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Popis kratica

POPIS KRATICA

ABTS
AChE
a-CIP

ADI
AOEL

ATP

BSA

CAT

cGPx ili GSHPx-1
CuznSOD ili SOD1
DNA

DTNB

ECSOD ili SOD3
EDTA

E-Se—

E-SeOH

E-Se-S-G

FAD

FSH

GGT

GI-GSH-Px ili GPx2
GPx

GR

GSH

GSSG

GST

IMI

INT

2,2'-azino-di-[3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat]
acetilkolinesteraza

a-cipermetrin ([(S)-cijano-(3-fenoksifenil)metil] (1R,3R)-3-(2,2-
dikloroetenil)-2,2-dimetilciklopropan-1-karboksilat)
prihvatljiv dnevni unos (engl. Acceptable Daily Intake)
dopustena razina izlozenosti primjenitelja (engl. Acceptable
Operator Exposure Level)

adenozin trifosfat

govedi serumski albumin

katalaza

citosolna glutation peroksidaza

citosolna ili bakar, cink-ovisna superoksid dismutaza
deoksiribonukleinska kiselina
5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoi¢na kiselina

ekstracelularna superoksid dismutaza
etilendiamintetraoctena kiselina

selenolat

selenenska kiselina

selenosulfidni adukt

flavin adenin dinukleotid

folikulostimuliraju¢i hormon

y-glutamiltranspeptidaza

gastrointestinalna glutation peroksidaza

glutation peroksidaza

glutation reduktaza

glutation

glutation disulfid

glutation-S-transferaza

imidakloprid (1-[(6-kloro-3-piridinil)metil]-N-nitro-4,5-dihidro-
1H-imidazol-2-amin)

2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5 feniltetrazolium klorid
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i.p. intraperitonealna primjena (engl. intraperitoneal)

LDso letalna doza 50 %

LH luteinizirajuc¢i hormon

LOAEL najniza razina kod koje je uocen Stetan uc¢inak (engl. Lowest
Observed Adverse Effect Level)

LPO lipidna peroksidacija

MDA malondialdehid

MnSOD ili SOD2 mitohondrijska ili mangan-ovisna superoksid dismutaza

NnAChR nikotin acetilkolinski receptor

NADPH nikotinamin adenin dinukleotid fosfat

NOAEL razina bez uoc¢enog Stetnog ucinka (engl. No Observed Adverse
Effect Level)

OEL grani¢na Vrijednost izloZenosti na radu (engl. Occupational

pGSH-Px ili GPx3
PH-GSH-Px ili GPx4

p.o.
REL

RNA
RNS
ROS
SOD
T
TAC
TCA
t.m.
TNB

Exposure Limit)

plazmatska glutation peroksidaza
fosfolipid-hidroperoksidna glutation peroksidaza

oralna primjena (lat. per os)

razina izloZenosti stanovnistva (engl. Residential Exposure
Level)

ribonukleinska kiselina

reaktivni dusikovi spojevi (engl. Reactive Nitrogen Species)
reaktivni kisikovi spojevi (engl. Reactive Oxygen Species)
superoksid dismutaza

testosteron

ukupni antioksidacijski kapacitet

trikloroctena kiselina

tjelesna masa

2-nitro-5-tiobenzoat
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1. UvOD

1.1. Pesticidi

S porastom broja svjetskog stanovnis$tva javila se i razmjerno veéa potreba za
proizvodnjom hrane, stoga se u suvremenoj poljoprivredi nuzno koriste kemijska sredstva
namijenjena zastiti bilja nakon ¢ega njihovi ostaci zavrSavaju u okolisu i hrani, Stetno djelujuci
na neciljane organizme, ukljucujuéi i ljude. Pesticidi su glavna skupina spojeva proizvedenih s
ciljem namjernog oslobadanja u okoli§, a namijenjeni su suzbijanju nepozeljnih biljnih,
zivotinjskih i mikrobioloskih vrsta u proizvodnji hrane (FAO 2014). Procjenjuje se da bi bez
primjene pesticida svjetska proizvodnja hrane pala za 30 % (Biswas i sur. 2010). S obzirom na
ciljani organizam, pesticidi se dijele na insekticide (sredstva za uniStavanje insekata), herbicide
(sredstva za zastitu od korova), rodenticide (sredstva za unistavanje glodavaca) i fungicide
(sredstva za suzbijanje fitopatogenih gljiva), a djeluju tako da u Stetnim vrstama ometaju
osnovne biokemijske procese, izazivajuci pritom poremecaj rasta i razvoja te smrt Stetnika
(Pleadin i sur. 2017).

Djelovanje pesticida intenzivno se proucava zbog prepoznatog negativnog djelovanja
na neciljane bioloSke sustave (Abdollahi i sur. 2004; Lee i sur. 2004). Opca populacija izloZzena
je dugotrajnom djelovanju niskih doza pesticida prisutnih u svim dijelovima okolisa (hrani,
vodi, zraku), a u organizam ih je moguce unijeti putem koze (dermalno), hranom i vodom
(ingestijom) ili udisanjem (inhalacijom). Ogroman broj epidemioloskih istrazivanja ukazuje na
korelaciju izmedu izlozenosti pesticidima 1 poviSene stope kroni¢nih bolesti, tumora,
neuroloskih poremecaja, poremecaja pri rodenju te reproduktivnih poremecaja (McCauley i sur.
2006; Mostafalou i Abdollah 2013). Kroni¢na izlozenost niskim dozama pesticida u ljudi moze
rezultirati toksi¢nim u¢incima od kojih su naj¢es¢i neurotoksi¢ni, imunotoksicni 1 genotoksicni
ucinci kao i toksi¢no djelovanje na reprodukcijski sustav (Murati i sur. 2014). Pesticidi uzrokuju
brojne biokemijske promjene na molekularnoj, stani¢noj i tkivnoj razini. Nastale biokemijske
promjene mogu se koristiti kao bioloSki markeri u epidemioloSkim i toksikoloSkim
istrazivanjima. Najces¢i bioloski markeri koriSteni za procjenu djelovanja pesticida povezani
su s oStecenjima DNA i RNA, promjenama u genskoj ekspresiji i oksidacijskim stresom
(McCauley i sur. 2006).

U posljednjih nekoliko desetljeca medu koristenim insekticidima dominirali su

organofosfati koji djeluju kao neurotoksini i karbamati koji djeluju kao inhibitori enzima
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acetilkolinesteraze (AChE). Otpornost koju su $tetnici razvili prema ovim insekticidima dovela
je do njihove ogranicene uporabe te potrebe za sintezom novih efikasnijih tvari za suzbijanje
Stetnika koje su pritom netoksi¢ne za okolis i neciljane organizme. Odrziva upotreba pesticida
podrazumijeva suzbijanje StetoCina upotrebom tvari prirodnog podrijetla ili barem onih koje se
sintetiziraju na osnovi prirodnih tvari i koje pokazuju svojstva pesticida. Nadalje, odrZivi razvoj
poljoprivrede zahtijeva koristenje insekticida koji su manje toksi¢ni za neciljane organizme i
okolis, koji su biorazgradivi, ali ipak u¢inkoviti u suzbijanju Steto¢ina (Casida 2012; EU 2009).
U danasnje vrijeme raste potroS$nja novih vrsta pesticida kao $to su piretroidi ili "zeleni"
insekticidi poput a-cipermetrina te neonikotinoidne tvari poput imidakloprida koji su u izrazito
Sirokoj upotrebi kao ucinkovit nadomjestak organofosfatnim insekticidima. Ovi spojevi
razvijeni su kao zamjena za konvencionalne pesticide te za njih ne postoje dostatni znanstveni

dokazi o netoksi¢nosti za neciljane organizme.

1.2. Piretroidi (a-cipermetrin)

1.2.1. Osnovne karakteristike

Piretroidi su sinteticki dobiveni spojevi Cija je struktura i djelovanje sli¢na strukturi i
djelovanju prirodnog insekticida piretrina dobivenog iz cvijeta Dalmatinskog buhaca (lat.
Chrysanthemum cinerariefolium), a na trzistu se pojavljuju 70-tih godina 20. stoljeca. Zbog
modifikacija u strukturi dovoljno su stabilni za primjenu u agronomiji, a zbog ciljano
usmjerenog mehanizma djelovanja 1 brze bioloSke razgradnje postaju najvaznija grupa
selektivniji insekticidi upotrebljavani kao zamjena za ogranic¢ene i zabranjene organofosfate,
medutim raste broj dokaza njihovog stetnog djelovanja (Saillenfait i sur. 2015).

a-cipermetrin (a-CIP) ([(S)-cijano-(3-fenoksifenil)metil] (1R,3R)-3-(2,2-
dikloroetenil)-2,2-dimetilciklopropan-1-karboksilat) (Slika 1.) je sintetski piretroid koji se
poceo primjenjivati sredinom 80-tih godina 20. stoljeca, a intenzivno se koristi u agronomiji,
veterini 1 U kucanstvu za suzbijanje StetoCina i insekata (Solati i sur. 2010). Sadrzi 90 %
insekticidno aktivnih stereocizomernih parova od Cetiri cis izomera cipermetrina pa se zbog toga
odlikuje ve¢om bioloskom aktivnoscu i postojanoscu. lako se u tijelu sisavaca brzo izlucuje
putem mokrace, najveci dio djelatne tvari se koncentrira u masti, jetri, bubrezima, misi¢ima i u

mlijeku (Saillenfait i sur. 2015).
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Slika 1. Strukturna formula a-cipermetrina (izvor: PubChem).

1.2.2. Mehanizam djelovanja

Prema mehanizmu djelovanja piretroidi su Ziv€ani otrovi koji djeluju na prenoSenje
ziv€anih impulsa. Primarno mjesto djelovanja su natrijevi kanali neurona. Piretroidi se vezu na
a-podjedinicu naponom reguliranih natrijevih kanala te usporavaju njihovo zatvaranje
omogucujuci time prolazak viSe natrijevih iona kroz kanal i depolarizaciju membrane neurona
(Soderlund i Bloomquist 1989). Zbog sli¢ne strukture i funkcije naponom reguliranih natrijevih
kanala kod insekata i sisavaca, piretroidi mogu $tetno djelovati i na sisavce (Saillenfait i sur.
2015).

Osim djelovanja na natrijeve kanale, piretroidi mogu posredno generirati reaktivne
kisikove vrste poput superoksidnog i hidroksilnog radikala te reaktivne dusikove vrste poput
peroksinitrita i dusikovih oksida te uzrokovati oksidacijski stres (Marjanovié Cermak i sur.
2018). Citokrom P450 2E1 jedan je od glavnih faktora koji sudjeluju u metabolizmu
cipermetrina koji rezultira stvaranjem reaktivnih vrsta (Singh i sur. 2012) ¢iji su najvjerojatniji
cilj eritrociti zbog visokog sadrZaja viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina u stani¢noj

membrani i poviSene koncentracije kisika i hemoglobina (Clemens i Waller 1987).

1.2.3. Toksicni ucinci

Apsorpcija piretroida u probavnom je traktu brza, dok je apsorpcija kroz kozu sporija.
Piretroidi se brzo metaboliziraju reakcijama hidrolize i oksidacije te se znatnije ne nakupljaju
u tkivima, a izlucuju se uglavnom urinom (Macan i sur. 2006). Na temelju osnovne kemijske

strukture i simptoma otrovanja u laboratorijskih glodavaca, prepoznate su dvije skupine
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piretroidnih spojeva. Prva skupina u svojoj strukturi ne sadrzi cijano grupu, a Simptomi
otrovanja u glodavaca su nagli nastup agresivnog ponasanja, pojac¢ana osjetljivost na vanjske
stimulanse, tremor cijelog tijela i povisena tjelesna temperatura. Ovaj tip otrovanja naziva se |.
tip ili T-sindrom (T od engl. tremor). Druga skupina piretroida, u koju spada i a-cipermetrin,
sadrzava cijano grupu, a Simptomi otrovanja u glodavaca su salivacija i koreoatetoti¢ni pokreti
te snizena tjelesna temperatura. Opisani tip otrovanja oznacava se kao II. tip ili CS-sindrom
(CS od engl. choreoatetosis i salivation). Akutna peroralna otrovnost (LDsp) veca je za drugu
skupinu piretroida u koju spada i a-cipermetrin (Coats 1990).

organofosfata, neke studije ukazuju na hormonsku aktivnost piretroida zbog ¢ega se ubrajaju
medu endokrine disruptore i predstavljaju potencijalnu prijetnju za ljude i divlje Zivotinje.
Rezultati istrazivanja provedenih na laboratorijskim Zivotinjama ukazuju na Stetno djelovanje
a-cipermetrina na muski reproduktivni sustav $to se manifestira kao smanjenje mase testisa i
epididimisa, smanjenje brojnosti spermalnih stanica, osteéenje strukture sjemenih kanali¢a |
smanjenje koncentracijske razine spolnih hormona kod miseva i Stakora (Hu i sur. 2011; Li i
sur. 2013; Liu i sur. 2010; Mani i sur. 2002; Solati i sur. 2010; Wang i sur. 2010). Nekoliko
dosadasnjih istrazivanja pokazalo je da piretroidi generiraju nastanak reaktivnih kisikovih i
dusikovih vrsta te uzrokuju o$te¢enja povezana s oksidacijskim stresom (El Demerdash i sur.
2013; Jinisur. 2011; Kale i sur. 1999; Wang i sur. 2010). Reaktivne kisikove vrste imaju vaznu

ulogu u patogenezi muskog reproduktivnog sustava, budué¢i da prisutnost visestruko

1.3. Neonikotinoidi (Imidakloprid)

1.3.1. Osnovne karakteristike

Zbog strukturne sli¢nosti s nikotinom, imidakloprid (IMI) (1-[(6-kloro-3-
piridinil)metil]-N-nitro-4,5-dihidro-1H-imidazol-2-amin) (Slika 2.) spada u skupinu
neonikotinoida. Nikotin karakterizira slabo insekticidno djelovanje i nestabilnost, zbog ¢ega u
odnosu na neonikotinoidne spojeve nije pogodan za uporabu u poljoprivredi. Imidakloprid je
bio prvi neonikotinoid registriran za upotrebu kao pesticid od strane Agencije za zastitu okolisa
u SAD-u (USEPA). Danas, neonikotinoidni insekticidi ¢ine jednu tre¢inu insekticida na
svjetskom trzistu, a imidakloprid je proglasen najprodavanijim insekticidom 2010-te godine
(Al-Sarar i sur. 2015).
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Slika 2. Strukturna formula imidakloprida (izvor: PubChem).

1.3.2. Mehanizam djelovanja

Neonikotinoidi i nikotinoidi na zivéani sustav djeluju kao agonisti nikotin
acetilkolinskih receptora (nAChR) koji imaju vaznu ulogu u sinaptickom prijenosu signala u
centralnom zivéanom sustavu. Na pocetku izazivaju stimulaciju postsinaptickih membrana
receptora i prijenos ziv¢anih impulsa, no dugotrajna stimulacija nAChR-a zbog nemoguénosti
razgradnje neonikotinoida i nikotinoida djelovanjem acetilkolinesteraze (AChE) dovodi do
prekida ziv¢éanih impulsa te do oStecenja ziv¢anog sustava §to za posljedicu ima smrtni ishod
(Di Muccio i sur. 2006). Nikotinoidi su pri fizioloskom pH ionizirani i selektivni za nAChR
sisavaca, dok neonikotinoidi nisu ionizirani i karakterizira ih jaca selektivnost prema nAChR-
u insekata sto je temeljna razlika izmedu ovih dviju skupina spojeva. Djelovanje neonikotinoida
na nAChR insekata znatno je jae u odnosu na sisavce (Wang i sur. 2018). Primjerice,
sposobnost vezivanja imidakloprida za nAChR u Drosophila 550 puta je jaca nego sposobnost
(Tomizawa i sur. 2000). Na razli¢itoj gradi i farmakoloskim osobinama nAChR-a insekata i

sisavaca zasniva se selektivnost neonikotinoida (Tomizawa i sur. 2003).

1.3.3. Toksicni ucinci

Zbog razlike u strukturi nAChR-a insekata i sisavaca te veceg afiniteta vezivanja na
NAChR insekata, imidakloprid je smatran selektivnim pesticidom (Chao i Casida 1997; Liu i
Casida 1993). Prema Tomizawa i sur. (2003) pretpostavlja se da za razliku od anionske NAChR
vezujuce podstrane receptora u sisavaca, podstrana nAChR-a u insekata sadrzi kationske

aminokiseline koje reagiraju s negativnom nitro grupom imidakloprida. Unato¢ tome, raste broj
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dokaza koji ukazuju na razli¢ite posljedice toksi¢nog djelovanja imidakloprida na sisavce.
Provedena su razliCita istrazivanja o toksi¢nosti, karcinogenosti, genotoksi¢nosti i
reproduktivnoj toksi¢nosti imidakloprida na laboratorijske glodavce, primjenjujuéi akutne
(jednokratne) i kroni¢ne (opetovane) doze, a rezultati upucuju na teratogeno (Becker i sur.
1988), mutageno (Bagri i sur. 2016), neurotoksi¢no (Duzguner i Erdogan 2010a; Duzguner i
Erdogan 2010b; Lonare i sur. 2014) i imunotoksi¢no (Badgujar i sur. 2013; Gawade i sur. 2013)
djelovanje na sisavce.

Nakon unosa apsorpcija imidakloprida je intenzivna i potpuna, a nakon apsorpcije
dolazi do postepenog metaboliziranja do 6-kloronikotinske kiseline koja mozZe konjugirati s
glicinom te se eliminirati ili reducirati do gvanidina. Ostaci imidakloprida i njegovih metabolita
mogu se naci u jetri, bubrezima, plu¢ima i kozi (Shadnia i Moghaddam 2008). Imidakloprid se
iz organizma izlucuje vrlo brzo i gotovo potpuno i to unutar 48 sati (25 % doze izlucuje se
fecesom, a 75 % urinom). Ipak, istrazivanja ukazuju da uslijed duze izlozenosti moze do¢i do
poremecaja u tjelesnoj masi, poremecajima procesa osifikacije te do akutne kolinergi¢ne
toksi¢nosti (Brozni¢ i Milin 2009).

Istrazivanja provedena na in vivo modelima, uglavnom laboratorijskim $takorima,
upucuju na Stetan utjecaj oralne primjene imidakloprida na reproduktivnu funkciju.
Subkroni¢na i kroni¢na izloZenost razli¢itim dozama imidakloprida moze uzrokovati histoloska
oSteenja tkiva testisa, promjene u morfologiji spermija, smanjenje broja i pokretljivosti
spermija, inhibiciju spermatogeneze i smanjenje koncentracije testosterona §to moguce vodi do
neplodnosti (Bal i sur. 2012a; Bal i sur. 2012b; Hafez i sur. 2016; Lonare i sur. 2016; Najafi i
sur. 2010). Izlaganje muzjaka Stakora imidaklopridu imalo je negativan utjecaj na funkciju
testisa u ranom postnatalnom razvoju i u odrasloj dobi. Smanjena reproduktivna sposobnost
korelirala je s povecanom koncentracijom masnih kiselina i malondialdehida (MDA) sto
upuéuje na pojacanu lipidnu peroksidaciju (LPO), dok se smanjena koncentracija
neenzimatskih i enzimatskih antioksidansa povezuje s oksidacijskim stresom u tkivu testisa i to
ovisno o dozi i vremenu djelovanja insekticida (Bal i sur. 2012b; Duzguner i Erdogan 2010a;
Ince i sur. 2013; Kapoor i sur. 2010; Kanbur i sur. 2008; Lohiya i sur. 2018; Lonare i sur. 2016).

1.4. Oksidacijski stres
Kisik je neophodan aerobnim organizmima koji kao izvor energije koriste oksidacijski

metabolizam. Medutim, potro$nja kisika stvara meduproizvode te je bioloSki sustav bogat

visoko reaktivnim molekulama ili atomima, kao §to su reaktivni kisikovi i dusikovi spojevi,
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koje karakterizira prooksidacijsko djelovanje. Prooksidacijsko djelovanje imaju slobodni
radikali, molekule ili atomi koji u svojoj vanjskoj ljusci imaju jedan ili vise nesparenih elektrona
Sto ih Cini nestabilnima i izuzetno reaktivnima te reaktivne neradikalne tvari koje izazivaju
oksidaciju molekula, ali ne zadovoljavaju definiciju slobodnog radikala (Valko i sur. 2007).
Nespareni elektroni povecavaju kemijsku reaktivnost atoma i molekula (Betteridge 2000).
Reaktivni kisikovi spojevi (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) koji spadaju u skupinu
slobodnih radikala su superoksid (O2-"), hidroksil (OH-), peroksil (ROO-), alkoksil (RO") i
hidroperoksil (HO2-), dok u skupnu Cestica koje ne zadovoljavaju definiciju slobodnog radikala
spadaju vodikov peroksid (H202), hipokloritna kiselina (HCIO), ozon (Os) i singletni Kisik
(!02). Reaktivni dusikovi spojevi (engl. Reactive Nitrogen Species, RNS) koji spadaju u
skupinu slobodnih radikala su dusikov(i1) oksid radikal (NO-) i dusikov(1v) oksid radikal
(NO2), dok u skupinu Cestica koje nisu slobodni radikali spadaju nitrozil (NO™), nitritna
kiselina (HNO), dusikov(il1) oksid (N20s), peroksinitrit (ONOO™) i alkilperoksinitrit
(ROONO) (Betteridge 2000; Sodergren 2000). Slobodni radikali reagiraju s makromolekulama
u organizmu i stvaraju nove radikale pri ¢emu nastaje lancana reakcija koja moze dovesti do
oStecenja tkiva (Sodergren 2000).

U stanicama eukariota postoje mnogi metaboli¢ki putevi koji sudjeluju u stvaranju
slobodnih radikala, a potaknuti su djelovanjem endogenih i egzogenih ¢imbenika. Reaktivne
vrste neprekidno nastaju kao produkt normalnog stani¢cnog metabolizma (endogeni ¢imbenik)
tijekom fizioloskih i patoloskih procesa kao §to su reakcije oksidacije, transportni lanac
elektrona u mitohondrijskoj respiraciji, homoliti¢ko cijepanje te enzimskom aktivno$c¢u
(oksidaze, karboksilaze, hidroksilaze, peroksidaze) (Zura Zaja i sur. 2019). Reaktivne vrste u
zdravom su organizmu uklju¢ene u uobicajene fizioloske procese te sudjeluju u regulaciji
stani¢nih puteva unutar stanice i izmedu stanica, imunolo$kom odgovoru (neutrofili, monociti,
makrofazi i eozinofili stvaraju ROS-ove kako bi unistili mikroorganizme nakon fagocitoze),
aktivaciji leukocita, sintezi esencijalnih bioloskih spojeva i proizvodnji energije, proliferaciji
stanice i programiranoj stani¢noj smrti (apoptozi) (Jomova i Valko 2011; Roos 2019; Sédergren
2000). Egzogeni ¢imbenici nastanka slobodnih radikala ukljucuju djelovanje UV i X zracenja,
utjecaj onecis¢enog okolisa, toksicne metale i metaloide, pesticide, policiklicke aromatske
ugljikovodike te pusenje cigareta i djelovanje nekih lijekova (Betteridge 2000; Limon-Pacheco
i Gonsebatt 2009; Sodergren 2000). Reaktivne vrste trazeci stabilnost reagiraju s ostalim
molekulama u stanici kako bi popunile vanjsku ljusku u kojoj imaju jedan ili vise nesparenih
elektrona pri ¢emu dolazi do osStecenja strukture i funkcije molekula $to posljedicno uzrokuje

oksidacijski stres, odnosno oksidacijsko ostecenje stanice (Halliwell i sur. 1992; Valko i sur.
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2007). Oksidacijski stres u organizmu nastaje kada se poremeti ravnoteza slobodnih radikala i
zastitnih mehanizama (antioksidacijskih procesa) (Betteridge 2000; Limoén-Pacheco i
Gonsebatt 2009).

Stupanj ostec¢enja nastalih kao posljedica oksidacijskog stresa ovisi 0 njegovom trajanju,
mehanizmu kojim je izazvan te o vrsti zahvatenog organskog sustava. Dugotrajan i
prekomjeran oksidacijski stres povezuje se s razvojem kroni¢nih bolesti (Lee i sur. 2004).
Reaktivne vrste na molekulskoj razini unutar stanice mogu modificirati ili ostetiti proteine i
lipide, uzrokovati promjene u strukturi DNA, reagirati s receptorima i sekundarnim glasnicima,
aktivirati transkripcijske faktore i producirati citokine sto utje¢e na strukturu i funkciju stani¢nih
komponenata.

Toksikoloska istrazivanja u posljednja se dva desetljeca, izmedu ostalog, fokusiraju na
parametre oksidacijskog stresa za utvrdivanje toksicnih ucinaka pesticida. Toksi¢an ucinak
pesticida ovisi 0 njegovoj kemijskoj strukturi, primljenoj dozi i vremenu izlaganja (Jabtonska-
Trypu¢ 2017). Neki pesticidi, ukljucujuéi organofosfatne, organokloridne, organofluoridne
pesticide, karbamate, piretroide, bipiridilne herbicide, kloroacetanilidne herbicide i triazinske
herbicide mogu uzrokovati oksidacijski stres (Abdollahi i sur. 2004; Barry i sur. 2011,
Soltaninejad 1 Abdollahi 2009), medutim to€an mehanizam djelovanja pesticida na

molekularnoj i stani¢noj razini i dalje je nepoznat.

1.5. Ucinci oksidacijskog stresa na muski spolni sustav

Jedan od klju¢nih ¢imbenika u sazrijevanju spermija su ROS-ovi koji su u odredenim
koli¢inama nuzni za odvijanje fizioloskih procesa poput kapacitacije, hiperaktivacije,
akrosomske reakcije i fuzije spermija s oocitom (De Lamirande i Gagnon 1993; Sanocka i
Kurpisz 2004), a takoder sudjeluju u procesima regulacije gena i stani¢nog rasta te
unutarstaniénoj signalizaciji i ostalim vrstama prijenosa signala (Chabory i sur. 2010; Zura Zaja
i sur. 2016a; Zura Zaja i sur. 2019). Odrzavanje fizioloskih procesa spermatogeneze i
steroidogeneze u testisima i povoljnih mikrookolisnih uvjeta u epididimisima, koji su nuzni za
sazrijevanje, pohranu i prolazak spermija, vrse epididimisi i akcesorne spolne zlijezde koji
izluivanjem antioksidansa u sjemenu plazmu uklanjanju suviSne kolicine ROS-ova
(Koziorowska-Gilun i sur. 2011; Vernet i sur. 2004; Vince i sur. 2018; Zura Zaja i sur. 2016b;
Zura Zaja i sur. 2019). Stanje oksidacijskog stresa, koje nastaje narusavanjem ravnoteze izmedu
oksidansa i antioksidansa u korist oksidansa, za posljedicu moze imati naru$avanje procesa

spermatogeneze i steroidogeneze u testisima (Hales i sur. 2005) te se smatra dominantnim
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¢imbenikom u etiologiji muske neplodnosti (Aitken i Roman 2008). Narusena funkcija testisa
negativno utjeCe na sposobnost stvaranja gibljivih, vijabilnih i morfoloski normalnih spermija
koji imaju sposobnost oploditi jajnu stanicu i odrzati rast i razvoj zametka. Spermiji se do
oplodnje skladiste u epididimisima gdje su znatno viSe od drugih stanica u organizmu izlozeni
oSte¢enjima nastalima kao posljedica oksidacijskog stresa (Chabory i sur. 2010; Noblanc i sur.
2012) prouzro¢enog prekomjernim stvaranjem ROS-ova. Citoplazmatska membrana spermija
sadrzi visoki udio viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina koje membrani spermija daju
fluidnost potrebnu za spajanje s jajnom stanicom, a istodobno su glavni supstrat za LPO
(Alvarez i sur. 1987). Kontinuirani proces LPO moze prouzrociti gubitak integriteta stani¢ne
membrane, poremetiti normalne funkcije spermija i potpuno inhibirati proces spermatogeneze
(Ogbuewu i sur. 2010). Zbog visokog udjela visestruko nezasi¢enih masnih kiselina, oskudne
koli¢ine citoplazme te neadekvatne kolic¢ine antioksidacijskih enzima spermiji su jako osjetljivi
na oksidacijski stres (Koziorowska-Gilun i sur. 2011). Pesticidi su uglavhom hidrofobne
molekule te se vezu za fosfolipidni dvosloj bioloskih membrana (Ogutcu i sur. 2008) $to takoder
uzrokuje oSte¢enje membrana i inducira LPO (Heikal i sur. 2013; Kalender i sur. 2010; Mossa
i sur. 2012). Tijekom spermatogeneze se u mitohondrijima stanica zametnog epitela
(spermatogonije) trosi velika koli¢ina kisika. Mitohondriji su najznacajniji unutarstanicni izvor
slobodnih radikala koji nastaju u procesu oksidativne fosforilacije prilikom stvaranja ATP-a.
Oksidacijsko oStecenje mitohondrijske DNA spermija negativno utjece na fosforilaciju i
stvaranje ATP-a S$to uzrokuje smanjenje pokretljivosti i oplodnog potencijala spermija
(Cumminis i sur. 1994). Oksidacijsko osteCenje jezgrine DNA spermija uzrokuje rani prekid
gravidnosti, nasljedne mutacije, genetske bolesti, pove¢anu ucestalost urodenih psihofizickih
mana, mortalitet potomaka i karcinom u ranoj dobi (Aitken i Sawyer 2003; Kemal Duru i sur.
2000).

1.6. Antioksidacijski obrambeni sustav

Zbog potencijalne mogucnosti prekomjernog nastanka reaktivnih vrsta u organizmu
postoje vrlo djelotvorni mehanizmi antioksidacijske zastite. Antioksidansi mogu biti prisutni u
tijelu ili se mogu unijeti hranom. Antioksidacijski obrambeni mehanizmi dijele se na
enzimatske i neenzimatske. U skupinu enzimatskih antioksidansa spadaju superoksid dismutaza
(SOD), katalaza (CAT), glutation peroksidaza (GPx), glutation reduktaza (GR) i glutation-S-

transferaza (GST). U skupinu neenzimatskih antioksidansa spadaju glutation (GSH),
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askorbinska kiselina (vitamin C), a-tokoferol (vitamin E), koenzim Q, B-karoten, mokra¢na
kiselina, selenij i cink (Erel 2004; Valko i sur. 2007).

U uvjetima normalnog stani¢nog metabolizma razina reaktivnih vrsta i antioksidansa u
stanici je uravnotezena. Oksidacijski stres nastaje zbog povecane produkcije reaktivnih vrsta ili
zbog nedovoljne djelotvornosti antioksidacijskih obrambenih mehanizama ili oboje (Circu i Aw
2010) sto moze biti potaknuto djelovanjem pesticida (Alavanja i sur. 2013). Ukupni
antioksidacijski kapacitet (TAC) bioloski je marker koji upucuje na ukupnu aktivnost svih

molekula antioksidansa (enzimatskih i neenzimatskih) u nekom mediju (Erel 2004).
1.6.1. Glutation (GSH)

Jedan od najvaznijih neenzimatskih antioksidansa u organizmu je glutation (GSH) koji
ima vaznu ulogu u zastiti stanica od oksidansa nastalih normalnim stani¢énim metabolizmom.
GSH je tripeptid graden od y-glutamata, cisteina i glicina (Slika 3.). Uobicajeno vezanje
cisteina je na a-karboksilnu skupinu glutamata dok je kod GSH cistein vezan na y-karboksilnu
skupinu glutamata. Zbog te specifi¢nosti jedini enzim koji ga moze hidrolizirati je v-
glutamiltranspeptidaza (GGT) koja se nalazi izvan stanice, stoga je GSH otporan na
unutarstani¢nu razgradnju (Kaplowitz i sur. 1985; Lu 2013; Meister i Anderson 1983; Sies
1999). GSH sadrzi sulfihidrilnu skupinu (SH-) cisteina te ga karakterizira veliki redoks-
potencijal zahvaljujuéi kojem unutra$njost stanice odrzava u reduciranom stanju. Kao donor
elektrona sudjeluje u reakciji katalize peroksida pomocu glutation peroksidaze (GPx)

(Aladrovi¢ i sur. 2017; Fujii i sur. 2003).

H y H

O
H
H 0 — J‘h-"'ﬂ'\u - N*’-ah JI\ N T L 0 H
| | J g
O O O
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Slika 3. Strukturna formula reduciranog glutationa (izvor: PubChem).

Glutation postoji u reduciranom (GSH) i oksidiranom (glutation disulfid, GSSG) obliku.
GSH sa slobodnom sulfihidrilnom skupinom cisteina procesom redukcije prevodi reaktivne
kisikove vrste u bezopasne oblike i sudjeluje u popravku ostec¢enih molekula. GSH se u tom

procesu oksidira te naj¢esce formira disulfidnu vezu s drugom oksidiranom molekulom GSH
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Diplomski rad 1. Uvod

pri ¢emu nastaje oksidirani oblik glutationa (GSSG). Enzim koji sudjeluje u ovim procesima je
glutation peroksidaza (GPx) koji u citosolu i mitohondrijima moze metabolizirati vodikov

peroksid i ostale organske perokside (Stryer i sur. 2013).

GPx
2GSH + RO-OH 2 GSSG + H20 + ROH

GSSG se mora reducirati u GSH. Redukcijsku snagu za to daje NADPH nastao pomoc¢u
glukoza-6-fosfat-dehidrogenaze na putu pentoza-fosfata. Elektroni se s NADPH ne prenose
izravno na disulfidnu vezu GSSG-a. Umjesto toga, elektroni se s NADPH prenose na ¢vrsto
vezani flavin adenin dinukleotid (FAD) na glutation reduktazi (GR), zatim na disulfidni most
izmedu dvaju cisteinskih ostataka u enzimskoj podjedinici, a tek na kraju na GSSG. U veéini
stanica omjer GSH prema GSSG-u vec¢i je od 500 (Stryer i sur. 2013).

GSH reagira i s oksidiranim cisteinom tvore¢i mjeSovite disulfide koji se kasnije mogu
reducirati ¢ime se od oksidacijskih oStecenja Stite osjetljivi proteinski tioli, a 1 sprjeCava se
gubitak GSH u oksidacijskim uvjetima. Na sli¢an nacin (stvaranjem disulfida) sprjecava se
nakupljanje GSSG-a u stanici i promjena ravnoteznog omjera GSH prema GSSG-u, odnosno
redukcijskog potencijala u stanici (Fernandez-Checa i sur. 1997; Garcia-Ruiz i Fernandez-
Checa 2006; Limon-Pacheco i Gonsebatt 2009; Lu 2009; Lu 2013).

Sertolijeve stanice osiguravaju visoku razinu GSH u sjemenu, za razliku od
spermatogenih stanica koje imaju mnogo manji kapacitet obnavljanja GSH, sintezom de novo

ili redukcijom oksidiranog glutationa pomocu glutation reduktaze (GR) (Fujii 1 sur. 2003).

1.6.2. Glutation peroksidaza (GPx)

Glutation peroksidaza (GPx) naziv je skupine izoenzima koji Kkataliziraju reakciju
redukcije vodikova peroksida i organskih hidroperoksida do vode ili alkohola, pri ¢emu kao
reducens upotrebljavaju GSH te na taj nacin Stite stanicu od oksidacijskog stresa (Stryer i sur.
2013).

GPx
2GSH + RO-OH 2 GSSG + H.0 + ROH
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Diplomski rad 1. Uvod

GPx u svojoj strukturi ima modificiranu aminokiselinu koja sadrzava atom selenija (Se)
(Slika 4.). Aktivno mjesto enzima sadrzava selenijev analog cisteina u kojem je atom sumpora

zamijenjen atomom selenija (selenocistein) (Stryer i sur. 2013).

selenocistein

Slika 4. Struktura glutation peroksidaze (preuzeto iz Stryer i sur. 2013).

Selenolatni oblik tog ostatka (E-Se™) reducira peroksidni supstrat u alkohol, a sam se
oksidira u selenensku kiselinu (E-SeOH). U aktivno mjesto potom dolazi GSH i nastane
selenosulfidni adukt (E-Se-S-G). Reakcijom s drugom molekulom GSH regenerira se aktivni
oblik enzima (Slika 5.) (Stryer i sur. 2013). U zivim organizmima glavna uloga GPx-a je

otklanjanje malih koncentracija vodikovog peroksida i ostalih organskih hidroperoksida.

ROOH

GSSG E-Se” CH
+H” \ / selenolat
et r ROH

E-Se-S-G E-SeOH
selenosulfidni adukt selenenska Kiselina
H,0 GSH

Slika 5. Kataliti¢ki ciklus glutation peroksidaze (preuzeto iz Stryer i sur. 2013).

GPx je prisutna u najmanje sedam razlicitih oblika (izoenzima): citosolna (cGPx ili
GSHPx-1), gastrointestinalna (GI-GSH-Px ili GPx2), plazmatska (pGSH-Px ili GPx3),
fosfolipid-hidroperoksidna (PH-GSH-Px ili GPx4) te glutation peroksidaza GPx5 i GPx6

(Cepelak 2009; Jurkovi¢ i sur. 2008). Razli¢ite izoforme enzima razli¢ito su rasporedene po
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Diplomski rad 1. Uvod

tkivima 1 pojedinim dijelovima stanice, a u najvecoj se koli¢ini nalaze u jetri i bubrezima. Osim
navedenog, GPx ima najznacajniju funkciju u zastiti i ouvanju oplodne sposobnosti spermija
tijekom njihovog stvaranja, sazrijevanja i pohrane u epididimisu (Chabory i sur. 2010; Zura
Zaja i sur. 2016a; Zura Zaja i sur. 2019).

Visoka aktivnost PH-GSH-Px (GPx4) zabiljeZena je u testisima (Fujii i sur. 2003).
Prema Vaisbergu i sur. (2005) PH-GSH-Px (GPx4) od posebne je vaznosti za proces
embriogeneze 1 musku plodnost jer smanjena aktivnost ovog enzima dovodi do smanjene
plodnosti. U zastiti spermija sudjeluje 1 GPx5 iz epididimisa (Fujii 1 sur. 2003). Pfeifer i sur.
(2001) otkrili su u testisima Stakora sn-GSH-Px specifi¢nu za glavu spermija ¢ija je bioloska

uloga stabilizacija kondenziranog kromatina i zastita DNA spermija od oksidacije.

1.6.3. Superoksid dismutaza (SOD)

Glavna enzimatska obrana stanica protiv oksidacijskih osStecenja koja uzrokuju
reaktivne kisikove vrste je metaloenzim superoksid dismutaza (SOD). SOD Kkatalizira reakciju
dismutacije (reakcija u kojoj se jedan reaktant prevede u dva razli¢ita produkta) dvaju
superoksidnih radikala (O2") u molekulski kisik i vodikov peroksid pri ¢emu se promjenom
oksidacijskog stanja metala mijenja aktivnost enzima (Stryer i sur. 2013).

Oksidirani oblik SOD-a reagira s jednim ionom superoksida (O2") pri ¢emu nastaju O2
i reducirani oblik SOD-a . Reducirani oblik SOD-a tada reagira s drugim ionom superoksida
(O2") i s dva protona (H") pri ¢emu nastaju vodikov peroksid i oksidirani oblik SOD-a (Stryer
i sur. 2013).

sob
202 +2H" 2 02 + H202

Vodikov peroksid nastao u toj i slicnim reakcijama odstranjuje enzim glutation
peroksidaza (GPx), ali i katalaza (CAT), sveprisutni hemoprotein koji katalizira dismutaciju
vodikova peroksida u vodu i1 molekulski kisik. Iako je CAT enzim s velikom sposobnoscu
uklanjanja vodikovog peroksida, smatra se da je GPx klju¢ni enzim u regulaciji i prevenciji

oste¢enja koja moze prouzroditi vodikov peroksid (Stryer i sur. 2013; Zura Zaja i sur. 2019).

CAT
2H,02 2 02 + 2H.0
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Reakcija katalizirana SOD-om je brza, a prisutnost SOD-a je klju¢na za prevenciju
nastanka bolesti vezanih uz oksidacijski stres (Liu 1996; Maier i Chan 2002; Perry i sur. 2010;
Sandstrom i sur. 1994). Kod eukariota, ukljucujuéi i Covjeka, prisutna su tri izoenzimska oblika
SOD-a: citosolna ili bakar, cink-ovisna SOD (CuzZnSOD ili SOD1), mitohondrijska ili mangan-
ovisna SOD (MnSQOD ili SOD2) i ekstracelularna SOD (ECSOD ili SOD3). Sva tri izoenzima
imaju funkciju dismutacije superoksidnog aniona, ali se razlikuju po strukturi, svojstvima,
lokaciji unutar stanice i distribuciji u tkivima te mehanizmima koji utjecu na njihovu ekspresiju.
CuZnSOD (SODI1) ima najvazniju ulogu u obrani od reaktivnih vrsta i pripada joj 50 — 80 %
ukupne aktivnosti svih oblika SOD-a. Nalazi se pretezno u citosolu te u malim koli¢inama u
lizosomima, peroksisomima, jezgri te u prostoru izmedu vanjske i unutarnje membrane
mitohondrija. CuZnSOD (SOD1) prisutna je u svim tkivima kao i u plazmi i eritrocitima, a
posebno visoku aktivnost pokazuje u jetri, bubrezima, srcu i nadbubreznoj zlijezdi (Marklund
1984). MnSOD (SOD2) prisutna je u matriksu mitohondrija aerobnih stanica te uklanja
superoksidne radikale koji nastaju tijekom oksidacijske fosforilacije. Kao i CuzZnSOD (SOD1),
u velikim je koli¢inama prisutna u jetri, bubregu, mozgu i srcu. ECSOD (SOD3) je tetramerni,
slabo hidrofobni protein s molekularnom masom od 135 kDa, a nalazi se u izvanstani¢noj
tekucini. Sadrzi 4 atoma bakra 1 cinka po molekuli, s atomima bakra u aktivnom mjestu. Ova
izoforma SOD-a ima veliki afinitet za heparin i prvo je otkrivena u ljudskoj plazmi, limfi i
cerebrospinalnoj tekucini (Zelko i sur. 2002), a visoka aktivnost ECSOD-a (SOD3) utvrdena je
i u epididimisu (Mruk i sur. 2002).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Znanstveni dokazi o netoksi¢nosti niskih doza o-cipermetrina i imidakloprida na
reproduktivnu funkciju neciljanih organizama oskudni su i preliminarni. Dosadasnja
istrazivanja provedena na in vivo modelima u uvjetima subkroni¢ne i kroni¢ne izloZenosti
upucuju na Stetan utjecaj ovih spojeva koji rezultira histoloskim oste¢enjem tkiva testisa,
promjenama u morfologiji spermija, smanjenjem broja i pokretljivosti spermija te smanjenjem
koncentracije testosterona. Toksi¢énom djelovanju pesticida na reproduktivnu funkciju dodatno
pridonosi narusena ravnoteza izmedu reaktivnih vrsta i antioksidacijske obrane stanice.

Cilj istrazivanja bio je ispitati moguée toksi¢ne ucinke niskih doza insekticida a-
cipermetrina i imidakloprida na reprodukcijsko zdravlje u uvjetima in vivo. Ispitan je utjecaj a-
cipermetrina i imidakloprida na prirast mase zivotinja, masu testisa i epididimisa te na
parametre oksidacijskog stresa u tkivu testisa i epididimisa odraslih muzjaka Wistar Stakora
oralno izlozenih navedenim insekticidima uzastopno tijekom 28 dana u koncentracijama koje
odgovaraju dozama okolisne i profesionalne izloZenosti ljudi. Mjerene su promjene
koncentracijskih razina reduciranog glutationa (GSH), promjene kataliticke aktivnosti glutation
peroksidaze (GPx) i Cu, Zn-ovisne superoksid dismutaze (CuZnSOD) te promjene ukupnog
antioksidacijskog kapaciteta (TAC). Mjerenje oksidacijskih u¢inaka primjenom pristupa s vise
biomarkera omogucuje procjenu vaznosti svakog biomarkera uslijed oksidacijskog stresa

induciranog navedenim insekticidima.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Popis upotrijebljenih kemikalija

e a-cipermetrin (CAS-No. 67375-30-8), Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Njemacka

e [-nikotinamid adenin dinukleotid 2'-fosfat, B-NADPH, > 97 %, Sigma, St. Louis, MO,
SAD

e 2,2'-azino-di-[3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat], ABTS, Sigma, St. Louis, MO, SAD

e 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina, DTNB, Sigma, St. Louis, MO, SAD

e Boja za proteine 'Serva-Blue G', Serva, Heidelberg, Njemacka

e Deionizirana voda

o Dinatrijev hidrogenfosfat dodekahidrat, Na,HPO4 x 12 H20, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Dinatrijeva sol etilendiamintetraoctene kiseline, Na;EDTA, Merck, Darmstadt,
Njemacka

e DL-ditiotreitol, DTT, min 99 %, Sigma, St. Louis, MO, SAD

e Etilendiamintetraoctena kiselina p.a., EDTA, Merck, Darmstadt, Germany

e Glutation, GSH, 98 — 100 %, Sigma, St. Louis, MO, SAD

e Glutation reduktaza, GR, Sigma, St. Louis, MO, SAD

e Govedi serumski albumin (BSA), Sigma Chemicals, St. Louis, Missouri, SAD

e Imidakloprid (CAS-No. 138261-41-3), Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Njemacka

e Kalijev cijanid, KCN, Merck, Darmstadt, Njemacka

o Kalijev dihidrogenfosfat, KH2PO4, Merck, Darmstadt, Njemacka

o Kalijev heksacijanoferat(iir), KsFe(CN)s, Merck, Darmstadt, Njemacka

e Kalijev hidrogenfosfat, K;HPO4, Merck, Darmstadt, Njemacka

¢ Klorovodi¢na kiselina, konc. 30 %, suprapur, HCI, Merck, Darmstadt, Njemacka

e Mravlja kiselina, HCOOH, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Narketan, Chassot AG, Bern, Svicarska

e Natrijev acetat, CH3COONa, Sigma, St. Louis, Missouri, SAD

e Natrijev dihidrogenfosfat dihidrat, NaH2PO4 x 2H.0, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Natrijev hidrogenkarbonat, NaHCOs3, Merck, Darmstadt, Njemacka
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e Natrijev hidroksid, NaOH, Merck, Darmstadt, Njemacka

e Natrijev klorid, suprapur, NaCl, Merck, Darmstadt, Germany

e Octena kiselina, CH3COOH, Merck, Darmstadt, Njemacka

e Ransod test paket, Randox, Crumlin, UK

e Ransod fosfatni pufer 0,01 M, pH 7,0; Ransod Sample Diluent SD124, Randox,
Crumlin, UK

o Redestilirana voda

e Saharoza, C12H22011, Sigma, St. Louis, MO, SAD

e Tert-butil hidroperoksid, 70 %, Sigma, St. Louis, MO, SAD

e Trikloroctena kiselina, CCIsCOOH, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Trolox ((+£)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina), 97 %, Sigma,
St. Louis, MO, SAD

e Vodikov peroksid, H202, 30 %, Sigma, St. Louis, MO, SAD

e Xylapan, Chassot AG, Bern, Svicarska

3.2. Uredayji i oprema rabljeni u eksperimentalnom radu

e Analititka vaga, Mettler Toledo AG, Svicarska

e Centrifuga Eppendorf 5415-C, Hamburg, Njemacka

e Rucni homogenizator, Omni International, SAD

e Klipne pipete Eppendorf s nastavcima

e pH metar, SevenEasy, Mettler Toledo

e Termostatirani spektrofotometar, Cary® 50 UV-Vis, Varian, Inc., Palo Alto, CA, SAD
e Termoblok, Dotherm RAL-101, Ruwag, Bettlach, Svicarska

e Vibracijska mijesalica, IKA Works GmbH & Co., Staufen, Njemacka

3.3. Pokusne Zivotinje

Odrasli muzjaci $takora soja Wistar (starosti 12 tjedana i 260 — 410 g tjelesne mase
(t.m.)) tijekom eksperimenta bili su smjesteni u polikarbonatnim kavezima na kontroliranoj
sobnoj temperaturi (40 — 60 % vlage, 22 °C) i dnevno-noénim ciklusima svjetla od 12 sati.

Tijekom eksperimenta zivotinje su imale slobodan pristup standardnoj peletiranoj hrani
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(4RF21, Mucedola, Settimo Milanese, Italija) i vodi iz slavine. Kontrolna i pokusne skupine
zivotinja drzane su pod istim standardnim uvjetima propisanima za uzgoj laboratorijskih
zivotinja (glodavaca). Eksperiment je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo Instituta za medicinska
istrazivanja i medicinu rada te Ministarstvo poljoprivrede Republike Hrvatske, a proveden je
prema direktivi Europske komisije od 22. rujna 2010. godine (2010/63/EU) i u skladu s

medunarodnim standardima i nacionalnim zakonodavstvom za zastitu dobrobiti Zivotinja.

3.3.1. Tretman

Utjecaj pesticida o-cipermetrina i imidakloprida na parametre oksidacijskog stresa
ispitan je na uzorcima tkiva testisa i epididimisa odraslih Stakora soja Wistar oralno (p.o.)
tretiranih odabranim dozama pesticidnih tvari uzastopno tijekom 28 dana. Stakori su nasumiéno
podijeljeni u skupine od po 5 zivotinja. Svaka skupina zivotinja tretirana je odabranom
koncentracijom pesticidne tvari (Tablica 1.), osim kontrolne skupine Zivotinja tretirane vodom.
Zivotinje i uzorci tkiva testisa i epididimisa oznaceni su kao §to je navedeno u tablici. Otopine
pesticida svjeze su pripremljene prije upotrebe otapanjem ispitivane pesticidne tvari u sterilnoj
otopini fosfatnog pufera. Zivotinje su bile tretirane koncentracijama pesticida koje odgovaraju
dozama izlozenosti ljudi tijekom Zivota i rada u poljoprivredi. Istrazivanje se provodilo na Cetiri
koncentracijske razine pesticida koje predstavljaju stvarnu izlozenost ljudi: grani¢na vrijednost
izloZenosti na radu (engl. Occupational Exposure Limit — OEL), dopustena razina izlozenosti
primjenitelja (engl. Acceptable Operator Exposure Level — AOEL), prihvatljiv dnevni unos
(engl. Acceptable Daily Intake — ADI) i razina izloZenosti stanovniStva (engl. Residential

Exposure Level — REL).

Tablica 1. Oznake zivotinja i uzoraka tkiva testisa i epididimisa tijekom eksperimenta te
koncentracijske razine ispitivanih pesticidnih tvari kojima su zivotinje bile tretirane.

a-CIPERMETRIN IMIDAKLOPRID
TRETMAN TRETMAN

GRUPE OZNAKA (mg/kg OZNAKA (mg/kg

t.m/dan) t.m./dan)
Negativna kontrola NK1-5 voda NK1-5 voda
Grupa | a-CIP ADI1-5 0,02 IMIADI1-5 0,06
Grupa Il a-CIPOEL1-5 0,15 IMI 10xAOEL 1 -5 0,80
Grupa Il a-CIP 5xOEL 1-5 0,80 IMI 1/200 LDsp 1 -5 2,25

Grupa IV a-CIPREL 1-5 2,20 - -
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3.3.2. Prikupljanje tkiva testisa i epididimisa

Sve su zivotinje humano eutanizirane 24 sata nakon posljednjeg tretmana pod
anestezijom Xylapan/Narketan (Xylapan, 12 mg/kg t.m.; Narketan, 80 mg/kg t.m., i.p.).
Izolirana tkiva testisa i epididimisa isprana su u hladnom fosfatnom puferu, izvagana i

zamrznuta u teku¢em dusiku te ¢uvana na —80 °C do daljnje obrade.

3.3.3. Homogenizacija tkiva testisa i epididimisa

e Kalijev fosfatni pufer (50 mM, pH 7,4) koji sadrzi 0,25 M saharoze i 1 mM EDTA
pripremljen je otapanjem 2,640 g KH2PO4, 5,330 g K2HPO4, 86 g saharoze i 0,37224 g
EDTA-a u 1 L deionizirane vode. U pripremljenu otopinu postepeno se dodaje (prema
potrebi) HCI (konc.) ili NaOH (konc.) uz mjerenje pH i mijeSanje na magnetskoj

mijeSalici do kona¢nog pH 7.4.

Prije odredivanja parametara oksidacijskog stresa, uzorci tkiva testisa i epididimisa su
homogenizirani (0,5 g tkiva na 2,5 mL 50 mM Kkalijevog fosfatnog pufera, pH 7,4). Dobiveni
homogenat je centrifugiran pri 5000 okretaja u minuti i 4 °C tijekom 15 minuta radi dobivanja
supernatanta (Kaya i sur. 2006). Dobiveni supernatant razdijeljen je na Sest dijelova koji su

pohranjeni na —80 °C do daljnjih mjerenja.

3.4. Analiza parametara oksidacijskog stresa

3.4.1. Analiza ukupnog antioksidacijskog kapaciteta (TAC)

Ukupni antioksidacijski kapacitet (TAC) mjeren je spektrofotometrijski u supernatantu
homogenata tkiva testisa i epididimisa prema objavljenoj metodi (Erel 2004). U kiselom mediju
ABTS (2,2'-azino-di-[3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat]) se oksidira vodikovim peroksidom u
ABTS" te nastaje plavo-zeleno obojenje. S vremenom ABTS" prelazi u reducirani oblik i

obojenje blijedi, a antioksidansi prisutni u uzorku ubrzavaju redukciju ABTS™. Proporcionalno
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koncentraciji u uzorku, antioksidansi ubrzavaju smanjenje intenziteta obojenja Sto se registrira

mjerenjem apsorbancije na valnoj duljini 660 nm.

e Reagens 1 (0,4 M acetatni pufer, pH 5,8).

1.

16,4 g CH3COONa otopljeno je u 500 mL deionizirane vode (kona¢na
koncentracija 0,4 mol/L).

1,14 mL ledene octene Kkiseline razrijedeno je s deioniziranom vodom do 50
mL (konac¢na koncentracija 0,4 mol/L).

U 470 mL otopine CH3COONa postepeno je dodana otopina ledene octene

Kiseline uz mjerenje pH do kona¢nog pH 5,8.

e Reagens 2 (ABTS u 30 mM acetatnom puferu, pH 3,6).

1.

0,0246 g CH3COONa otopljeno je u 10 mL deionizirane vode (konacna
koncentracija 30 mmol/L).

170,5 pL ledene octene kiseline razrijedeno je s deioniziranom vodom do
100 mL (konacna koncentracija 30 mmol/L).

U 7,5 mL otopine CH3COONa postepeno je dodana otopina ledene octene
kiseline uz mjerenje pH do kona¢nog pH 3,6.

27,8 uL H202 (35 %) razrijedeno je s pripremljenom otopinom 30 mM
acetatnog pufera do 100 mL (kona¢na koncentracija 2 mmol/L).

0,275 g ABTS-a otopljeno je u 50 mL pripremljene otopine (H202 + acetatni
pufer) (konacna koncentracija 10 mmol/L). Otopina je inkubirana 1 sat na

sobnoj temperaturi pri ¢emu dolazi do pojave karakteristicne boje ABTS™.

e Kalijev fosfatni pufer (30 mM, pH 7,4) pripremljen je otapanjem 1,6 g KH2PO4i 3,17

g KoHPOs u 1 L deionizirane vode. U pripremljenu otopinu postepeno se (prema

potrebi) dodaje HCI (konc.) ili NaOH (konc.) uz mjerenje pH i mije$anje na magnetskoj

mijesalici do kona¢nog pH 7.,4.

e Trolox medustandard (0,01 M) pripremljen je otapanjem 0,00625 g Troloxa u 2,5 mL

kalijevog fosfatnog pufera.

e Radni standardi pripremljeni su iz Trolox medustandarda razrjedivanjem s kalijevim

fosfatnim puferom (Tablica 2.). Pripremom razli¢itih koncentracija Trolox

medustandarda izradena je bazdarna krivulja (Slika 6.).
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Tablica 2. Priprema razli¢itih koncentracija standardne otopine Troloxa (radni standardi) za izradu
bazdarne krivulje.

Koncentracija standardne Volumen Trolox Volumen kalijevog
Radni standardi otopine Troloxa (radni medustandarda fosfatnog pufera
standard) (mmol/L) (uL) (uL)
STD 1 0,25 25 975
STD 2 0,50 50 950
STD 3 0,75 75 925
STD 4 1,00 100 900
0,7
< ..
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o)
o] e
§ .,
< 04
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E e
o
0,3
0,1 0,3 0,5 0,7 0,9 1,1

Koncentracija standarda (Trolox) (mmol/L)

Slika 6. Bazdarni pravac standarda Troloxa. Koeficijent linearnosti iznosi r2 = 0,9998, a jednadzba
pravcajey =—0,3967x + 0,7443.

Uzorci supernatanta homogenata tkiva testisa ili epididimisa odmrznuti su na sobnoj

temperaturi i homogenizirani na vibracijskoj mijesalici.

Prva apsorbancija mjerena je nakon mijesanja 800 uL. Reagensa 1 (0,4 M acetatni pufer,
pH 5,8) 1 20 puL uzorka/slijepe probe/standarda. Zatim je dodano 80 pL Reagensa 2 (ABTS u
30 mM acetatnom puferu, pH 3,6), smjesa je promijeSana na vibracijskoj mijesalici i nakon 5
min inkubacije ponovno je izmjerena apsorbancija. Mjerenje apsorbancije provedeno je na
uredaju Varian-CARY 50. Svi uzorci mjereni su u duplikatu. Dobiveni rezultati su izrazeni kao

mmol Trolox ekvivalenta po litri (mmol Trolox ekviv./L).
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3.4.2. Odredivanje koncentracije reduciranog glutationa (GSH)

Koncentracija reduciranog glutationa (GSH) u uzorcima tkiva testisa i epididimisa
odredena je spektrofotometrijski na 412 nm prema Ellmanu (1958). Postupak odredivanja
koncentracije GSH temelji se na reakciji GSH i 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoi¢ne kiseline (DNTB).
DTNB je poznat kao Ellmanov reagens, a koristi se pri kolorimetrijskom odredivanju tiolnih
skupina u bioloskim uzorcima. U reakciji dolazi do cijepanja disulfidne veze te nastaje 2-nitro-
5-tiobenzoat (TNB) koji se u neutralnoj ili alkalijskoj sredini ionizira do TNB™ koji je Zzuto

obojani produkt i apsorbira svjetlost valne duljine od 412 nm.

e Natrijev fosfatni pufer (0,3 M, pH 7,4) pripremljen je otapanjem 107,44 g NaHPO4 x
12 H>O u 1 L deionizirane vode te otapanjem 46,8 g NaHPOs x 2 H,O u 1 L
deionizirane vode. U otopinu NazHPOs x 12 H>O postepeno je dodana otopina
NaH2PO4 x 2 H20 uz mjerenje pH i mijeSanje na magnetskoj mijesalici do kona¢nog
pH 7,4.

e DTNB (0,3 M, pH 7,4) pripremljen je otapanjem 0,396 g DTNB-a u 1 L natrijevog
fosfatnog pufera.

e 10 % trikloroctena kiselina (TCA) pripremljena je otapanjem 104,8 g TCAu 1l L
deionizirane vode.

e Radni standardi pripremljeni su iz standarda GSH (100 pg/mL) razrjedivanjem s
redestiliranom vodom (Tablica 3.). Pripremom razli¢itih koncentracija standardnih

otopina GSH izradena je bazdarna krivulja (Slika 7.).

Tablica 3. Priprema razli¢itih koncentracija standardnih otopina GSH (radni standardi) za izradu
bazdarne krivulje.

Koncentracija standardne VVolumen Volumen GSH
Radni standardi  otopine GSH (radni standard) redestilirane vode standarda 100
(ng/mL) (uL) pg/mL (uL)
STD 1 5 285 15
STD 2 10 270 30
STD 3 25 225 75
STD 4 50 150 150
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Slika 7. Bazdarni pravac standarda reduciranog glutationa. Koeficijent linearnosti iznosi r> = 0,9983, a
jednadzba pravca je y = 0,004x + 0,0019.

Nakon odmrzavanja, homogenati tkiva testisa ili epididimisa centrifugirani su 10 minuta
pri 9600 okretaja u minuti. Pipetirano je 300 uL supernatanta homogenata tkiva u koji je dodano
100 puL 5 %-tne TCA. Smjesa je promijeSana na vibracijskoj mijesalici te centrifugirana 10

minuta na 9600 okretaja u minuti. Pripremljeni uzorci ¢uvani su u frizideru do mjerenja.

Prije mjerenja apsorbancije uzoraka mjerena je apsorbancija slijepe probe i serije
standarda na 412 nm. Slijepa proba pripremljena je pipetiranjem 100 uLL H20, 850 pL fosfatnog
pufera i 50 u. DTNB-a u mjernu kivetu, a serija standarda pipetiranjem 100 pL standarda
odgovarajuce koncentracije, 850 pL fosfatnog pufera i 50 uL DTNB-a. DTNB je dodan
neposredno prije mjerenja jer je razmjerno nestabilan pri sobnoj temperaturi.

Kod mjerenja apsorbancije uzoraka u mjernu kivetu pipetirano je 100 pul supernatanta
homogenata uzorka u koji je potom dodano 850 pL fosfatnog pufera i 50 uL DTNB-a.
Apsorbancija je mjerena na 412 nm. Svi uzorci su mjereni u duplikatu. 1z bazdarne krivulje
serije standarda poznatih koncentracija (Slika 7.) odredena je nepoznata koncentracija GSH u

uzorcima.
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3.4.3. Odredivanje kataliti¢ke aktivnosti glutation peroksidaze (GPx)

Aktivnost enzima glutation peroksidaze (GPx) u uzorcima tkiva testisa i epididimisa
mjerena je spektrofotometrijski na 340 nm prema Europskoj standardiziranoj metodi (EC-
FLAIR) (Belsten i Wright 1995a). GPx katalizira redukciju tert-butil hidroperoksida uz
istodobnu redukciju GSH pri ¢emu se stvara oksidirani glutation (GSSG) koji je supstrat za
pomoc¢ni enzim u reakcijskoj smjesi, glutation reduktazu (GR). GR reducira GSSG uz utrosak
NADPH koji se istodobno oksidirau NADP*. Pad apsorbancije reakcijske smjese uz konstantne

uvjete proporcionalan je enzimskoj aktivnosti GPx-a.

e Drabkinov reagens dvostruke jakosti pripremljen je otapanjem 2 g NaHCO3, 100 mg
KCN i 400 mg KsFe(CN)s u 1 L redestilirane vode.

e Drabkinov radni reagens pripremljen je mijeSanjem 2,5 mL Drabkinovog reagensa
dvostruke jakosti i 42,5 mL redestilirane vode.

e Fosfatni pufer pripremljen je mijesanjem 100 mL otopine Al s dovoljno otopine A2
da se dobije pH 7.

o Otopina Al (0,25 mol/L KH2PO4; 0,025 mol/L EDTA-Nay) pripremljena je u
odmijernoj tikvici od 500 mL otapanjem 17,01 g KH2PO4 i 4,65 g EDTA-Naz u
redestiliranoj vodi.

o Otopina A2 (0,25 mol/L KoHPOs; 0,025 mol/L EDTA-Nay) pripremljena je u
odmjernoj tikvici od 500 mL otapanjem 21,77 g KoHPO4 i 4,65 g EDTA-Naz u
redestiliranoj vodi.

e Otopina glutation reduktaze (214 U/mg proteina, 1,3 mg proteina/mL) pripremljena
je razrjedivanjem 359,5 uL GR s 19640,5 uL redestilirane vode. Aktivnost tako
pripremljene otopine je 5 enzimskih jedinica.

e Reakcijska smjesa pripremljena je mijeSanjem 36 mL fosfatnog pufera, 18 mL otopine
glutation reduktaze, 9 mL otopine S0 mM GSH i 9 mL otopine 2,5 mM [-NADPH.

Uzorci supernatanta homogenata tkiva testisa ili epididimisa odmrznuti su na sobnoj
temperaturi i homogenizirani na vibracijskoj mijesalici. U 0,5 mL 0,1 M otopine
stabilizacijskog reagensa (DL-ditiotreitol (DTT), redukcijsko sredstvo) dodano je 50 pL uzorka
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supernatanta homogenata tkiva testisa ili epididimisa, smjesa je promijesana na vibracijskoj
mijesalici te ostavljena 5 minuta (stabilizacija). Nakon obrade stabilizacijskim reagensom, 50
uL predtretiranog uzorka razrijedeno je s 450 uL Drabkinovog reagensa. Tako pripremljen

uzorak ima ukupno razrjedenje 110x.

U mjernu kivetu sa 800 pL reakcijske smjese (smjese supstrata) predinkubirane u
termobloku (15 min na 37 °C, u zatvorenoj Kiveti) dodano je 100 pL uzorka supernatanta
homogenata tkiva testisa ili epididimisa razrijedenog Drabkinovim reagensom i predtretiranog
stabilizacijskim reagensom. Reakcija je pokrenuta brzim dodavanjem 100 pL tert-butil
hidroperoksida (startni reagens) koji je prethodno inkubiran u termobloku (15 min na 37 °C).
Nakon dodavanja tert-butil hidroperoksida smjesa je trenuta¢no promije$ana na vibracijskoj
mijesalici te je istovremeno pokrenut program mjerenja (Varian-CARY 50). Nakon 60 s odgode
izmjerena je pocetna apsorbancija te nakon 180 s kona¢na apsorbancija iz ¢ega je izraCunata
AA, a potom i aktivnost GPx-a. Svi uzorci mjereni su u duplikatu. Jedinica aktivnosti enzima
definirana je kao oksidacija 1 umol NADPH u litri reakcijske smjese tijekom jedne minute
(U/L; 37 °C) stoga se u racunu koristi teoretski kalibracijski faktor (F = 176 800). Dobivena

vrijednost izrazena je po gramu proteina.

Akonaéno - Apoéetno

AA:
2

U
GPx [f] =Fx (AA — AA(slijepa proba))

10°  Vipno 1
F= — x —uene , _ razrjedenje
€ Vuzorak d

¢ (NADPH pri 340 nm) = 6,22 x 108 cm?/mol
Vukupno = 1 mL

Vuzorak = 0,1 mL

razrjedenje uzorka = 110x

d=1cm
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3.4.4. Odredivanje kataliticke aktivnosti Cu, Zn-ovisne superoksid dismutaze (CuZnSOD)

Aktivnost enzima superoksid dismutaze (SOD) u uzorcima tkiva testisa i epididimisa
mjerena je spektrofotometrijski na 505 nm uz upotrebu komercijalnog kita (Ransod kit, Randox,
Crumlin, UK) prema Europskoj standardiziranoj metodi (EC-FLAIR) (Belsten i Wright 1995b).
Ksantin oksidaza odgovorna je za pretvorbu ksantina u mokra¢nu kiselinu pri ¢emu se kao
nusprodukt stvara superoksidni anion. Nastali superoksidni anion raspoloziv je za redukciju 2-
(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5 feniltetrazolium klorida (INT) u crveno obojeni formazon, dok
se dio superoksidnog aniona, usporedno Kkataliticki razgraduje pod djelovanjem SOD-a iz

uzorka. Sto je u uzorku veéa enzimska aktivnost SOD-a to je inhibicija redukcije INT-a veca.

e Pufer (50 mM, pH 10,2 CAPS /0,94 mM EDTA) je isporuéen spreman za uporabu.

e Reakcijska smjesa / Smjesa supstrata (0,05 mM ksantin / 0,025 mM INT) je
isporucena u liofiliziranom stanju. Pripremljena je otapanjem u 20 mL 50 mM pufera.

e Ksantin oksidaza (80 U/L) je isporucena u liofiliziranom stanju. Pripremljena je
otapanjem u 10 mL redestilirane vode.

e Fosfatni pufer (0,01 M, pH 7,0; Ransod Sample Diluent) je isporu¢en spreman za
uporabu.

e Mati¢ni standard za izradu bazdarne krivulje je isporucen u liofiliziranom stanju.
Pripremljen je otapanjem u 10 mL redestilirane vode.

e Radni standardi pripremljeni su iz mati¢nog standarda SOD-a razrjedivanjem s
fosfatnim puferom (Tablica 4.). Pripremom razli¢itih koncentracija standardnih otopina

SOD-a izradena je bazdarna krivulja (Slika 8.).

Tablica 4. Priprema razli¢itih koncentracija standardne otopine SOD-a (radni standardi) za izradu
bazdarne krivulje.

Volumen mati¢nog ili radnog

Radni standardi standarda (mL)

Volumen fosfatnog pufera (mL)

STD 1 0,5 mL radnog standarda STD3 1
STD 2 1 mL radnog standarda STD4 1
STD 3 1 mL radnog standarda STD5 1
STD 4 1 mL mati¢nog standarda 1
STD5 1 mL mati¢nog standarda -
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Slika 8. Bazdarni pravac standarda superoksid dismutaze. Koeficijent linearnosti iznosi 12 = 0,9949, a
jednadzba pravca je y = 55,43x + 48,299.

Uzorci supernatanta homogenata tkiva testisa ili epididimisa odmrznuti su na sobnoj
temperaturi i homogenizirani na vibracijskoj mijesalici. U 600 pL fosfatnog pufera dodano je
15 uL uzorka supernatanta homogenata tkiva testisa ili epididimisa te je Smjesa promijesana na

vibracijskoj mijesalici. Tako pripremljen uzorak ima ukupno razrjedenje 41x.

U mjernu kivetu sa 680 pL reakcijske smjese/smjese supstrata predinkubirane u
termobloku (15 min na 37 °C, u zatvorenoj kiveti) dodano je 20 pL razrijedenog uzorka
supernatanta homogenata tkiva testisa ili epididimisa. Reakcija je pokrenuta brzim dodavanjem
100 uL ksantin oksidaze (startni reagens). Nakon dodavanja ksantin oksidaze smjesa je
promijesana na vibracijskoj mijesalici te je istovremeno pokrenut program mjerenja (Varian-
CARY 50 Scan). Nakon 30 s odgode izmjerena je pocetna apsorbancija te nakon 210 s kona¢na

apsorbancija iz ¢ega je izraCunata AA i postotak inhibicije. Svi uzorci su mjereni u duplikatu.

. Akonaéno - Apoéetno

AA =
3

AA % 100
AA(slijepa proba)

% inhibicije = 100 —

Utjecaj a-cipermetrina i imidakloprida na oksidacijski stres u testisu i epididimisu $takora \istar
Antonija Jancec

27



Diplomski rad 3. Materijali i metode

Bazdarni pravac (Slika 8.) konstruiran je na temelju dobivenih rezultata mjerenja. Na
apscisi se nalazi logaritam poznate aktivnosti SOD-a, a na ordinati postotak inhibicije. Pomocu
jednadzbe dobivene linearnom regresijom standardne krivulje izracunata je aktivnost SOD-a u

pojedinom uzorku, dobivena vrijednost izrazena je po gramu proteina.

U (% inhibicije — Y odsjeéak)
SOD [—L] = 10 nagib pravca X razrjedenje
m

3.5. Odredivanje ukupnih proteina

Koncentracija ukupnih proteina odredena je kolorimetrijskom metodom po Bradfordu
(1976). Bradfordova metoda temelji se na vezanju boje Coomassie Brilliant Blue na proteine
Sto dovodi do povecanja maksimuma apsorpcije. Reakcija se odvija u kiselom mediju pri cemu
se boja u otopini protonira i postaje crvena. Vezanjem na proteine postaje anion i mijenja boju

u plavu te dolazi do metakromatskog odgovora. Poveéanje apsorbancije mjeri se na 595 nm.

¢ Fizioloska otopina (0,9 % otopina NaCl).

e Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva-Blue G, #A35050) pripremljen je otapanjem
22 mg Coomassie Brilliant Blue boje u 20 mL 85 % ortofosforne kiseline i 340 mL
redestilirane vode. Smjesa je ostavljena da se otopi preko no¢i uz mijesanje nakon ¢ega
je profiltrirana. Coomassie Brilliant Blue se cuva u tamnoj boci na sobnoj temperaturi.

e Standard govedeg serumskog albumina (BSA) (1 mg/mL) pripremljen je otapanjem
10 mg BSA u 10 mL redestilirane vode. Pripremljeni standard razdijeljen je na alikvote
od 0,5 mL koju su ¢uvani u hladnjaku na —20 °C.

e Radni standardi pripremljeni su iz standarda BSA (1 mg/mL) razrjedivanjem s
redestiliranom vodom (Tablica 5.). Pripremom razli¢itih koncentracija standardnih

otopina BSA izradena je bazdarna krivulja (Slika 9.).
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Tablica 5. Priprema razli¢itih koncentracija standardne otopine BSA (radni standardi) za izradu
bazdarne krivulje.

Koncentracija standardne Volumen BSA Volumen
Radni standardi  otopine BSA (radni standard) redestilirane vode
standarda (uL)
(ng/mL) (uL)
STD 1 0,2 8 32
STD 2 0,4 16 24
STD 3 0,6 24 16
STD 4 0,8 32 8
STD5 1,0 40 -
0,6
05 e
S 04 .
[&]
2 03 L
< 02 i
0,1 ‘
0
0,1 0,3 0,5 0,7 0,9 11

Koncentracija standarda (BSA) (ng/ml)

Slika 9. Bazdarni pravac standarda govedeg serumskog albumina (BSA). Koeficijent linearnosti iznosi
> =0,9944, a jednadzba pravca je y = 0,5259x — 0,0106.

Homogenati tkiva testisa ili epididimisa centrifugirani su 10 minuta pri 9600 okretaja u
minuti. U kivetu je pipetirano 950 pL fizioloske otopine i 50 pL supernatanta homogenata.
Smjesa je promijeSana na vibracijskoj mijesalici te je centrifugirana 10 minuta na 9600 okretaja

u minuti. Pripremljeni uzorci ¢uvani su u frizideru do pocetka mjerenja.

Prije mjerenja apsorbancije uzoraka mjerena je apsorbancija slijepe probe i serije
standarda na 595 nm. Slijepa proba pripremljena je pipetiranjem 40 puL H2O, 40 uL mravlje
kiseline 1 2 mL Coomassie Brilliant Blue boje, a serija standarda pipetiranjem 40 pL standarda
odgovarajuce koncentracije, 40 pL mravlje kiseline i 2 mL Coomassie Brilliant Blue boje. Kod

mjerenja apsorbancije uzoraka u mjernu Kivetu pipetirano je 40 uL razrijedenog uzorka u koji
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je potom dodano 40 pL mravlje kiseline 1 2 mL Coomassie Brillian Blue boje. Svaki uzorak
mjeren je u duplikatu. Tako pripremljeni duplikati promijeSani su na vibracijskoj mijesalici 1
ostavljeni stajati 10 minuta prije spektrofotometrijskog mjerenja kako bi doslo do reakcije
vezanja boje na proteine.

Apsorbancija je mjerena na 595 nm. Iz bazdarne krivulje serije standarada poznatih

koncentracija proteina (Slika 9.) odredena je nepoznata koncentracija proteina u uzorcima.

3.6. Statisticka obrada podataka

Za statisticku analizu rezultata koriSten je racunalni program Statistica (StatSoft, Inc.,
Tulsa, SAD, verzija 13.0). Hipoteza o normalnosti distribucije ispitivanih parametara ispitana
je Shapiro-Wilk-ovim testom. Rezultati svih mjerenja, osim rezultata mjerenja mase
epididimisa i GPx-a u epididimisu Stakora tretiranih a-cipermetrinom, bili su normalno
distribuirani.

Za ocjenu znacajnosti dobivenih numeric¢kih podataka o utjecaju a-cipermetrina i
imidakloprida na parametre oksidacijskog stresa u tkivu testisa i epididimisa koristen je One-
way ANOVA test uz post hoc Tukey's HSD test za usporedbu znacéajnosti razlike izmedu
pojedinih skupina (normalno distribuirani parametri) ili Kruskal-Wallis test uz Medijan test
(nenormalno distribuirani parametri). Razina statisticke znacajnosti odredena je na 5 % (p <
0,05). Rezultati mjerenja prikazani su kao srednja vrijednost + standardna devijacija (5 zivotinja

po ispitivanoj skupini).
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4. REZULTATI

4.1. Utjecaj tretmana a-cipermetrinom i imidaklopridom na prirast mase Zivotinja

Slika 10. prikazuje prosjecan prirast mase kontrolne skupine zivotinja (NK) i pokusnih
skupina zivotinja (ADI, OEL, 5XOEL, REL) oralno izloZenih razli¢itim dozama a-cipermetrina
uzastopno tijekom 28 dana (Tablica 1.). Tretman a-cipermetrinom rezultirao je statisticki
zna¢ajnim smanjenjem prirasta mase zivotinja (F = 21,618, p < 0,001; One-way ANOVA uz
post hoc Tukey’'s HSD test). Sve skupine zivotinja tretiranih a-cipermetrinom imale su
statisticki znacajno manji prirast mase U usporedbi s prirastom mase kontrolne skupine

Zivotinja.

Prirast mase Zivotinja / g
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Slika 10. Prosjecan prirast mase kontrolne skupine i skupina zivotinja tretiranih a-cipermetrinom (opis
oznaka zivotinja dan je u Tablici 1.). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost & standardna
devijacija (prema Prilogu 1.) (a — statisti¢ki razli¢ito od kontrolne skupine; p < 0,05).

Slika 11. prikazuje prosjecan prirast mase kontrolne skupine Zivotinja (NK) i pokusnih
skupina zivotinja (ADI, 10xAOEL, 1/200 LDsg) oralno izlozenih razli¢itim dozama
imidakloprida uzastopno tijekom 28 dana (Tablica 1.). Tretman imidaklopridom rezultirao je
statisticki zna¢ajnim smanjenjem prirasta mase Zivotinja (F = 11,986, p < 0,001; One-way
ANOVA uz post hoc Tukey’'s HSD test). Zivotinje tretirane s 2,25 mg imidakloprida/kg
t.m./dan (1/200 LDso) imale su statisticki znac¢ajno manji prirast mase U usporedbi sa svim

ostalim pokusnim skupinama zivotinja.
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Slika 11. Prosjecan prirast mase kontrolne skupine i skupina zivotinja tretiranih imidaklopridom (opis
oznaka zivotinja dan je u Tablici 1.). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija (prema Prilogu 1.) (a — statisti¢ki razli¢ito od Zivotinja tretiranih s 2,25 mg
imidakloprida/kg t.m./dan (1/200 LDsp); p < 0,05).

4.2. Utjecaj tretmana a-cipermetrinom i imidaklopridom na masu testisa i epididimisa

Slika 12. prikazuje prosje¢nu masu testisa i epididimisa kontrolne skupine zivotinja
(NK) 1 pokusnih skupina zivotinja (ADI, OEL, 5xOEL, REL) oralno izlozenih razli¢itim
dozama a-cipermetrina (Tablica 1.) uzastopno tijekom 28 dana. Prosje¢na masa testisa veca je
od mase epididimisa kod svih skupina zivotinja. Mase testisa i epididimisa zivotinja tretiranih

a-cipermetrinom nisu se statisti¢ki znacajno razlikovale izmedu skupina.
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Slika 12. Masa testisa i epididimisa kontrolne skupine Zivotinja i skupina zivotinja tretiranih a-
cipermetrinom (opis oznaka Zivotinja dan je u Tablici 1.). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna devijacija (prema Prilogu 1.).
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Slika 13. prikazuje prosje¢nu masu testisa i epididimisa kontrolne skupine Zivotinja
(NK) i1 pokusnih skupina zivotinja (ADI, 10xAOEL, 1/200 LDso) oralno izloZenih razli¢itim
dozama imidakloprida (Tablica 1.) uzastopno tijekom 28 dana. Prosjecna masa testisa veca je
od mase epididimisa kod svih skupina zZivotinja. Tretman najve¢om dozom imidakloprida (2,25
mg/kg t.m./dan (1/200 LDso)) rezultirao je statisticki zna¢ajno manjom masom testisa u
usporedbi s kontrolnom skupinom i skupinom zivotinja tretiranom s 0,06 mg imidakloprida/kg
t.m./dan (ADI) (F = 5,282, p < 0,05; One-way ANOVA uz post hoc Tukey's HSD test). Mase
epididimisa Zivotinja tretiranih imidaklopridom nisu se statisticki znacajno razlikovale izmedu

skupina.

Masa testisa i epididimisa/g
(Imidakloprid)
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Slika 13. Masa testisa i epididimisa kontrolne skupine zivotinja i skupina zivotinja tretiranih
imidaklopridom (opis oznaka zivotinja dan je u Tablici 1.). Rezultati su prikazani kao srednja

vrijednost + standardna devijacija (prema Prilogu 1.) (a — statisticki razli¢ito od kontrolne skupine,
b — statisticki razli¢ito od zivotinja tretiranih s 0,06 mg imidakloprida/kg t.m./dan (ADI); p < 0,05).

4.3. Utjecaj tretmana a-cipermetrinom i imidaklopridom na ukupni antioksidacijski

kapacitet (TAC) u testisu i epididimisu

Slika 14. prikazuje ukupni antioksidacijski kapacitet (TAC) u testisu i epididimisu
kontrolne skupine Zivotinja (NK) i pokusnih skupina zivotinja (ADI, OEL, 5xOEL, REL)
oralno izlozenih razli¢itim dozama a-cipermetrina (Tablica 1.) uzastopno tijekom 28 dana.
TAC je veéi u testisu nego u epididimisu kod svih skupina zivotinja. Vrijednost TAC-a u testisu
i epididimisu Zivotinja tretiranih a-cipermetrinom nije se statisticki znacajno razlikovala

izmedu skupina.
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TAC (a-cipermetrin)
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Slika 14. Ukupni antioksidacijski kapacitet (TAC) u testisu i epididimisu kontrolne skupine Zivotinja i
skupina Zivotinja tretiranih a-cipermetrinom (opis oznaka zivotinja dan je u Tablici 1.). Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost = standardna devijacija (prema Prilogu 2. i 3.).

Slika 15. prikazuje ukupni antioksidacijski kapacitet (TAC) u testisu i epididimisu
kontrolne skupine zivotinja (NK) i pokusnih skupina zivotinja (ADI, 10xAOEL, 1/200 LDso)
oralno izlozenih razli¢itim dozama imidakloprida (Tablica 1.) uzastopno tijekom 28 dana. TAC
je veéi u testisu nego u epididimisu kod svih skupina Zivotinja. Vrijednost TAC-a u testisu i
epididimisu Zivotinja tretiranih imidaklopridom nije se statisticki zna€ajno razlikovala izmedu

skupina.

TAC (Imidakloprid)
1,40
1,20

1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

10xAOEL 1/200 LD50

mmol/L

m Testis = Epididimis

Slika 15. Ukupni antioksidacijski kapacitet (TAC) u testisu i epididimisu kontrolne skupine zivotinja i
skupina zivotinja tretiranih imidaklopridom (opis oznaka Zivotinja dan je u Tablici 1.). Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (prema Prilogu 2. i 3.).
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4.4. Utjecaj tretmana a-cipermetrinom i imidaklopridom na koncentraciju reduciranog

glutationa (GSH) u testisu i epididimisu

Slika 16. prikazuje koncentraciju reduciranog glutationa (GSH) u testisu i epididimisu
kontrolne skupine Zivotinja (NK) i pokusnih skupina Zivotinja (ADI, OEL, 5xOEL, REL)
oralno izlozenih razli¢itim dozama a-cipermetrina (Tablica 1.) uzastopno tijekom 28 dana.
Koncentracija GSH veca je u testisu nego u epididimisu kod svih skupina zivotinja. Tretman o-
cipermetrinom nije rezultirao statisticki zna¢ajnom promjenom koncentracije GSH u testisu
dok je u epididimisu doslo do statisticki znac¢ajnog povecanja koncentracije GSH u tretiranih
zivotinja (F = 14,452, p < 0,001; One-way ANOVA uz post hoc Tukey's HSD test).
Koncentracija GSH u epididimisu zZivotinja tretiranih a-cipermetrinom u dozama od 0,02 mg/kg
t.m./dan (ADI), 0,15 mg/kg t.m./dan (OEL) i 2,20 mg/kg t.m./dan (REL) bila je statisti¢ki
znacajno veca U odnosu na kontrolnu skupinu i Zivotinje tretirane s 0,80 mg a-cipermetrina/kg
t.m./dan (5xOEL).
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Slika 16. Koncentracija reduciranog glutationa (GSH) u testisu i epididimisu kontrolne skupine
zivotinja i skupina zivotinja tretiranih a-cipermetrinom (opis oznaka zivotinja dan je u Tablici 1.).
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = standardna devijacija (prema Prilogu 2.1 3.) (a -
statisticki razli¢ito od kontrolne skupine, b — statisti¢ki razli¢ito od skupine tretirane s 0,80 mg a-
cipermetrina/kg t.m./dan (5xOEL); p < 0,05).

Slika 17. prikazuje koncentraciju reduciranog glutationa (GSH) u testisu i epididimisu
kontrolne skupine zivotinja (NK) i pokusnih skupina zivotinja (ADI, 10xAOEL, 1/200 LDsp)

oralno izloZenih razli¢itim dozama imidakloprida (Tablica 1.) uzastopno tijekom 28 dana.
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Koncentracija GSH veca je u testisu nego u epididimisu kod svih skupina Zivotinja. Tretman
imidaklopridom nije utjecao na koncentraciju GSH u testisu dok je koncentracija GSH u
epididimisu pokazala statisti¢ki znacajan porast (F = 4,649, p < 0,05; One-way ANOVA uz
post hoc Tukey’s HSD test). Zivotinje tretirane imidaklopridom u dozi od 0,06 mg/kg t.m./dan
(ADI) imale su statisticki znac¢ajno vecu koncentraciju GSH u epididimisu u usporedbi s
kontrolnom skupinom i zivotinjama tretiranim s 2,25 mg imidakloprida/kg t.m./dan (1/200
LDso).
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Slika 17. Koncentracija reduciranog glutationa (GSH) u testisu i epididimisu kontrolne skupine
zivotinja i skupina zivotinja tretiranih imidaklopridom (opis oznaka zivotinja dan je u Tablici 1.).
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (prema Prilogu 2.1 3.) (a—
statisti¢ki razli¢ito od kontrolne skupine, b — statisti¢ki razli¢ito od skupine tretirane s 2,25 mg
imidakloprida/kg t.m./dan (1/200 LDsp); p < 0,05).

4.5. Utjecaj tretmana a-cipermetrinom i imidaklopridom na Kkatalitic(ku aktivnost

glutation peroksidaze (GPx) u testisu i epididimisu

Slika 18. prikazuje kataliticku aktivnost glutation peroksidaze (GPx) u testisu i
epididimisu kontrolne skupine Zivotinja (NK) i pokusnih skupina Zivotinja (ADI, OEL, 5xOEL,
REL) oralno izlozenih razli¢itim dozama a-cipermetrina (Tablica 1.) uzastopno tijekom 28
dana. Kataliticka aktivnost GPx-a veéa je u epididimisu nego u testisu kontrolne skupine
zivotinja i Zivotinja tretiranih s 0,02 mg a-cipermetrina/kg t.m./dan (ADI), dok je kod ostalih
skupina zivotinja (tretman s 0,15 mg/kg t.m./dan (OEL), 0,80 mg/kg t.m./dan (5xOEL) i 2,20
mg/kg t.m./dan (REL)) kataliticka aktivnost GPx-a veéa u testisu. Tretman o-cipermetrinom
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rezultirao je statisti¢ki znacajnim povecanjem aktivnosti GPx-a u testisu (F = 3,943, p < 0,05;
One-way ANOVA uz post hoc Tukey's HSD test). Kataliticka aktivnost GPx-a u testisu
zivotinja tretiranih s najviSom dozom a-cipermetrina (2,20 mg/kg t.m./dan (REL)) bila je
statisti¢ki znacajno veca u usporedbi s kontrolnom skupinom. Tretman a-cipermetrinom
rezultirao je i statisticki znacajnom promjenom aktivnosti GPx-a u epididimisu (H = 12,862, p
< 0,05; Kruskal-Wallis test uz Medijan test). Kataliticka aktivnost GPx-a u epididimisu
zivotinja tretiranih s 0,02 mg a-cipermetrina/kg t.m./dan (ADI) bila je statisticki znac¢ajno veca

u usporedbi s zivotinjama tretiranima s 0,15 mg/kg t.m./dan (OEL).
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Slika 18. Kataliticka aktivnost glutation peroksidaze (GPx) u testisu i epididimisu kontrolne skupine
Zivotinja i skupina Zivotinja tretiranih a-cipermetrinom (opis oznaka zivotinja dan je u Tablici 1.).
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (prema Prilogu 2.1 3.) (a—
statisticki razli¢ito od kontrolne skupine, b — statisticki razli¢ito od skupine tretirane s 0,15 mg a-
cipermetrina/kg t.m./dan (OEL); p < 0,05).

Slika 19. prikazuje Kkataliticku aktivnost glutation peroksidaze (GPx) u testisu i
epididimisu kontrolne skupine Zivotinja (NK) 1 pokusnih skupina Zivotinja (ADI, 10xAOEL,
1/200 LDso) oralno izloZenih razli¢itim dozama imidakloprida (Tablica 1.) uzastopno tijekom
28 dana. Kataliticka aktivnost GPx-a bila je ve¢a u epididimisu nego u testisu kod svih skupina
zivotinja. Tretman imidaklopridom nije statisti¢ki zna¢ajno utjecao na aktivnost GPx-a u testisu
dok je aktivnost ovog enzima u epididimisu pokazala statisti¢ki znacajan porast (F = 12,035, p
< 0,001; One-way ANOVA uz post hoc Tukey’s HSD test). Kataliticka aktivnost GPx-a u
epididimisu Zzivotinja tretiranih imidaklopridom (0,06 mg/kg t.m./dan (ADI), 0,80 mg/kg
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t.m./dan (10xAOEL) i 2,25 mg/kg t.m./dan (1/200 LDsp)) bila je statisti¢ki znacajno veca u

odnosu na kontrolnu skupinu.
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Slika 19. Kataliti¢ka aktivnost glutation peroksidaze (GPx) u testisu i epididimisu kontrolne skupine
zivotinja i skupina zivotinja tretiranih imidaklopridom (opis oznaka zivotinja dan je u Tablici 1.).
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = standardna devijacija (prema Prilogu 2.1 3.) (a -
statisti¢ki razli¢ito od kontrolne skupine, p < 0,05).

4.6. Utjecaj tretmana a-Cipermetrinom i imidaklopridom na kataliticku aktivnost Cu, Zn-

ovisne superoksid dismutaze (CuZnSOD) u testisu i epididimisu

Slika 20. prikazuje kataliticku aktivnost Cu, Zn-ovisne superoksid dismutaze
(CuZnSOD) u testisu i epididimisu kontrolne skupine zivotinja (NK) i pokusnih skupina
zivotinja (ADI, OEL, 5xOEL, REL) oralno izlozenih razli¢itim dozama a-Cipermetrina
(Tablica 1.) uzastopno tijekom 28 dana. Kataliticka aktivnost CuZnSOD-a veca je u
epididimisu nego u testisu kod svih skupina zivotinja. Tretman a-cipermetrinom nije statisticki
znacajno utjecao na promjenu aktivnosti CuZnSOD-a u testisu dok je aktivnost ovog enzima u
epididimisu pokazala statisti¢ki znac¢ajan porast (F = 7,538, p < 0,001; One-way ANOVA uz
post hoc Tukey’s HSD test). Kataliticka aktivnost CuZnSOD-a u epididimisu svih skupina
zivotinja tretiranih a-cipermetrinom (0,02 mg/kg t.m./dan (ADI), 0,15 mg/kg t.m./dan (OEL),
0,80 mg/kg t.m./dan (5xOEL) i 2,20 mg/kg t.m./dan (REL)) bila je statisticki znacajno veca u

odnosu na kontrolnu skupinu.
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Slika 20. Kataliti¢ka aktivnost Cu, Zn-ovisne superoksid dismutaze (CuZnSOD) u testisu i
epididimisu kontrolne skupine zivotinja i skupina zivotinja tretiranih a-cipermetrinom (opis oznaka
zivotinja dan je u Tablici 1.). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija

(prema Prilogu 2. i 3.) (a — statisti¢ki razli¢ito od kontrolne skupine, p < 0,05).

Slika 21. prikazuje Kkataliticku aktivnost Cu, Zn-ovisne superoksid dismutaze
(CuznSOD) u testisu i epididimisu kontrolne skupine Zivotinja (NK) i pokusnih skupina
zivotinja (ADIL, 10xAOEL, 1/200 LDsg) oralno izlozenih razli¢itim dozama imidakloprida
(Tablica 1.) uzastopno tijekom 28 dana. Kataliti¢ka aktivnost CuZnSOD-a bila je vec¢a u
epididimisu nego u testisu kod svih skupina zivotinja. Tretman imidaklopridom nije statisticki
znacajno utjecao na promjenu aktivnosti CuZnSOD-a u testisu dok je aktivnost ovog enzima u
epididimisu pokazala statisti¢ki znacajan porast (F = 10,781, p < 0,001; One-way ANOVA uz
post hoc Tukey's HSD test). Kataliticka aktivnost CuZnSOD-a u epididimisu svih skupina
zivotinja tretiranih imidaklopridom (0,06 mg/kg t.m./dan (ADI), 0,80 mg/kg t.m./dan
(10xAOEL) i 2,25 mg/kg t.m./dan (1/200 LDso)) bila je statisti¢ki znac¢ajno veca u odnosu na

kontrolnu skupinu.
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Slika 21. Kataliti¢ka aktivnost Cu, Zn-ovisne superoksid dismutaze (CuZnSOD) u testisu i
epididimisu kontrolne skupine zivotinja i skupina zZivotinja tretiranih imidaklopridom (opis oznaka
zivotinja dan je u Tablici 1.). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija

(prema Prilogu 2. i 3.) (a — statisti¢ki razli¢ito od kontrolne skupine, p < 0,05).

4.7. Usporedba intenziteta ucinaka a-cipermetrina i imidakloprida na prosjecan prirast
mase Zivotinja, koncentracijsku razinu reduciranog glutationa (GSH) i Kkataliticku
aktivnost antioksidacijskih enzima glutation peroksidaze (GPx) i Cu, Zn-ovisne
superoksid dismutaze (CuzZnSOD)

Slika 22. prikazuje intenzitet u¢inka a-cipermetrina i imidakloprida na parametre kod
kojih je uocena statisticki znac¢ajna promjena izmedu pokusnih skupina u odnosu na kontrolnu
skupinu zivotinja nakon 28 dana tretmana ispitivanim pesticidom. Izuzevsi statisticki znacajno
smanjenje mase testisa uoceno nakon tretmana najve¢om dozom imidakloprida, uocen je slican
ucinak na ispitivane parametre koji je za oba insekticida bio statisticki znacajan za prosjecan
prirast mase zivotinja, koncentracijske razine GSH i kataliticke aktivnosti antioksidacijskih
enzima GPx-a i CuZnSOD-a u epididimisu. Rezultati mjerenja za pojedini parametar prikazani
su kao relativne vrijednosti u odnosu na kontrolnu skupinu (% od rezultata izmjerenog za
negativnu kontrolu koji je prikazan kao 100 % vrijednosti). Kod tretmana a-cipermetrinom
uocen je manji prosjecan prirast mase tretiranih skupina (17 — 46 %) u odnosu na tretman
imidaklopridom (54 — 88 %). Tretman a-cipermetrinom rezultirao je i viSom koncentracijskom
razinom GSH u tretiranih Zivotinja (126 — 196 % od kontrolne vrijednosti) u usporedbi s
imidaklopridom (101 — 173 % od kontrolne vrijednosti), ali znatno manjom Kkatalitickom
aktivnosti GPx-a (70 — 147 % za a-cipermetrin vs. 154 — 192 % za imidakloprid). Kataliticka
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aktivnost CuZnSOD-a imala je slican porast kod oba tretmana (134 — 146 % za a-cipermetrin
vs. 126 — 139 % za imidakloprid).
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Slika 22. Intenzitet u¢inaka a-cipermetrina i imidakloprida na prosje¢an prirast mase zivotinja,
koncentracijsku razinu glutationa (GSH) i kataliti¢cku aktivnost antioksidacijskih enzima glutation
peroksidaze (GPx) i Cu, Zn-ovisne superoksid dismutaze (CuZnSOD) u epididimisu (E). Rezultati
mjerenja za pojedini parametar prikazani su kao relativne vrijednosti (% od rezultata izmjerenog za
negativnu kontrolu (100 %)).
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5. RASPRAVA

U danasnje vrijeme raste potro$nja novih vrsta pesticida kao sto su piretroidi ili “zeleni"
insekticidi poput a-cipermetrina te neonikotinoidne tvari poput imidakloprida. Ovi spojevi su
u izrazito Sirokoj upotrebi kao ucinkovit nadomjestak organofosfatnim insekticidima, a
razvijeni su kao zamjena za konvencionalne pesticide te za njih ne postoje dostatni znanstveni
dokazi o netoksi¢nosti za neciljane organizme. Dostupni podaci o utjecaju navedenih
insekticida na reprodukcijske poremecaje su oskudni i preliminarni, a toksi¢nost niskih
koncentracija a-cipermetrina i imidakloprida do danas nije detaljno proucena. Koliko je
poznato, OVo je prvo istrazivanje u kojem su usporedena ova dva najcesée koriStena insekticida
primijenjena u toksikoloski relevantnim koncentracijama. IstraZivanje je provedeno na
koncentracijskim razinama insekticida koje se mogu susresti u svakodnevnom Zivotu,
izraCunatih na temelju nekoliko toksikoloski referentnih vrijednosti (grani¢na vrijednost
izlozenosti na radu, dopustena razina izloZenosti primjenitelja, prihvatljiv dnevni unos i razina
izlozenosti stanovniStva) za svaki testirani spoj. Navedene referentne vrijednosti dobivene
aproksimacijama i ekstrapolacijama na temelju razine bez uoc¢enog $tetnog ucinka (engl. No
Observed Adverse Effect Level - NOAEL) dosad nisu eksperimentalno testirane.

Utjecaj a-cipermetrina i imidakloprida na parametre oksidacijskog stresa primjenom
pristupa s viSe biomarkera (analiza ukupnog antioksidacijskog kapaciteta (TAC), odredivanje
koncentracije reduciranog glutationa (GSH) te odredivanje katalitiCke aktivnosti glutation
peroksidaze (GPx) i Cu, Zn-ovisne superoksid dismutaze (CuZnSOD)) ispitan je u tkivu testisa
i epididimisa odraslih muzjaka Wistar Stakora oralno izloZenih koncentracijama a-cipermetrina
(0,02 (ADI); 0,15 (OEL); 0,80 (5xOEL); 2,20 (REL) mg/kg t.m./dan) i imidakloprida (0,06
(ADI); 0,80 (10xAOEL); 2,25 (1/200 LDso) mg/kg t.m./dan) koje odgovaraju dozama okolisne
i profesionalne izloZenosti ljudi uzastopno tijekom 28 dana. Dosadasnja istrazivanja pokazala
su da su antioksidacijski enzimi kao redoks biomarkeri dovoljno osjetljivi te da se mogu
smatrati dobrim pokazateljima toksi¢nih uc¢inaka neonikotinoidnih spojeva (Wang i sur. 2018).

Kod tretmana navedenim pesticidima uocen je slican ucinak na ispitivane parametre.
Rezultati istrazivanja pokazali su da oba testirana pesticidna spoja primijenjena u niskim
koncentracijama uzrokuju zna¢ajnu promjenu prirasta mase zivotinja u odnosu na kontrolnu
skupinu te znacajan porast koncentracijske razine GSH i aktivnosti antioksidacijskih enzima
GPx-a i CuZnSOD-a u epididimisu. Kod tretmana a-cipermetrinom uocen je manji prosjecan

prirast mase tretiranih skupina zivotinja u odnosu na kontrolnu skupinu u usporedbi s
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imidaklopridom. Tretman a-cipermetrinom uzrokovao je veci porast relativne koncentracije
GSH u epididimisu u odnosu na kontrolnu skupinu u usporedbi s imidaklopridom. Relativne
vrijednosti za aktivnost GPx-a bile su znatno vise u tkivu epididimisa kod tretmana
imidaklopridom dok je relativna aktivnhost CuZnSOD-a imala slican porast u odnosu na

kontrolnu skupinu kod oba tretmana.

5.1. Utjecaj tretmana a-cipermetrinom i imidaklopridom na prirast mase Zivotinja te

masu testisa i epididimisa

U provedenom istrazivanju tretman o-cipermetrinom rezultirao je smanjenjem
prosje¢nog prirasta mase Zivotinja sa statisticki znacajnom promjenom uocenom kod svih
tretiranih skupina u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja, ali nije utjecao na promjenu mase
testisa i epididimisa.

Rezultati naseg istrazivanja u skladu su s rezultatima Elbetieha i sur. (2001) koji za
tretman odraslih muzjaka Sprague-Dawley Stakora od 13,15, 18,93 i 39,66 mg o-
cipermetrina/kg t.m./dan tijekom 12 tjedana navode statisticki znacajno smanjenje prirasta
mase zivotinja. Statisticki zna¢ajno smanjenje prirasta mase zivotinja uslijed oralne izlozenosti
muzjaka Sprague-Dawley Stakora a-cipermetrinu potvrduju Hu i sur. (2011) za doze od 12,5,
25 1 50 mg/kg t.m./dan tijekom 15 dana. U istom istrazivanju nije uocena statisticki znacajna
promjena apsolutne mase testisa i epididimisa kao ni u istrazivanjima koje su proveli Ikpeme i
sur. (2016) na odraslim muzjacima Wistar §takora oralno izloZzenih dozama a-cipermetrina od
5110 mg/kg t.m./dan tijekom 65 dana te Li i sur. (2013) koji su Stakore tretirali dozama od 7,5,
15, 30 i 60 mg cipermetrina/kg t.m./dan tijekom 15 dana. Znacajno smanjenje prirasta mase
Zivotinja Unato¢ neograni¢enom pristupu hrani jasan je pokazatelj opcée toksi¢nosti ovog
insekticida. Statisticki znacajno smanjenje apsolutne mase testisa i epididimisa odraslih
muzjaka Wistar Stakora u rezultatima navode Sharma i sur. (2013) za tretman od 3,38 mg a-
cipermetrina/kg t.m./dan tijekom 28 dana te Alaa-Eldin i sur. (2017) za tretman od 12,5 mg a-
cipermetrina/kg t.m./dan tijekom 12 tjedana. Autori navode kako je smanjenje mase testisa
uslijed tretmana cipermetrinom rezultat nekroticnih promjena u sjemenim kanali¢ima,
smanjenja broja zametnih stanica ili spermatogonija te spermija. Osim toga, smanjenje mase
testisa moze biti i rezultat nizih koncentracijskih razina folikulostimulirajuc¢eg (FSH) i
luteinizirajuceg (LH) hormona te testosterona u serumu koje je uoc¢eno u ovim studijama (Alaa-
Eldin i sur. 2017; Sharma i sur. 2013).
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Rezultati tretmana imidaklopridom u provedenom su istrazivanju bili sli¢ni u¢incima
piretroida, odnosno uoc¢eno je smanjenje prirasta mase zivotinja koje je bilo statisticki znacajno
pri najvisoj primijenjenoj dozi (2,25 mg/kg t.m./dan) u usporedbi s prirastom mase svih ostalih
skupina zivotinja. Masa epididimisa nije se znacajno razlikovala izmedu skupina, ali je u skladu
S rezultatima prirasta mase zivotinja, uofeno znafajno smanjenje mase testisa pri najvisoj
primijenjenoj dozi u odnosu na kontrolnu skupinu i skupinu zivotinja tretiranih najnizom dozom
imidakloprida.

Istrazivanja provedena na odraslim muzjacima Wistar Stakora oralno izlozenih dozi
imidakloprida od 2 i 8 mg/kg t.m./dan tijekom 90 dana (Bal i sur. 2012a) i 90 mg
imidakloprida/kg t.m./dan tijekom 28 dana (Lonare i sur. 2016) navode statisticki znac¢ajno
smanjenje prirasta mase zivotinja i apsolutne mase epididimisa, dok se apsolutna masa testisa
nije statisticki znacajno promijenila. Tretman imidaklopridom bio je popra¢en smanjenim
unosom hrane $to je rezultiralo Smanjenjem prirasta mase zivotinja (Lonare i sur. 2016).
Tetsatsi i sur. (2019) u istrazivanju provedenom na odraslim muzjacima Wistar stakora oralno
izlozenih tretmanu komercijalnom formulacijom imidakloprida (Colibri®) u dozi od 22,5
mg/kg t.m./dan tijekom 14 dana takoder navode statisticki znacajno smanjenje prirasta mase
Zivotinja, ali i sSmanjenje relativne mase testisa i epididimisa. Autori navode kako je manja masa
testisa i epididimisa uocena kod tretiranih zivotinja izravna posljedica smanjenja koncentracije
testosterona i ukupnih proteina. U ranijim istrazivanjima uoceno je kako nikotin i njegovi
agonisti mogu inhibirati 17-a. hidroksilazu ¢ime sprje¢avaju pretvorbu pregnenolona i
progesterona u odgovarajuce prekursore, odnosno inhibiraju sintezu testosterona u stanicama
testisa (Kasson i Hsueh 1985). To je potvrdeno i u kasnijim istrazivanjima na odraslim
muzjacima Stakora gdje je tretman imidaklopridom rezultirao smanjenim izluc¢ivanjem
testosterona (Annabi i sur. 2015; Najafi i sur. 2010).

5.2. Utjecaj tretmana a-cipermetrinom i imidaklopridom na parametre oksidacijskog

stresa u testisu i epididimisu

U usporedbi s kontrolnom skupinom, jedino je tretman a-cipermetrinom rezultirao
statisticki znaCajnim povecanjem aktivnosti GPx-a u testisu Zivotinja i to pri najviSoj
primijenjenoj dozi insekticida (2,20 mg/kg t.m./dan). Ostali parametri oksidacijskog stresa nisu
se statisticki znac¢ajno promijenili u testisu pokusnih Zivotinja kod tretmana a-cipermetrinom
ili imidaklopridom. Za razliku od testisa, u tkivu epididimisa uocen je znaCajan porast

koncentracijske razine GSH i kataliticke aktivnosti antioksidacijskih enzima GPx-a i
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CuzZnSOD-a kod zivotinja tretiranih a-cipermetrinom ili imidaklopridom u usporedbi s

kontrolnom skupinom.

lako je smatran relativno sigurnim pesticidom, istrazivanja su pokazala kako se
izloZenost a-cipermetrinu moze povezati s neurotoksi¢noS¢u, oksidacijskim stresom i
apoptozom (Marjanovi¢ Cermak i sur. 2018). Pretpostavlja se da a-cipermetrin ima sposobnost
stvaranja reaktivnih kisikovih i dusikovih vrsta te da moze utjecati na koncentracijske razine
antioksidansa u organizmu putem svojih metabolita posredstvom citokroma P450 (Singh i sur.
2012). U studiji Sharma i sur. (2013) odrasli muzjaci Wistar Stakora tretirani su s 3,38 mg a-
cipermetrina/kg t.m./dan tijekom 28 dana S$to je rezultiralo poremecajem parametara
reprodukcijske funkcije (smanjenje mase testisa i epididimisa, smanjenje koncentracijske
razine spolnih hormona, smanjenje pokretljivosti i broja spermija, porast broja abnormalnih
spermija). Rezultati istrazivanja pokazali su zna¢ajno smanjenje koncentracijske razine GSH u
skupini izlozenoj o-cipermetrinu u usporedbi s kontrolom, vjerojatno zbog povecanog
koriStenja GSH za uklanjanje nastalih slobodnih radikala. Uoceno je i smanjenje aktivnosti
antioksidacijskih enzima (SOD, CAT, GPx, GR i GST) u testisu Zzivotinja izlozenih a-
cipermetrinu u usporedbi s kontrolnom skupinom. Autori navode kako bi smanjenje aktivnosti
GPx-a u testisu moglo biti posljedica smanjenja koncentracijske razine GSH, budu¢i da se GSH
koristi kao supstrat za GPx koji katalizira reakciju redukcije vodikovog peroksida (Pizzorno
2014). SOD se smatra prvom linijom obrane od $tetnih u¢inaka ROS-ova u stanici, a katalizira
raspad superoksidnih radikala na vodikov peroksid i molekulski Kisik (Stryer i sur. 2013).
Suvisak ROS-ova moze inhibirati SOD $to dovodi do daljnjeg nakupljanja reaktivnih vrsta i
porasta opsega oStecenja tkiva. Smanjenje aktivnosti SOD-a takoder moze rezultirati
nakupljanjem vodikovog peroksida u testisima te inhibirati aktivnost CAT-a i GPx-a (Stryer i
sur. 2013). Negativan ucinak B-cipermetrina na parametre reprodukcijske funkcije (masa
reprodukcijskih organa i kvaliteta spermija) uocen je u istrazivanju Wang i sur. (2009) nakon
35 dana tretmana s 10 ili 20 mg B-cipermetrina/kg t.m./dan u usporedbi s kontrolnom skupinom,
Sto je znatno visa primijenjena doza pesticida od naSeg tretmana. Autori navode kako su ovi
toksi¢ni ucinci vjerojatno uzrokovani oksidacijskim stresom, budu¢i da su bili popraéeni
znacajnim povecanjem razine MDA i dusikovog(ll) oksida te smanjenjem aktivnosti
antioksidacijskih enzima (SOD, CAT i GPx) u testisu. U navedenom istrazivanju nije uocen
nikakav u¢inak na parametre oksidacijskog stresa pri dozi od 1 mg B-cipermetrina/kg t.m./dan.
Rezultati dobiveni u muzjaka albino Wistar Stakora nakon 60 dana tretmana s 12 mg

cipermetrina/kg t.m./dan (Eraslan i sur. 2015). U navedenom istrazivanju uocen je porast razine
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MDA u testisu i smanjenje aktivnosti antioksidacijskih enzima (SOD, CAT i GPx) u odnosu na
kontrolnu skupinu, sto je protumaceno kao pokazatelj poremecaja oksidacijske/antioksidacijske
ravnoteze. Kako navode autori, izlozenost cipermetrinu dovela je do stvaranja visoke
koncentracijske razine slobodnih radikala koje stani¢ni obrambeni sustav nije mogao u
potpunosti inaktivirati $to je rezultiralo nastankom LPO-a, odnosno oksidacijskog stresa.

U usporedbi s naSim istrazivanjem, znatno viSe doze i dulja vremenska izloZenost
zivotinja cipermetrinu u navedenim studijama mogli bi biti glavni uzroc€nici oSte¢enja stani¢ne
strukture i smanjenja aktivnosti antioksidacijskih enzima. Porast kataliticke aktivnosti GPx-a u
testisu uocen u naSem istrazivanju pri najvi$oj primijenjenoj dozi insekticida (2,20 mg a-
cipermetrina/kg t.m./dan) vjerojatno je rezultat prilagodbe stani¢nog odgovora i aktivacije
mehanizama antioksidacijske obrane. Ostale doze primijenjene u ovom istrazivanju nisu bile
dovoljno toksi¢ne da bi izazvale oSteCenje stanica testisa koje zahtjeva aktivaciju
antioksidacijskih enzima odredivanih u ovom istrazivanju te su vjerojatno drugi enzimski i

neenzimski sustavi prisutni u testisu bili dovoljni za eliminaciju suviska reaktivnih vrsta.

Dosadasnja istrazivanja, provedena uglavnom na laboratorijskim $takorima, pokazala
su da imidakloprid mozZe Stetno djelovati na reproduktivnu sposobnost u generacijama roditelja
i potomaka te imati Stetan utjecaj na razvoj potomstva. Poput mnogih pesticida, imidakloprid
moze djelovati kao endokrini disruptor te poremetiti homeostazu metabolizma i steroidogenezu
inhibiranjem aktivnosti enzima citokroma P450 (Mikoli¢ i Br¢i¢ Karaconji 2018). Svi navedeni
ucinci imidakloprida mogu predstavljati ozbiljan rizik za reprodukciju i razvoj s dugorocnim
posljedicama u odrasloj dobi.

Studije Bal i sur. (2012 a,b) pokazale su da je tromjesecna izlozenost imidaklopridu u
dozama manjim od razine bez uoc¢enog Stetnog uc¢inka (NOAEL), koja za Stakore iznosi 5 — 10
mg/kg t.m./dan, nepovoljno utjecala na funkciju testisa tijekom ranog postnatalnog razvoja i u
odrasloj dobi. PoviSene razine masnih kiselina i LPO-a, uz smanjenu koncentracijsku razinu
GSH u testisima izlozenih Stakora rezultirale su oslabljenom plodnos¢u i uzrokovale poveéanu
apoptozu zametnih stanica i fragmentaciju sjemenske DNA te smanjenu koncentracijsku razinu
testosterona u testisu i vecu stopu abnormalnosti spermija. Autori su povezali ove Stetne ucinke
s indukcijom oksidacijskog stresa u testisima koji su posebno osjetljivi na oksidacijska
oSte¢enja zbog prisutnosti visestruko nezasi¢enih masnih kiselina. Ove su studije prve
sugerirale moguce Stetne ucinke imidakloprida na reprodukciju. Rezultati kasnijih istraZivanja
dokazali su prisutnost LPO-a i smanjenje koncentracijske razine GSH te aktivnosti

antioksidacijskih enzima (CAT, SOD, GPx i GST) u testisima $takora izloZenih visSim dozama
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imidakloprida (45 i 90 mg/kg t.m./dan, §to odgovara 1/10 i 1/5 LDso, odnosno 16.9 mg/kg
t.m./dan, §to odgovara najnizoj dozi kod koje je uocen Stetan ucinak (engl. Lowest Observed
Adverse Effect Level - LOAEL)) tijekom 28 dana i potvrdili da je oksidacijski stres djelomic¢no
odgovoran za reproduktivnu toksi¢nost imidakloprida (Lonare i sur. 2016; Mahajan i sur. 2018).
Tretman imidaklopridom u navedenim je istraZivanjima rezultirao znacajnim smanjenjem
aktivnosti antioksidacijskih enzima u testisu §to moze biti posljedica inaktivacije enzima uslijed
kumulativnog nakupljanja insekticida u tkivu prilikom izlozenosti vis$im koncentracijama. Ovi
ucinci u konaénici dovode do ostecenja stanice i patohistoloSkih promjena tkiva testisa (Lonare
i sur. 2016).

Suprotno rezultatima dosad navedenih studija, u istraZivanju koje su proveli Tetsatsi i
sur. (2019) uocen je znacajan porast aktivnosti antioksidacijskih enzima SOD-a, CAT-a i
ukupnih peroksidaza u testisima odraslih muzjaka Stakora nakon 14 dana tretmana
komercijalnom formulacijom imidakloprida (Colibri®) u dozi od 22,5 mg/kg t.m./dan.
Navedena doza imidakloprida odabrana je na temelju preliminarnog eksperimenta kao najniza
doza koja je rezultirala najve¢im reproduktivnim oStecenjima bez smrtnosti zivotinja. Porast
aktivnosti antioksidacijskih enzima u testisu ukazuje na to da je izlaganje navedenoj formulaciji
izazvalo umjerenu toksi¢nost. Izostanak ucinka imidakloprida na mjerene parametre
oksidacijskog stresa u testisu moze se pripisati vrlo niskim dozama primijenjenim u ovom

istrazivanju.

oksidacijske promjene nastale uslijed izlozenosti niskim dozama a-cipermetrina |
imidakloprida, medutim niti jedna od dostupnih studija nije istrazivala utjecaje insekticida na
parametre oksidacijskog stresa u epididimisu. Poznato je da kod sisavaca epididimisi imaju
vaznu ulogu u sazrijevanju 1 skladiStenju spermija. Tijekom epididimalnog tranzita
koncentracija spermija doseze do 101 stanica/mL, a istovremeno se poveéava pokretljivost i
metabolizam spermija §to gamete Cini podloznijima oksidacijskom stresu (Dacheux i sur.
2003). Kako bi zastitili spermije od Stetnih ucinaka nastalih djelovanjem reaktivnih
kisikovih/dusSikovih vrsta ili drugih toksikanata, epididimisi izlu¢uju tekuéinu bogatu
bjelandevinama i steroidima (Aladrovi¢ i sur. 2017). Zura Zaja i sur. (2019) navode da
specificni mikrookoli§ epididimisa §titi gamete do ejakulacije, a odgovoran je i1 za regulaciju
funkcije 1 oCuvanje integriteta epididimisa. Karakteriziraju ga optimalna temperatura, pH
vrijednost i parcijalni tlak kisika te prisustvo energetskih supstrata. U nedostatku supstrata za

glikolizu, spermije energijom opskrbljuju endogeni i egzogeni lipidi neophodni za njihovu
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odrzivost i gibljivost (Juyena i Stelletta 2012). Svi navedeni uvjeti bitni su za sazrijevanje
spermija, a narusavanje bilo kojeg od njih moze dovesti do poremecaja oplodne sposobnosti i

ocuvanja spermija (Arrotéia i sur. 2012; Dacheux i sur. 2005).

Zbog velikog udjela viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina i oskudne koli¢ine
citoplazme stanice spermija vrlo su osjetljive na oksidacijska osteCenja $to moze rezultirati
poremecajem funkcije spermija. Epididimis je dobro opremljen antioksidacijskim sustavom
koji §titi spermije (Vernet i sur. 2004), a skupina GPX enzima ima najznacajniju funkciju u
zaStiti 1 oCuvanju oplodne sposobnosti spermija tijekom njihovog stvaranja, sazrijevanja i
pohrane u epididimisu (Chabory i sur. 2010; Zura Zaja i sur. 2019). Osim toga, mMRNA enzima
CuZnSOD-a eksprimirana je u visokim razinama duz cijelog epididimisa te se ne razlikuje
znacajno izmedu razli¢itih regija ovog organa (Jervis i Robaire 2001). Porast koncentracijske
razine GSH i kataliticke aktivnosti enzima GPx-a i CuZnSOD-a u epididimisu uo¢en u naSem
istrazivanju vjerojatno je rezultat adaptivnog odgovora na niske razine oksidacijskog stresa ili
ostecenja, Sto moze imati za posljedicu poja¢anu otpornost na toksikante. Sadrzaj GSH ovisi o
okoliSnim ¢imbenicima 1 funkcionira kao ravnoteza izmedu sinteze novog GSH i njegova
iskoriStenja. Male koncentracije toksikanta poti¢u ubrzanu sintezu sustava popravka i aktivaciju
antioksidacijskih mehanizama zastite Sto omogucéuje poboljSanu zastitu stanica i organa od
oksidacijskog stresa. Pove¢anjem brzine sinteze GSH uslijed izlaganja pesticidima i sli¢nim
spojevima koji stvaraju ROS-ove, moze se povecati sadrzaj GSH (Valko i sur. 2006) koji se

koristi i kao supstrat za GPx (Pizzorno 2014).
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6. ZAKLJUCAK

v' Oba testirana spoja (a-cipermetrin i imidakloprid) primijenjena u niskim
koncentracijama uzrokovala su znacajno smanjenje prirasta mase muzjaka Wistar
Stakora u odnosu na kontrolnu skupinu. Kod tretmana a-cipermetrinom uocen je manji

prosjecan prirast mase tretiranih skupina u odnosu na tretman imidaklopridom.

v’ Zivotinje tretirane najvisom dozom imidakloprida (2,25 mg/kg t.m./dan) imale su
znacajno manju masu testisa u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja dok tretman o-

cipermetrinom nije utjecao na promjenu mase testisa i epididimisa.

v' Tretman a-cipermetrinom uzrokovao je znaéajan porast aktivnosti GPx-a u testisu pri
najvisoj primijenjenoj dozi (2,20 mg/kg t.m./dan) te znacajan porast koncentracije GSH
I aktivnosti antioksidacijskih enzima GPx-a i CuZnSOD-a u epididimisu.

v Tretman imidaklopridom uzrokovao je znacajan porast koncentracije GSH i aktivnosti

antioksidacijskih enzima GPx-a i CuZnSOD-a u epididimisu.

v Tretman a-cipermetrinom uzrokovao je veéi porast relativne koncentracije GSH u
tretiranih zivotinja u usporedbi s imidaklopridom, ali su relativne vrijednosti za porast
aktivnosti GPx-a bile znatno nize nego kod tretmana imidaklopridom. Relativna
aktivnost CuZnSOD-a imala je sli¢an porast u odnosu na kontrolnu skupinu kod oba

tretmana.
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Diplomski rad 9. Zivotopis

9. ZIVOTOPIS

Rodena sam 28. srpnja 1996. godine u Cakovcu. Osnovnu $kolu zavriila sam u
Ivanovcu, a srednjokolsko obrazovanje nastavila sam u Cakovcu gdje sam 2015. godine
zavrSila jezicni smjer u Gimnaziji Josipa Slavenskog. Iste godine upisala sam integrirani
preddiplomski i diplomski nastavnic¢ki studij Biologije i kemije na Prirodoslovno-
matematiCkom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu.

2015. godine sudjelovala sam na Prvom hrvatskom simpoziju biologa u zdravstvu, a
2018. na 5. Simpoziju studenata kemicara. Tijekom studijskog obrazovanja aktivno sam
sudjelovala u izvedbi popularno-znanstvene manifestacije ,,Otvoreni dan Kemije* 2016., 2017.
i 2018. godine koja je dio cjelodnevnog dogadanja ,,Dan i no¢ na PMF-u“. 2019. godine
sudjelovala sam na radionici dr. Stuarta Kohlhagena, javnosti poznatijeg kao ,,The Science
Nomad*®, namijenjenoj uciteljima primarnog obrazovanja, uciteljima i nastavnicima tzv. STEM
predmeta, visokoskolskim nastavnicima te studentima uciteljskih i nastavnickih studija. 2020.
godine sam u sklopu kolegija Odrzivi razvoj u nastavi prirodoslovlja postala voditelj Programa
GLOBE. Tijekom zavr$ne godine studija odradila sam metodicku praksu iz biologije u
Gimnaziji Josipa Slavenskog u Cakovcu i metodi¢ku prasku iz kemije u VI. osnovnoj §koli u
Varazdinu gdje sam stekla iskustvo rada s u¢enicima. Kao voditeljica radionice za 7. i 8. razred
sudjelovala sam na Ljetnoj tvornici znanosti kojoj je cilj omogucditi djeci kontakt sa znanoS¢u
na njima prikladan i zabavan nacin §to je obogatilo moje iskustvo rada s djecom. Akademske
godine 2018./2019. bila sam ¢lan predsjednistva Udruge studenata Medimurja te sudjelovala u

realizaciji projekata ,,Kam na faks* 1 ,,Upoznajmo Medimurje*.
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