vrijednost sparenih razlika iz dvije populacije uzoraka
jednaka je nuli.
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3. REZULTATI

Nakon zrtvovanja i razudbe tretiranih zivotinja uzorci krvi analizirani su radi utvrdivanja
koncentracije prometrina metodom vezanog sustava plinske kromatografije-spektrometrije
masa (GC-MS). Kontrolne Zivotinje kojima je dan jednak volumen vode bez herbicida
takoder su zrtvovane nakon pokusa te su njihovi uzorci krvi nakon razudbe analizirani na
jednaki nacin kao i uzorci zivotinja koje su primile prometrin. U uzorke kontrolnih zivotinja
nije dodavan interni standard kako bi se jo$ jednom potvrdilo da uzorci ne sadrze prometrin ili

atrazin . Slika 8 prikazuje kromatogram uzorka krvi kontrolne Zenke.
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Slika 8. Kromatogramski prikaz uzorka krvi kontrolne Zivotinje

3.1. KONCENTRACIJA PROMETRINA U KRVI

Nakon zavrSetka pokusa odnosno vremena proteklog od aplikacije prometrina kod
pojedinih skupina pokusne Zivotinje su Zrtvovane te nakon izuzimanja uzorci analizirani GC-

MS metodom.
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Izmjerene vrijednosti koncentacija prometrina u uzorcima krvi sat vremena nakon
aplikacije prometrina 1g/kg tjelesne tezine per os su deskriptivno statisticki obradene i
prikazane tablicom 2. Slika 9a predstavlja graficki i numericki prikaz vrijednosti prometrina u
krvi sat vremena nakon aplikacije po svakom triplikatu. Slika 9b prikazuje kromatografski

prikaz (sirovi podatak) koncentracije prometrina u krvi Zenke (Z1).

Tablica 2. Vrijednosti koncentracije prometrina u krvi 1h nakon aplikacije (per 0s)
herbicida

Spol Srednja Standardna Median
vrijednost devijacija
m 2765,22" 671,8268 2911,83
z 1740,5° 789,1744 1484
m+2 2252,86 880,1297 1990,5

AB razlika je statisticki znacajna (p < 0.05). SD — standardna devijacija.

m — muzZjaci; Z - Zenke

Izmjerena koncentracija prometrina u krvi muZjaka sat vremena nakon aplikacije
iznosila je od 1811,67 do 3486,67 ng/mL. Kod muZjaka m6 je izmjerena najniZa koncentracija
prometrina (1811,67 ng/mL) a kod muzjaka m2 najvisa koncentracija (3486,67 ng/mL).

Koncentracija prometrina kod Zenki sat vremena nakon aplikacije herbicida iznosila je
od 1077,67 do 3246,33 ng/mL. NajniZza koncentracija prometrina odredena je kod Zene 75
(1077,67 ng/mL) a najviSa kod jedinke 72 (3246,33 ng/mL).
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ng/mL prometrina u krvi nakon 1 h

4000
3000
2000 -

mlL | m2 | m3 m4 | m5 m6 | z1 | 22 | z3 | 24 | 25 | Z6
O 1 triplikat |2114|3486|2982|2842|3357|1810|1642|3248/1868|1284|1077|1328
@ 2 triplikat |2115|3485|2985|28413355|1812|1645|3246/1869|1285|1077|1326
OSkup3 |2111|3489|2981|2840/3356|1813|1641|3245/1866|1281|1079|1322
Zivotinja No/triplikat

kon. ng/mL

Slika 9a. Koncentracija prometrina (ng/ml) u krvi nakon 1 sata od aplikacije.
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Slika 9b. Kromatogramski prikaz koncentracije prometrina u krvi zenke (z1) 1 sat

nakon izlozenosti , RT prometrin 15,1 min , atrazin 13,9mi

Izmjerene vrijednosti koncentacija prometrina GC-MS metodom u uzorcima Kkrvi 2
sata nakon aplikacije prometrina 1g/kg tjelesne tezine per os su deskriptivno statisticki
obradeni Sto je prikazano u tablici 3. Slika 10a predstavlja graficki i numericki prikaz
vrijednosti prometrina u krvi 2h nakon aplikacije po svakom triplikatu. Slika 10b prikazuje

kromatografski prikaz (sirovi podatak) koncentracije prometrina u krvi Zenke (21).
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Tablica 3. Vrijednosti koncentracije prometrina u krvi 2h nakon aplikacije (per 0s)

herbicida
Spol Srednja Standardna Median
vrijednost devijacija
m 1144,74* 327,2445 1172,96
7 779,72° 436,1542 675,30
m+ 7 962,23 414,107 850,45
AB

razlika je statistiCki znacajna (p < 0.05). SD — standardna devijacija.
m — muZjaci; Z - Zenke

Izmjerena koncentracija prometrina u krvi muzjaka 2 sata nakon aplikacije iznosila je
645,81 do 1516,88 ng/mL. Kao i sat vremena nakon aplikacije kod muzjaka m6 je izmjerena
najniza koncentracija prometrina (645,81 ng/mL) i kod muzjaka m2 najviSa koncentracija
(1516,88 ng/mL).

Koncentracija prometrina kod zZenki 2 sata nakon aplikacije prometrina iznosila je od
384,55 do 1624,33 ng/mL. NajniZza koncentracija prometrina odredena je kod Zenke 75
(384,55 ng/mL) a najvisa kod Zenke 72 (1624,33 ng/mL) kao i sat vremena nakon aplikacije.

ng/mL prometrina u krvi nakon 2 h

2000
1500
1000
500 _HIH_
0 7rn1 I
940

942
938

konc. ng/mL

WM o

72 74
1624 558
1292| 645 | 761 |1624 556
1295| 646 | 762 |1625 559
Zivotinja No/ triplikat

Z1
760

m6
646

m5
1291

m4
1053
1054
1053

m2
1516
1517
1518

m3
1420
1418
1422

01 triplikat
M 2 triplikat
O3 triplikat

Slika 10a. Koncentracija prometrina (ng/ml) u krvi nakon 2 sata od aplikacije.
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Slika 10b. Kromatogramski prikaz koncentracije prometrina u krvi Zenke (Z1) 2 sata

nakon izlozenosti , RT prometrin 15,1 min , atrazin 13,9mi

Izmjerena koncentracija koncentacija prometrina GC-MS metodom u uzorcima krvi 4

sata nakon aplikacije prometrina 1g/kg tjelesne tezine per os su deskriptivno statisticki

obradeni Sto je prikazano u tablici 4. Slika 1la predstavlja graficki i numericki prikaz

vrijednosti prometrina u krvi 4h nakon aplikacije po svakom triplikatu. Slika 11b prikazuje

kromatografski prikaz (sirovi podatak) koncentracije prometrina u krvi zenke (z1).

Tablica 4. Vrijednosti koncentracije prometrina u krvi 4h nakon aplikacije (per 0s)

herbicida

Spol Srednja Standardna Median
vrijednost devijacija

m 622,43ns 179,858 663,85

Z 403,96ns 179,5437 363,83

m+ 7 513,19 205,8485 519,36

ns- razlika nije statisticki znaCajna (p > 0.05). SD — standardna devijacija.

m — muZjaci; Z

- zenke

Izmjerena koncentracija prometrina u krvi muzjaka 4 sata nakon aplikacije iznosila je

281,35 do 799,24 ng/mL. Najniza koncentracije 4 sata nakon aplikacije izmjerena je kod
muzjaka m6 (281,35 ng/mL) a najviSa kod muzjaka m2 (799,24 ng/mL).
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Koncentracija prometrina kod Zenki 4 sata nakon aplikacije herbicida iznosila je od
200,81 do 737,73 ng/mL. Najniza koncentracija prometrina odredena je kod zZenke z5 (200,81
ng/mL) a najvisa kod jedinke 72 (737,73 ng/mL).

ng/mL prometrina u krvi nakon 4 h

1000

500 -

. mllmT mm

ml | m2 | m3 m4 | m5 m6 | z1 | 22 | z3 | 24 | 25 | Z6
O 1 triplikat | 626 | 798 | 710 | 702 | 615 | 281 | 422 | 738 | 356 | 372 | 202 | 335
@2 triplikat | 625 | 799 | 712 | 700 | 616 | 282 | 425 | 736 | 355 | 375 | 200 | 336
O3 triplikat | 625 | 801 | 709 | 705 | 617 | 281 | 421 | 739 | 355 | 370 | 200 | 333
Zivotinja noftriplikat

konc. ng/mL

Slika 11a. Koncentracija prometrina (ng/ml) u krvi nakon 4 sata od aplikacije.
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Slika 11b. Kromatogramski prikaz koncentracije prometrina u krvi Zenke (Z1) 4 sata

nakon izloZenosti , RT prometrin 15,1 min , atrazin 13,9mi

Izmjerena koncentracija koncentacija prometrina GC-MS metodom u uzorcima Kkrvi 8

sati nakon aplikacije prometrina 1g/kg tjelesne tezine per os su deskriptivno statisticki
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obradeni Sto je prikazano u tablici 5. Slika 12a predstavlja graficki i numericki prikaz
vrijednosti prometrina u krvi sat vremena nakon aplikacije po svakom triplikatu. Slika 12b
prikazuje kromatografski prikaz (sirovi podatak) koncentracije prometrina u krvi zenke (z1).

Tablica 5. Vrijednosti koncentracije prometrina u krvi 8h nakon aplikacije (per 0s)

herbicida

Spol Srednja Standardna Median
vrijednost devijacija
m 151,41ns 53,96652 152,46
Z 83,41ns 33,84182 73,67
m+ 7 117,41 55,72905 116,66

ns- razlika nije statisticki znaCajna (p > 0.05). SD — standardna devijacija.
m — muZjaci; Z - Zenke

Izmjerena koncentracija prometrina u krvi muzjaka 8 sati nakon aplikacije iznosila je
59,27 do 216,53 ng/mL. Najniza koncentracije 8 sati nakon aplikacije izmjerena je kod
muzjaka m6 (59,27 ng/mL) a najvisa kod muzjaka m2 (216,53 ng/mL).

Koncentracija prometrina kod Zenki 8 sati nakon aplikacije herbicida iznosila je od
42,66 do 142,99 ng/mL. Najniza koncentracija prometrina odredena je kod zenke 75 (42,66
ng/mL) a najvisa kod jedinke 72 (142,99 ng/mL).
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ng/mL prometrina u krvi nakon 8 h

300

200

" mmlllmmwm

mlL | m2 | m3 m4 | m5 m6 | z1 | 22 | z3 | 24 | 25 | Z6
01 triplikat | 149 | 216 | 137 | 190 | 158 | 60 | 75 | 142 | 73 | 95 | 45 | 70
@2 triplikat | 147 | 216 | 138 | 191 | 158 | 60 | 72 | 144 | 73 | 98 | 41 | 72
O3 triplikat | 145 | 218 | 136 | 192 | 158 | 58 | 75 | 143 | 74 | 96 | 42 | 71
Zivotinja No/triplikat

konc. ng/mL

Slika 12a. Koncentracija prometrina (ng/ml) u krvi nakon 8 sati od aplikacije.
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Slika 12b. Kromatogramski prikaz koncentracije prometrina u krvi zenke (z1) 8 sati

nakon izloZenosti , RT prometrin 15,1 min , atrazin 13,9min

Izmjerena koncentracija koncentacija prometrina GC-MS metodom u uzorcima krvi 24
sata nakon aplikacije prometrina 1g/kg tjelesne tezine per os su deskriptivno statisticki
obradeni Sto je prikazano u tablici 6. Slika 13a predstavlja graficki i numericki prikaz
vrijednosti prometrina u krvi sat vremena nakon aplikacije po svakom triplikatu. Slika 13b
prikazuje kromatografski prikaz (sirovi podatak) koncentracije prometrina u krvi zenke (z1).
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Tablica 6. Vrijednosti koncentracije prometrina u krvi 24h nakon aplikacije (per 0s)

herbicida

Spol Srednja Standardna Median
vrijednost devijacija
m 31,54ns 12,23693 30,26
Z 17,91ns 6,541946 16,55
m+ 7 24,73 11,75676 22,94

ns- razlika nije statisticki znaCajna (p > 0.05). SD — standardna devijacija.
m — muzZjaci; Z - Zenke

Izmjerena koncentracija prometrina u krvi muzjaka 24 sata nakon aplikacije iznosila je
14,41 do 51,78 ng/mL. NajniZza koncentracije 24 sata nakon aplikacije izmjerena je kod
muzjaka m2 (14,41 ng/mL) a najviSa kod muzjaka m3 (51,78 ng/mL).

Koncentracija prometrina kod Zenki 24 sati nakon aplikacije herbicida iznosila je od
11,57 do 30,19 ng/mL. Najniza koncentracija prometrina odredena je kod Zenke 73 (11,57
ng/mL) a najviSa kod jedinke Z2 (30,19 ng/mL).

ng/mL prometrina u krvi nakon 24 h
60
£
S 40
c
§ 20 -
4
.| ML m W] o0
ml| m2 m3 | md m5 | m6 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26
D1 triplikat | 33 | 51 | 28 | 36 | 28 | 14 | 18 | 30 | 14 | 17 | 11 | 14
W2 triplikat | 33 | 52 | 28 | 35 | 28 | 14 | 19 | 32 | 14 | 19 | 11 | 15
O3triplikat | 32 | 52 | 27 | 34 | 26 | 15 | 19 | 29 | 14 | 18 | 13 | 16
Zivotinja No/triplikat

Slika 13a. Koncentracija prometrina (ng/ml) u krvi nakon 24 sata od aplikacije.
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Slika 13b. Kromatogramski prikaz koncentracije prometrina u Krvi Zenke (21) 24 sata

nakon izloZenosti , RT prometrin 15,1 min , atrazin 13,9min

3.1.2. PROMJENE KONCENTRACIJE PROMETRINA S OBZIROM NA VRIUEME

ProsjeCna koncentracija prometrina u krvi miSeva se sukladno s oCekivanjima
smanjivala s vremenom. NajviSe koncentracije prometrina u krvi su zabiljezene nakon 1h od
aplikacije herbicida, dok su najnize koncentracije zabiljezene nakon 24h od aplikacije
prometrina. Koncentracijsko — vremenska krivulja graficki prikazuje postepeno uklanjanje
prometrina iz krvi obje podskupine miSeva (Slika 14), iz podskupine muzjaka (Slika 15) te iz
podskupine zenki (Slika 16).

Koncentracija prometrina u krvi miSeva (muZzjaci i
zenke)

_ 2500
%% 2000 N
g s £ 1500
§ .% g 1000 \
g5 00 —

o 0 : : : <> | .

1 2 4 8 24
Vrijeme (h)

Slika 14. Koncentracijsko — vremenska krivulja prometrina u krvi miSeva
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Koncentracija prometrina u krvi muzjaka
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Slika 15. Koncentracijsko — vremenska krivulja prometrina u krvi muzjaka

Koncentracija prometrina u krvi zenki
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Slika 16. Koncentracijsko — vremenska krivulja prometrina u krvi Zenki
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4. RASPRAVA

PrijaSnja istrazivanja koja su se provodila na s-triazinima uglavnom su bila bazirana na
istrazivanju toksicnosti herbicida atrazina (Springer 2000). Manje paZnje je posveceno
prometrinu te je dosada provedeno malo pokusa koji istrazuju i daju podatke 0 njegovoj
toksicnosti i utjecaju na Zive organizme. Vecinom se eksperimentalni podaci vezani uz
prometrin odnose na mjerenje koncentracija i vremenu zadrZzavanja u vodi, tlu i sedimentu
(Bukvic¢ 2006).

Oralna aplikacija prometrina u organizam miSa simulirala je okoliSne uvjete i dostupnost
prometrina miSevima u prirodi (Maynard i sur., 1999). Istrazivanje koje su proveli Maynard i
sur. bazirano je na metabolizmu prometrina u Stakorima, dok su sli¢ni podaci nedostajali za
miSeve.

U krvi miSeva je nakon aplikacije prometrina tijekom 24h stalno biljezena odredena
koncentracija, odnosno tragovi prometrina u krvi. Prometrin je nakon 24h zabiljezen sa
niskom koncentracijom u krvi §to upucuje na to da su procesi apsorpcije i distribucije
relativno mali u odnosu na ukupnu unesenu dozu toksikanta. U pokusu Maynarda i sur.
prometrin se detektira u krvi Stakora i 7 dana nakon jednokratno aplicirane doze. Vecina
unesene doze se nakon 7 dana eliminirala putem fecesa i urina. S obzirom na koli€inu
aplicirane doze najveci postotak prometrina (1.2-1.9 %) u svim promatranim tkivima (jetra,
slezena, misi¢, masno tkivo i krv) ostaje u krvi Stakora bez obzira na spol Zivotninje (Maynard
i sur., 1999). U prijasnjim pokusima je takvo ponaSanje sa znaCajnom koncentracijom u krvi
zabiljezeno za metiltio-s-triazinske spojeve (Hamboeck i sur., 1981). lako prometrin nakon
24h ostaje u krvi u niskim koncentracijama, to ukazuje na Cinjenicu da se u potpunosti ne
eliminira i ima potencijal postepenog nakupljanja u organizmu $to moZe dovesti do povecanja
koncentracije u krvi.

Rezultata ovog rada na laboratorijskom misu, pokazuju da postoje razlike izmedu muzjaka
I zenki u koncentraciji prometrina koji je apsorbiran u krv iz probavnog sustava. Navedene
koncentracije znaCajno su viSe u muzjaka, sve do Cetvrtog sata nakon oralnog unosa
prometrina. Buduci da su uneSene doze bile korigirane s obzirom na tjelesnu masu odnosno
ujednacene po jedinici tezine po spolovima, razliku u koncentracijama mozemo objasniti kao
posljedicu spolom uvjetovane razlike u metabolizmu, razlike u apsorpciji i1 razlikom u
biotransformaciskom kapacitetu pojedinog spola. Nakon Cetvrtog sata razlika viSe nije
statisticki signifikantna te je koncentracija prometrina u krvi podjednaka i u muskom i u

zenskom organizmu i slijedi slicnu dinamiku eliminacije. S obzirom na prije spomenute
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rezultate dobivene na Stakoru ovi rezultati predstavljaju znaCajan doprinos spoznajama o
toksikodinamici prometrina. Rezultati ukazuju na zakljuCak da razliCite vrste organizama
imaju razliCitu spolom uvjetovanu toksikodinamiku. Slicni primjeri razlika u toksi¢nosti
poznati su i prije za razliCite ksenobiotike poput primjerice talidomidne katastrofe u
Sezdesetim godinama proslog stoljeca kada su predklinicka testiranja talidomida provedena
samo na jednoj vrsti zivotinja, a nakon KkliniCke u trudnica rezultat je bio velik broj
teratodeformirane novorodencadi. Razlike u apsorpciji i biotransformaciji prometrina izmedju
spolova poznate su za druge spojeve od kojih bi najpoznatiji primjer bio razlika apsocije i
biotransformacije etilnog alkohola u razliCitih spolova. Zbog interspecijske razlike u
toksikodinamici i bioretenciji prometrina spoja pokusi toksicnosti moraju se provoditi na
nekoliko modela i to obavezno na oba spola, prije ekstrapolacije rezultata na Covjeka.
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5. ZAKLJUCAK

Istrazivanjem toksikodinamike prometrina u krvi miSa utvrdeno je da se male
koncentracije prometrina mogu naci u krvi i nakon 24h od oralne aplikacije tog herbicida.
lako se u oba spola koncentracija smanjuje s obzirom na vrijeme od aplikacije prometrina,
uoCene su i odredene razlike medu spolovima miSeva. Statisticki znaCajne razlike izmedu
muzjaka i Zenki postoje do 4 sata od aplikacije prometrina sa zabiljeZenim viSim
koncentracijama kod muZjaka. Nakon 4 sata se smanjenje prometrina u Kkrvi miSeva
ujednacuje u oba spola. Buduci da se prometrin u potpunosti ne eliminira nego ostaje prisutan
i nakon 24h u krvi, to moZe ukazivati na njegovo potencijalno nakupljanje i povecanje

biodostupne koncentracije u organizmu kod dulje izlozenosti tom spoju.
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