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Sazetak

Pesticidi su toksi¢ni spojevi koji imaju Stetne ucinke na ljudsko zdravlje i
okolis. U danasnje vrijeme, organofosfatni spojevi spadaju u najkoristeniju vrstu
pesticida. Veliki udio u njihovoj ukupnoj primjeni ima klorpirifos (CPF),
organofosfatni pesticid Sirokog spektra. Glavni mehanizam toksi¢nosti
organofosfatnih spojeva je ireverzibilna inhibicija acetilkolinesteraze (AChE),
kljucnog enzima za prijenos neurotransmitera acetilkolina. Uz Stetan ucinak na
AChE, postoje dokazi o porastu oksidacijskog stresa u organizmu nakon izlaganja
klorpirifosu. U ovom radu istrazen je ucinak niskih koncentracija klorpirifosa na
biomarkere subkroni¢ne toksi¢nosti kod Stakora. Svrha ovog i sli¢nih istrazivanja
je pridonijeti saznanjima o utjecaju pesticida na ljudsko zdravlje i okolis. Ispitali
smo Stetne ucinke niskih koncentracija koje su u realnim uvjetima prisutne u
izlozenog stanovnistva, zaposlenih u proizvodnji i primjeni Stetnih tvari, kao i one
koje se odnose na prihvatljivi dnevni unos i referentne doze pesticida. Zivotinje su
podijeljene u sedam skupina po pet jedinki. Cetiri skupine &takora tijekom 28 dana
primale su klorpirifos per os u razli¢itim dozama:0,000374 mg/kg tjelesne tezine
po danu (odgovara koncentraciji eng. ,residential exposure level", REL), 0,01
mg/kg tjelesne tezine po danu (odgovara koncentraciji prihvatljivog dnevnog
unosa eng. ,acceptable daily intake", ADI), 0,01572 mg/kg tjelesne tezine po danu
(odgovara koncentraciji eng. ,occupational exposure limit", OEL) i 0,1572 mg/kg
tjelesne tezine po danu (odgovara koncentraciji 10xOEL)). Preostale tri skupine
zivotinja bile su kontrolne (negativna, pozitivna i kontrola s otapalom). Istrazivani
parametri ukljucivali su mjerenje aktivnosti ukupnih kolinesteraza (ChE),
acetilkolinesteraze i butirilkolinesteraze (BChE). Takoder, mjereni su parametri
oksidacijskog stresa, razine reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) i lipidne
peroksidacije (LPO) te aktivhost antioksidacijskog enzima katalaze (CAT). Na
osnovi izmjerenih vrijednosti istrazivanih parametara zakljuCeno je da
svakodnevna oralna primjena CPF-a tijekom 28 dana rezultira inhibicijom ChE,
AChE i BChE, porastom razina ROS-ova i LPO te porastom aktivnosti CAT.

Kljucne rijeci: klorpirifos, acetilkolinesteraza, butirilkolinesteraza, oksidacijski stres



Abstract

Organophosphate compounds are currently the most used type of pesticides. A
large share of its administration involves chlopyrifos (CPF), a wide range
organophosphate pesticide. It is well-known that pesticides are toxic compounds
with harmful effects on human health and the environment. The main toxicity
mechanism of organophospate compounds is irreversible acetylcholinesterase
(AChE) inhibition, i.e. the inhibition of the primary channel for the distribution of
the neurotransmitter acetylcholine. Apart from toxic effects on AChE, there is also
evidence of an increase of oxidative stress in the organism, after chlorpyrifos
exposure. This study investigated the effect of chlorpyrifos on biochemical markers
of subchronic toxicity in rats. To investigate the influence of the pesticide on human
health and the environment, we tested low concentrations that matched real
exposure and were estimated on the basis of residential exposure levels,
acceptable daily intake and occupational exposure limit. Animals were divided into
seven groups of five animals. In four of the groups, the animals were orally
administrated chlorpyrifos at different dosages (0.000374 mg/kg b.w./day (REL),
0,01 mg/kg b.w./day (ADI), 0.01572 mg/kg b.w./day (OEL) and 0.1572 mg/kg
b.w./day (10xOEL)). The remaining three groups were control groups. The
parameters we investigated were overall cholinesterase (ChE),
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE). We also measured
parameters of oxidative stress, reactive oxygen species (ROS), lipid peroxidation
(LPO) and catalase (CAT), the antioxidative defence mechanism. The investigated
parameters showed certain harmful effects that exposure to CPF has on an
organism. Oral administration of chlorpyrifos throughout 28 days resulted in ChE,
AChE and BChE inhibition, increase od ROS levels and LPO, as well as with

increased CAT activity.

Key words: chlorpyrifos, acetylcholinesterase, butirilcholinesterase, oxidative stress
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1. Uvod

1.1 Klorpirifos

Iako se pesticidi stolje¢ima upotrebljavaju u poljoprivredi za proizvodnju
hrane, uklanjanje Stetnika i kontrolu Sirenja bolesti, njihova uporaba uzrokuje
ozbiljne posljedice na zdravlje organizama (1). Masovne i nekontrolirane upotrebe
pesticida uzrokovale su onecis¢enje okoliSa i povecanu opasnost za zdravlje,
uklju€ujudi akutna i kroni¢na otrovanja, osobito u zemljama u razvoju (2). Svake
godine upotreba pesticida uzrokuje preko tri milijuna slucajeva teskog otrovanja,
te viSe od 220.000 smrtnih ishoda (3). Veliki problem danasnjice je povecana
upotreba pesticida, dok njihov Stetni utjecaj na okolis i ljudsko zdravlje i dalje nije
dovoljno istrazen. Pesticidi su biocidne tvari koje su namijenjene za kontrolu i
suzbijanje Stetnika, a mogu biti prirodnog ili kemijskog podrijetla (4). Zbog visoke
insekticidne aktivnosti i umjerene toksi¢nosti organofosfatni spojevi spadaju u
najkoristeniju vrstu insekticida (1). Znacajan udio u ukupnoj primjeni insekticida

ima organofosfatni pesticid klorpirifos (CPF) (5).

Klorpirifos, kao insekticid Sirokog spektra, jedan je od najkoristenijih
organofosfornih pesticida u domacdinstvu i industriji, koji je u trziSnoj primjeni od
1965. (6). Svjetska zdravstvena organizacija klasificirala je CPF medu insekticide
I1. klase, tj. skupinu spojeva koji su umjereno Stetni za zdravlje organizama i okolis
(1). CPF se primarno metabolizira u jetri kroz nekoliko stupnjeva reakcije
posredovane specificnim citokrom P450 enzimima. Poput ostalih organofosfata,
klorpirifos inhibira aktivnost acetilkolinesteraze (AChE) u ciljnim tkivima kao Sto
su jetra, pluéa, mozak te takoder pokazuje inhibitorni u¢inak na AChE eritrocita.
Osim inhibicije AChE, poznato je da izlozenost CPF-u povecdava stvaranje reaktivnih

kisikovih vrsta, ¢ime pridonosi porastu razine oksidacijskog stresa u organizmu

(7).

Na Slici 1. prikazana je kemijska struktura klorpirifosa. Prema nomenklaturi
IUPAC-a, klorpirifos je O,0O-dietil O-3,5,6-trikloropiridin-2-il fosforotioat. Dobiva se
slozenom sintezom iz 3-metilpiridina, gdje naposljetku dolazi do reakcije 3,5,6-
trikloro-2-piridinola sa dietiltiofosforil kloridom (8).
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Slika 1. Kemijska struktura klorpirifosa; preuzeto iz ,Biodegradation of

Chlorpyrifos by Microbial Strains Isolated from Agricultural Wastewater", (2).

Klorpirifos je umjereno toksi¢an za ljude, a neke od posljedica trovanja su
znojenje, mucnine i glavobolje kod blazih trovanja, misi¢ne kontrakcije, slabost,
povracanje i smetnje vida kod umjerenih trovanja, dok prilikom teZih otrovanja
moze dodi do nesvjestice, paralize i guSenja uzrokovanog kolapsom pluéa (9).
Akutno trovanje visokim dozama klorpirifosa ili dugotrajna izlozenost niskim
dozama moze dovesti do raznih poremecaja u funkcioniranju ljudskog organizma.
Rezultati ranijih istrazivanja upucuju da su djeca podloznija utjecaju klorpirifosa
od odraslih iz razloga sto im je sposobnost detoksikacije i metaboliziranja spoja i
njegovih metabolita znatno manja nego u odraslih ljudi (10). Rezultati istrazivanja
takoder povezuju izlozenost klorpirifosu tijekom gestacijskog perioda ili djetinjstva
s nizom porodajnom tezinom djece, sporijim motori¢ckim razvojem i poremecajem
pozornosti te raznim kognitivhim i bihevioralnim promjenama (11). U odraslih
osoba koje su akutno izlozene klorpirifosu primijeceno je otezano disanje
uzrokovano opstrukcijom pluénih puteva, a takoder je zabiljezena i veca pojavnost

karcinoma pluc¢a nego u opcoj populaciji (12,13).



1.2. Mehanizmi toksi¢nog djelovanja klorpirifosa

1.2.1. Inhibicija kolinesteraza

Glavni mehanizam toksi¢nog djelovanja organofosfatnih pesticida zasniva se
na remecenju prijenosa neurotransmitera acetilkolina (ACh), Sto je njihov
primarni mehanizam djelovanja (14). Pri ulasku u tijelo klorpirifos prelazi u
klorpirifos-okson (CPF - okson), toksi¢ni oblik spoja, koji se ireverzibilno veze na
enzim acetilkolinesterazu (AChE) koja kontrolira prijenos medu ziv€éanim
stanicama. Prvi korak tijekom inhibicije je fosforiliranje enzima, Sto je analogno
hidrolizi supstrata ACh. Jedina razlika u odnosu na reakciju AChE sa supstratom je
u brzini reakcije s vodom, gdje je deacetilacija enzima znatno brza od

defosforilacije.

AChE (Acetilhidrolaza, Acetilkolinesteraza, EC 3.1.1.7) je enzim koji spada u
skupinu serinskih esteraza (15). FizioloSka uloga AChE je hidroliza
neurotransmitera ACh. ACh se iz sinapticke pukotine uklanja razgradnjom, a ne
difuzijom, pa njegovom hidrolizom AChE kontrolira prijenos Zzivéanih impulsa u
kolinergickoj sinapsi srediSnjeg i perifernog ziv€anog sustava (16). Prema brzini
hidrolize, AChE jedan je od najucinkovitijih enzima te je time hidroliza ACh
odredena samo brzinom njegove difuzije u aktivho mjesto enzima. AChE se
membrane eritrocita. Ovaj enzim u prirodi dolazi u nekoliko razli¢itih molekularnih

formi.

Neki organofosforni spojevi se ne defosforiliraju, dok je za druge
karakteristiCna spora, odnosno spontana reaktivacija. Spojevi nastali hidrolizom
organofosfatnih spojeva vise nisu ihibitori AChE. Kod fosforilacije AChE, uz
spontanu reaktivaciju, moze doci do dealkiliranja jedne alkoksi skupine na fosforu,
¢ime enzim postaje negativno nabijen te je onemoguéen nukleofilni napad vode.
Ta se pojava naziva ,starenje enzima". Razlikujemo dvije vrste inhibicije AChE
(17). Prva ukljucuje kovalentno vezanje spojeva, koji se koriste kao pesticidi, na
serin kataliticke trijade AChE te se naziva ireverzibilna inhibicija. Organofosfati
djeluju putem ireverzibilne inhibicije uslijed ¢ega su visoko toksi¢ni te uzrokuju
dugotrajnije posljedice (18). Druga je vrsta inhibicije reverzibilna inhibicija, gdje

se spojevi nekovalentnim interakcijama vezu na aktivni centar AChE. Primjer
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spojeva koji se reverzibilno vezu na AChE su karbamati. Oni su manje toksic¢ni od
organofosfornih spojeva zbog kraéeg trajanja negativnih posljedica na organizam

uzrokovanih njihovom primjenom (17,18).

Inhibicija enzima AChE dovodi do akumulacije ACh, jace i dugotrajne
signalizacije medu neuronima te naposlijetku iscrpljivanja neurona i grcéenja
misi¢a. Do pojave simptoma akutnog trovanja dolazi nakon Sto se inhibira 70%
aktivnosti AChE, a povrat funkcije postize se isklju¢ivo novom sintezom molekule
(19). Sto je veca razina inhibicije AChE, veca je vjerojatnost pojave simptoma
trovanja. Simptomi variraju od blazih koji ukljucuju slabost, mucnine i vrtoglavicu,
do ozbiljnijih kao Sto su nekontrolirane kontrakcije misi¢a, hipotenzija, spore
kontrakcije sréanog misiéa, te ukoliko se ne provede pravovremena i odgovarajuca
terapija, nastupa smrt. Takoder, teZina otrovanja ovisi i o trajanju izlozenosti CPF-

u, putu unosa u tijelo (oralno, dermalno) te koli¢ini CPF-a unesenog u organizam.

Opcenito je poznato da inhibicija AChE kao posljedica akutnog trovanja
organofosfatnim spojem ima po zivot opasne posljedice, no organofosfati inhibiraju
i drugi enzim tzv. nespecificnu kolinesterazu, butirilkolinesterazu ili BChE. Razlike
izmedu AChE i BChE ocituju se u fizikalno-kemijskim znacajkama, mjestu
nalazenja u organizmu te fizioloskoj funkciji. Za razliku od AChE, specificne za
hidrolizu acetatnih estera, BChE (E.C 3.1.1.8) hidrolizira butiratne estere, pa je
stoga nazvana pseudo ili nespecificnom kolinesterazom (16). Premda je dokazano
da i BChE moze hidrolizirati ACh u sinapsi, njezin specifi¢ni supstrat jos uvijek nije
pronaden. Iako njegova fizioloSka uloga nije u potpunosti razjasSnjena, poznato je
da BChE sudjeluje u metabolizmu lipida te diferencijaciji i rastu ziv€anog tkiva
(20). BChE se u viSoj koncentraciji nalazi u srediSnjem i perifernom ziv€éanom
sustavu, cerebrospinalnoj tekudini te u crijevima, plu¢ima, gusteradi i jetri, gdje

se i sintetizira.
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1.2.2. Mehanizmi toksic¢nosti neovisni o inhibiciji kolinesteraza

CPF moze utjecati i na druge neurotransmitere, enzime i puteve stani¢ne
signalizacije Ciji opseg i mehanizmi djelovanja jos uvijek nisu dovoljno prouceni,
te postoji mogucnost njegova Stetnog ucinka i u nizim dozama od onih potrebnih
za inhibiciju acetilkolinesteraze. Istrazivanja na stani¢nim kulturama i glodavcima
pokazala su da niske doze CPF-a uzrokuju promjene u serotoninskoj signalizaciji,
Sto dovodi do pojave simptoma depresije (21). Prilikom trovanja, takoder dolazi
do ireverzibilne inhibicije enzima koji su zasluzni za razgradnju endokanabinoida
Sto dovodi do porasta razine endokanabinoida u mozgu i kanabioidno-specifi¢nog

ponasanja (22).

Poznato je da CPF uzrokuje povecanje stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta
(ROS), te time uzrokuje oksidacijski stres u organizmu (7). Oksidacijska osteéenja
primarno nastaju zbog produkcije ROS-ova koji naruSavaju integritet stanicne
membrane, te uzrokuju lipidnu peroksidaciju (LPO) (23). Organizam ima nekoliko
razliCitih mehanizama obrane od oste¢enja nastalih oksidacijskim stresom.
Najpoznatiji su antioksidacijski enzimi superoksid dismutaza (SOD), glutation
peroksidaza (GPx) i katalaza (CAT), cija se aktivhost mijenja u prisutnosti

pesticida, ukljucujudi i CPF.

1.2.2.1 Reaktivne kisikove vrste

Oksidacijski stres je Stetan proces u organizmu koji nastaje zbog stvaranja
prekomjerne koli¢ine ROS-ova u odnosu na sposobnost njihovog uklanjanja putem
antioksidansa (24). ROS su spojevi kisika koji u svojoj strukturi sadrze nespareni
elektron. Neke od vrsta ROS-a su superoksidni anion, singlet kisika, hidroksil
radikal te vodikov peroksid, a u tijelu nastaju tijekom mitohondrijskog
oksidacijskog metabolizma kao i zbog odgovora organizma na ksenobiotike,
citokine te prisutnost bakterija. Oksidacijski stres rezultira oStecenjem
makromolekula te je povezan s razliCitim bolestima i stanjima, primjerice

neurodegeneracijom, starenjem i nastankom tumora (25).
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Slika 2. Elektronska struktura reaktivnih kisikovih spojeva; po uzoru
na ,Held P. An introduction to reactive oxygen species. BioTek White Pap. 2010, 1-
14.", (26)

1.2.2.2 Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija je metabolicki proces u kojem reaktivne kisikove vrste
uzrokuju oksidacijsko ostecenje lipida (27). Iako je LPO proces koji se u malim
koliCinama prirodno odvija u tijelu, ona takoder ima vaznu ulogu u razvoju bolesti
u odraslih i djece. Tijekom procesa LPO reaktivne kisikove vrste stupaju u reakcije
s viSestruko nezasi¢enim masnim kiselinama u membranama Sto uzrokuje lanc¢anu

reakciju njihovog samounistenja (10).

INICIUACHA RN

RH 0, oo"

AN, . N NN .

. e P peroksil radikal
R NN
lipidni radikal
PROPAGACUA
oo"® OOH

HWH'+ HWH' _— - HW\H' + HWH'

lipidni hidroperoksid

Slika 3. Proces lipidne peroksidacije; po uzoru na ,Boots AW, van Berkel
JIBN, Dallinga JW, Smolinska A, Wouters EF, van Schooten FJ. The versatile use
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of exhaled volatile organic compounds in human health and disease. J Breath Res.
2012", (28)

Unistenje lipidnih membrana te krajnji produkti takve reakcije osobito su
opasni za prezivljenje samih stanica te narusavaju funkcije organa. Enzimi kao Sto
su katalaza i superoksid dismutaza te ne-enzimatski prirodni antioksidansi kao sto
su vitamini A i E Stite organizam od Stetnog ucinka LPO. Medutim, ukoliko su
nadvladani, nastupa proces LPO. Kako je LPO samoreproduciraju¢a lancana
reakcija, oksidacija tek nekoliko lipidnih molekula moze dovesti do znacajnog
oStecenja tkiva.

1.2.2.3 Katalaza (CAT)

Enzim CAT odgovoran je za razgradnju vodikovog peroksida na vodu i kisik
(29).

0,

_/

Katalaza

2H202 N = ZHZO

Slika 4. enzimska reakcija katalaze; razlaganje vodikovog peroksida na kisik i
vodu; po uzoru na ,P. Z, A. R, W. J, Cho J, Henderson M, T. T. Current Therapeutic
Modalities, Enzyme Kinetics, and Redox Proteomics in Traumatic Brain Injury. In: Sadaka
F, editor. Traumatic Brain Injury. InTech,; 2014", (30,31).

CAT ima zastitnu ulogu u gotovo svim bakterijskim, biljnim i Zivotinjskim
stanicama, te je dio antioksidativnog zastitnog mehanizma. Njezina je uloga u
organizmu obrana stanica i tkiva od oksidacijskog stresa uzrokovanog ROS-ovima.

Kod sisavaca se najvedi dio enzima katalaze nalazi u jetri.
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1.3 Toksikokinetika i toksikodinamika klorpirifosa

Prilikom ulaska u organizam klorpirifos prolazi kroz metabolicku aktivaciju u
jetri (32). Metabolicka aktivacija posredovana je enzimima iz skupine citokroma P
450 uz koje CPF prelazi u CPF - okson, (33). CPF - okson , aktivhi metabolit,
najzasluzniji je za inhibiciju ne samo AChE, ve¢ i ostalih B - esteraza kao Sto su
BChE i karboksilesteraza. Paraoksonaza 1 (PON 1) katalizira hidrolizu CPF-oksona
i time ga prevodi u netoksi¢ne metabolite dietilfosfat (DEP) i 3,5,6 trikloropiridinol
(TCPy) (34). Takoder, inhibicija B - esteraza CPF - oksonom moze rezultirati
stvaranjem netoksi¢nih metabolita DEP i TCPy (35).

Ucinak CPF-a na inhibiciju AChE razlikuje se ovisno o nadinu njegova unosa
u organizam (36). Rezultati dosadasnjih istrazivanja pokazuju veéu razinu
inhibicije AChE nakon subkutane primjene CPF-a u odnosu na oralnu primjenu
(37). Smatra se da je razlog tome sporo i kontinuirano otpustanje CPF-a u tijelo,
spora sekvestracija CPF-a te lokalizirano metaboliziranje CPF-a u CPF - okson u
mozgu (37,38). Za razliku od subkutane, kod oralne primjene CPF-a moguce je da
CPF prolazedi kroz stijenke crijeva, a potom prolazedi kroz jetru brze podlijeze
detoksifikaciji (39). Suprotno, u slucajevima oralne primjene favorizirana je
aktivacija CPF.
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Slika 5. Shema metabolizma klorpirifosa i njegovih metabolita; klorpirifos -
oksona, triklorpiridinola, dietilfosfata i dietiltiofosfata; po uzoru na "“Timchalk C, Poet TS,
Kousba AA. Age-dependent pharmacokinetic and pharmacodynamic response in

preweanling rats following oral exposure to the organophosphorus insecticide chlorpyrifos.
Toxicology. 2006,220(1):13-25.", (40).
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2. Cilj rada

Klorpirifos (CPF), organofosfatni insekticid Sirokog spektra, danas je jedan od
najkoristenijih pesticida. Glavni mehanizam djelovanja CPF-a, kao i ostalih
organofosfata, je inhibicija aktivnosti AChE u ciljnim tkivima kao Sto su jetra, pluéa,
mozak i eritrociti. Osim inhibicije AChE, poznato je da uporaba pesticida povecava
produkciju ROS-ova, te time pridonosi oksidacijskom stresu u organizmu. Takoder
zbog posljedica oksidacijskog stresa izazvanih izlaganjem CPF-u, dolazi i do
porasta aktivnosti antioksidacijskih sustava u organizmu. Ovo je istrazivanje
provedeno na modelu Wistar Stakora koji su tijekom 28 dana u laboratorijskim
uvjetima izlagani niskim koncentracijama klorpirifosa. Specifi¢ni ciljevi istrazivanja

bili su:

1. Ispitati utjecaj klorpirifosa na aktivnost ukupnih kolinesteraza u plazmi,

mozgu i jetri

2. Ispitati utjecaj klorpirifosa na aktivhost acetilkolinesteraza u plazmi,
mozgu, jetri i eritrocitima.

3. Ispitati utjecaj klorpirifosa na aktivnost butirilkolinesteraze u plazmi,
mozgu i jetri.

4. Ispitati utjecaj klorpirifosa na razinu lipidne peroksidacije u plazmi, mozgu
i jetri.

5. Ispitati utjecaj klorpirifosa na koliCinu reaktivnih kisikovih spojeva u

plazmi, mozgu i jetri.

6. Ispitati utjecaj klorpirifosa na aktivnost katalaze u plazmi, mozgu i jetri.
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3. Materijali i metode

3.1. Priprema radnih otopina klorpirifosa

Spoj  klorpirifos  (0O,O-dietil  0O-3,5,6-trikloropiridin-2-il  fosforotioat)
(Chlorpyriphos PESTANAL, Sigma Aldrich) je organofosfatni insekticid,
molekularne formule CoH1:CIsNOs3PS.
Ishodna otopina klorpirifos-etila (5 mg/mL) pripremljena je u 100% - tnom etanolu
(EtOH), a potom razrijedena destiliranom vodom u omjeru 1:1 kako bi se dobila
otopina koncentracije 2,5 mg/mL iz koje su na tjednoj bazi pripremane svjeze
radne otopine koncentracije 0,0001122 mg/ml (odgovara koncentraciji kojoj je
izlozeno stanovnistvo, tj. REL - ,residential exposure level"), 0,003 mg/mL
(odgovara koncentraciji prihvatljivog dnevnog unosa, tj. ADI - ,acceptable daily
intake™) i 0,004716 mg/mL (odgovara koncentraciji prisutnoj u profesionalnoj
izlozenosti, tj. OEL - ,occupational exposure limit"). U svrhu pripreme radne
otopine koncentracije 0,04716 mg/mL (10xOEL) otopljeno je 5 mg CPF u 1 mL 5%
EtOH te je potom razrjedenjem dobivena ishodna otopina koncentracije 0,1

mg/mL.

3.2. Izvor enzima i mjerni instrumenti

Kao izvor enzima koristeni su nativni Stakorski eritrociti dva puta isprani
fizioloSkom otopinom i potom nadopunjeni fizioloSkom otopinom na pocetni
volumen krvi. Tijekom mjerenja enzimske aktivnosti eritrociti su bili razrijedeni 10
puta u natrij-fosfathom puferu.

Za mjerenje je koristen UV-VIS spektrofotometar Cecil 9000 (Cecil

Instruments Ltd., Velika Britanija).

3.3. Dizajn eksperimenta

Odredivanje subkroni¢ne toksicnosti klorpirifosa provedeno je na muzjacima
Stakora (soj Wistar) starosti 3 mjeseca. Tijekom svih eksperimenata Zivotinje su
boravile u makrolonskim kavezima pod kontroliranim uvjetima (periodi¢na izmjena
svjetla svakih 12 sati, temperatura 24 °C) sa slobodnim pristupom hrani (4RF21,

Mucedola, Italija) i vodi. Eksperimenti su provedeni u skladu s etickim nacelima i
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odobreni od povjerenstva Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada,
Zagreb, Hrvatska.

Kako bi se istrazio ucinak klorpirifosa na oksidacijski stres, aktivnost ChE i
aktivnost AChE u trovanih Stakora, zivotinje su nasumice podijeljene u skupine po

pet jedinki te su pojedine skupine tretirane na sljedeci nacin:

Skupina 1: REL per os primjena CPF-a u dozi od
0,000374 mg/kg t.m. dnevno
Skupina 2: ADI per os primjena CPF-a u dozi od 0,01
mg/kg t.m. dnevno
Skupina 3: OEL per os primjena CPF-a u dozi od
0,01572 mg/kg t.m. dnevno
Skupina 4: 10xOEL per os primjena CPF-a u dozi od 0,1572 mg/kg
t.m. dnevno

Skupina 5 (negativna kontrola): Zivotinje su imale stalan pristup vodi za
pi¢e, ali zbog podvrgavanja istom tretmanu (,stresu™) dnevno
su dobivale i 1 mL vode putem sonde.

Skupina 6 (pozitivha kontrola): Tretman zivotinja etil metansulfonatom
(EMS) u dozi od 300 mg/kg t.m. dnevno proveden je posljednja
tri dana pokusa

Skupina 7 (kontrola otapalo): Per os primjena otopine etanola koncentracije
0,03% (v/v) u fizioloSkoj otopini.

Zivotinje su zrtvovane nakon 28 dana tretiranja. Anestezirane su
intraperitonealnim (i.p.) ubrizgavanjem otopina Narketan, 80 mg/kg t.m. i
Xylapan, 12 mg/kg t.m. Nakon otvaranja trbusne Supljine i prsnog kosa iz
desne pretklijetke srca uzeto je cca 5-7 mL krvi u hepariniziranu epruvetu.
Plazma je izdvojena nakon centrifugiranja uzoraka krvi (3000 okretaja min,
10 min). Eritrociti su Ccetiri puta isprani fizioloSkom otopinom i potom
nadopunjeni fizioloskom otopinom na pocetni volumen krvi. Zivotinjama su
nakon iskrvarenja odstranjeni mozak i jetra i potom isprani u hladnom PBS
puferu. Svi uzorci pohranjeni su na -20 °C do analize.
Uzorci tkiva mozga i jetre homogenizirani su neposredno prije analize u 50

mM K-fosfatnom puferu (pH=7,4) uz dodatak 1 mM EDTA.
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U homogenatima mozga (40 mg mL?) i jetre (100 mg mL?* i 200 mg mL?)
odredivane su aktivnosti ChE, AChE i BChE, koncentracija produkata LPO,
koncentracija ROS-ova i koncentracija ukupnih proteina. Homogenati mozga i jetre
(100 mg/mL) centrifugirani su 30 min na 14000 rpm na 4°C da bi se dobio

supernatant koji je koriSten za odredivanje aktivnosti katalaze.

3.4. Metode mjerenja aktivnosti kolinestaraza

Sva mjerenja aktivnosti ChE provedena su u 0,1 mol L fosfatnom puferu
(pH = 7,4) spektrofotometrijskom metodom po Ellmanu (41) u prisutnosti 1,0
mmol Lt ATCh kao supstrata, u vremenskom rasponu 1-3 minute. Hidrolizom ATCh
nastaju tiokolin i octena kiselina (Slika 3.1.a) (41). Mjerenje brzine reakcije
zasniva se na reakciji tiokolina s tiolnim reagensom DTNB-om (Slika 3.1.b). U
reakciji nastaje zuto obojeni anion 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline koji maksimalno
apsorbira na 412 nm. Brzina njegovog nastajanja prati se porastom apsorbancije

(AA) na toj valnoj duljini.

o O
a) i ,L/ + H,0 acetilkolinesteraza + ,L/ - oH*
IS RN o B AN
ATCh octena kiselina tiokolin

COO”

o
coo- -
2 l!l" + ? NO, S\3/\/'\1\\
_S/\/ \\ S —_— - + O,N
NO,

tiokolin S coo
CoO

DTNB TNB anion

Slika 3.1. Ellmanova metoda: a) enzimskom hidrolizom acetiltiokolina oslobada
se tiokolin, b) tiokolin potom reagira s DTNB-om pri ¢emu se oslobada Zuti anion
5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline (TNB").

Mjerenje aktivhosti AChE provedeno je istom metodom, gdje je prije dodatka
acetiltiokolina u reakcijsku smjesu dodan etopropazin koji selektivnho inhibira
BChE. Aktivhost BChE dobivena je razlikom aktivnosti ukupnih ChE i AChE.

Aktivhost enzima ChE i AChE u svakom uzorku mjerena je tri puta te je kao

rezultat uzeta srednja vrijednost tih mjerenja. Aktivnost ChE i AChE izrazena kao

20



umol supstrata hidroliziranoga u minuti po mililitru plazme odnosno supernatanta

izracunata je pomocu jednadzbe:

. dA Vv x10°
umol/min/mL = IU mL*? =Exm
gdje je:
dA

i promjena ekstinkcije u vremenu

V = volumen uzorka (3,0 mL)

E = koeficijent ekstinkcije za 5-tio-2-nitrobenzoat (1,36x10* L mol* cm™)
B = volumen uzorka

D

Dobivene vrijednosti za aktivhost ChE u plazmi odnosno AChE u homogenatima,

duljina puta svjetlosti (1,0 cm)

eritrocitima i plazmi stakora izrazene kao IU mL™? preracunate su na IU Qproteina .
p

3.5. Odredivanje koncentracije produkata lipidne peroksidacije

Malondialdehid (MDA), sekundarni produkt lipidne peroksidacije, odreden je
u uzorcima plazme te homogenatima mozga i jetre Stakora spektrofotometrijskom
metodom po Drury-u pomocu tiobarbiturne kiseline (TBA) (42). Bududi da TBA
reagira i s drugim aldehidima, osim MDA, rezultati mjerenja koncentracije
produkata lipidne peroksidacije izrazeni su kao tiobarbiturni reaktivni spojevi
(engl. thiobarbituric acid reactive substances, TBARS).

Kao standard pri izradi bazdarnog dijagrama koristen je 1,1,3,3-
tetrametoksipropan (TMP) (Sigma Aldrich, Njemacka) u koncentraciji od 1,5175
do 30,35 pmol L!. Reakcijska smjesa za odredivanje koncentracije TBARS
sadrzavala je 50 uL uzorka (standarda ili uzorka plazme odnosno homogenata
tkiva), 5 uL 0,2 %-tnog butiliranog hidroksitoluena (BHT; Sigma Aldrich,
Njemacka), 750 uL 1 %-tne fosfatne kiseline (H3sPO4; Kemika, Hrvatska), 250 uL
0,6 %-tne otopine TBA (Sigma Aldrich, Njemacka) i 445 uL redestilirane vode.
Nakon kratkotrajnog mijesanja na vorteksu uzorci su inkubirani u vodenoj kupelji
na temperaturi od 90 °C tijekom 30 min. Po zavrSetku inkubacije, epruvete sa
uzorcima ohladene su pod mlazom hladne vode i spektrometrijski je izmjerena
apsorbancija pri 532 nm. Koncentracija TBARS u uzorcima plazmi i tkiva ocitana

je iz bazdarnog dijagrama i izrazena kao pmol L.
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3.6. Odredivanje koncentracije ukupnih reaktivnih kisikovih
spojeva

Koli¢ina ROS-ova u plazmi i homogenatima tkiva mjerena je pomocu
2,7,-dikloroflorescin diacetata (DCFDA) koji se konvertira u fluorescentni DCF
pod utjecajem stani¢nih peroksidaza (ukljucujué¢i vodikov peroksid) i
dihidroetidija (DHE), koji se konvertira u fluorescentni spoj pomocu superoksid
radikala. Reakcija je provedena metodom po Socci-ju (43). 1%-tni homogenat
tkiva pripremljen je razrijedenjem homogenata koncentracije 100 mg/mL u
hladnom 50 mM PBS puferu (pH 7,4). Uzorci od 0,07 mL pufera i 0,03 mL 1%-
og homogenata pipetirani su u jazice mikrotitarske plocice s 96 jazica na koje
je potom pipetirano 20 uL 0,12 mM DCFDA ili 0,12 mM DHE boje u PBS-u.
Konac¢no razrijedenje homogenata tkiva u jazicama bilo je 0,25%, dok je
konacna koncentracija fluorescentne boje bila 20 puM. Kontrole za uzorke
homogenata pripremljene su bez dodavanja DCFH-DA ili DHE, a kontrola za
autofluorescenciju boje pripremljena je bez dodavanja boje. Uzorci su
inkubirani 30 min na 37°C. Fluorescencija je mjerena ekscitacijom na valnim
duljinama od 488 nm i 525 nm koristec¢i CitaC mikrotitarskih plocica Victor
(Perkin-Elmer, Velika Britanija).

Koli¢ina ROS-ova u plazmi mjerena je primjenom 2,7,-dikloroflorescin
diacetata (DCF-DA). DCF-DA hidroliziraju stani¢ne esteraza pri cemu nastaje
2,7-diklorodihidrofluorescin, kojim potom oksidira do 2,7-diklorofluorescina
(DCF) u prisutnosti hidroksilnih radikala (43). 10%-tni uzorci plazme
pripremljeni su razrijedenjem 1 dijela plazme sa 9 dijelova hladnog PBS-a (pH
7,4). Uzorci od 0,1 mL 10%-tne razrijedene plazme pipetirani su u jazice
mikrotitarske polocice te im je dodano 20 uL 0,12 mM DCFDA boje u PBS-u.
Konacno razrijedenje krvne plazme u jazicama iznosilo je 8,3%. Kontrola za
fluorescenciju boje pripremljena je bez dodavanja boje u jazice. Uzorci su
inkubirani 30 min na 37°C i analizirani pomocu citaca VictorTM multiplate
reader na ekscitacijskoj valnoj duljini od 485 nm i emisijskoj valnoj duljini od

535 nm. Podaci su izrazeni kao fluorescencijske arbitrarne jedinice (AU).
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3.7. Odredivanje aktivnosti katalaze

KatalitiCka aktivhost CAT-e moze se odrediti spektrofotometrijski
mjerenjem razgradnje vodikovog peroksida (H.02) zbog ¢ega dolazi do pada
apsorbancije na 240 nm (UV podrucje). Razlika apsorbancije u jedinici
vremena jest mjera kataliticke aktivnosti CAT-e. Sto se vise CAT-e nalazi u
uzorku, veca je razgradnja H.O; te ¢e razlika u apsorbanciji unutar odredenog
vremenskog intervala biti veca.

Kataliticka aktivnost CAT-e odredena je prema metodi koju je opisao
Aebi (44). Uzorak homogenata jetre ili mozga razrjeduje se fosfatnim puferom
(50 mM, pH 7,0) 500 puta, odnosno 5 puta. Nakon toga 2,0 ml razrijedenog
uzorka pomijesa se sa 1,0 mL H>O. (830 mM). Apsorbancija svakog uzorka
mjeri se prema svojoj slijepoj probi koja se sastoji od 2,0 ml razrijedenog
uzorka i 1,0 mL fosfatnog pufera (50 mM, pH 7,0), te se uzorci tijekom
pripreme konstantno drze na ledu. Pad apsorbancije prati se tijekom 30 sec na
25°C pri valnoj duljini od 240 nm. Aktivhost CAT-e izraCuna se pomocu

molarnog ekstincijskog koeficijenta 40 mM cm™.

Aktivnost enzima u svakom uzorku mjerena je tri puta te je kao rezultat
uzeta srednja vrijednost tih mjerenja. Aktivnost CAT-e izrazena kao umol supstrata
hidroliziranoga u minuti po mililitru plazme odnosno supernatanta tkiva izracunata

je pomocu jednadzbe:

ﬂxrazr.xlOOOxVuk

mol/min/mL = IU ml?! =
H / / ExdxXVuzorka

gdje je:
AA= Ao - Azp
Vuk = volumen reakcijske smjese
E = koeficijent ekstinkcije (40 mM*t cm, 240nm, 25°C)
d=1cm
Dobivene vrijednosti za aktivhost CAT-e u plazmi odnosno u supernatantima tkiva

izrazene kao IU mL? preracunate su na IU gproteina™t.
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3.8. Odredivanje kolicine hemoglobina u eritrocitima

Koli¢ina hemoglobina u eritrocitima mjerena je na 540 nm (Cary 50 UV-
Vis, Varian Inc. CA, USA) pomocu standardne cijanmethemoglobin metode
koriste¢i standard hemiglobincijanid (45). Da bi se verificirao postupak,

mjerenje hemoglobina ponovljeno je tri puta.

3.9. Odredivanje koncentracije ukupnih proteina metodom po
Bradfordu

Ukupni proteini u uzorcima plazme i tkiva Stakora odredeni su metodom
po Bradfordu koja se temelji na vezanju boje Coomassie Brilliant Blue na
aminokiselinske ostatke proteina u kiselom mediju (46).
Kao standard pri izradi bazdarnog dijagrama koristen je albumin govedeg
seruma (Sigma Chemical Co., SAD) u koncentraciji od 0,2 do 1,0 mg mL™.
Otopina boje (Serva-Blue G; Serva, Njemacka) pripremljena je otapanjem 22
mg Serva-Blue G u 20 mL 96 %-tnog etanola (Kemika, Hrvatska), 40 ml 85
%-tne orto-fosfatne kiseline (Kemika, Hrvatska) i 340 ml redestilirane vode.
Profiltrirana otopina cuva se 3-4 tjedna na sobnoj temperaturi. Reakcijska
smjesa sadrzana od 20 pL uzorka (standarda ili uzorka plazme odnosno
homogenata ili supernatanta tkiva), 20 uL mravlje kiseline (Kemika, Hrvatska)
i 960 pL boje inkubirana je 10 min pri sobnoj temperaturi te je potom
izmjerena apsorbancija pri 595 nm prema slijepoj probi koja je umjesto uzorka
sadrzavala isti volumen redestilirane vode. Koncentracija proteina u uzorku
ekstrapolirana je iz bazdarnog dijagrama pri ¢emu je uzet u obzir faktor

razrjedenja uzorka.

3.10. Statisticka obrada rezultata

Podaci su analizirani u programu Excel i Statistica 12 te su obradeni Kruskal
Wallis testom pri ¢emu su P vrijednosti manje od 0,05 smatrane statisticki
znacajnima. Rezultati mjerenja pojedinih biomarkera prvotno su obradeni
primjenom deskriptivne statistike. Podaci su prikazani u obliku srednje vrijednosti

s pripadajuc¢im standardnim devijacijama.
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4. Rezultati

Kako bi se istrazio ucinak insekticida CPF-a, Wistar Stakori su tijekom 28 dana
per os dobivali CPF u Cetiri razli¢ite doze. Pokusne zivotinje tretirane CPF-om nisu
pokazale klinicke znakove i simptome toksi¢nosti. Medutim, kako bi se ispitao
mogudi Stetni ucinak dugotrajne izlozenosti zivotinja niskim dozama CPF-a na
biokemijske markere toksi¢nosti u tkivima/organima tretiranih Zivotinja, odredeni
su aktivnost ukupnih ChE, aktivnost AChE, aktivnhost BChE, razina LPO, razina
ukupnih ROS-ova te aktivhost CAT-e. Izmjereni su odabrani parametri te su potom
pojedine skupine usporedene sa negativhom i pozitivhom kontrolom, skupinom

koja je dobivala otapalo te medusobno.

4.1. Ucinak klorpirifosa na aktivnost ukupnih kolinesteraza (ChE)

Istrazen je ucinak oralne primjene CPF-a tijekom 28 dana na aktivnost
ukupnih ChE u plazmi te mozgu i jetri Stakora (Slika 6.). Izlozenost CPF-u nije
znacajno utjecala na aktivnost ukupnih ChE u plazmi i mozgu u odnosu na
kontrolnu skupinu. Medutim, u jetri stakora izlaganih CPF-u uocen je vedi stupanj
inhibicije kolinesteraza u usporedbi s negativhom kontrolom. Inhibicija je u odnosu
na negativnu kontrolu uocena u svim tretiranim skupinama, dok je najveci stupanj
inhibicije ChE uocen u skupini zivotinja tretiranih s najve¢om dozom CPF-a od

0,1572 mg/kg tjelesne tezine po danu.
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Slika 6. Ucinak tretmana klorpirifosom na aktivnost ukupnih kolinesteraza u
plazmi (A), mozgu (B) i jetri (C) Stakora. Zivotinje su bile izlozene dozama od
0,000374 mg/kg tjelesne tezine po danu (REL), 0,01 mg/kg tjelesne tezine po danu (ADI),
0,01572 mg/kg tjelesne tezine po danu (OEL) i 0,1572 mg/kg tjelesne tezine po danu
(10xOEL). Zivotinje u skupini negativne kontrole tretirane su svakodnevno sa 1 ml
destilirane vode, pozitivnha kontrola je posljednja tri dana pokusa tretirana sa 300 mg/kg
tjelesne tezine po danu etilmetansulfonata (EMS ), skupina otapalo tretirana je sa 1 ml
0,03%-tnog (v/v) etanola u fizioloSkoj otopini. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
i standardna devijacija. Razlika izmedu tretiranih skupina i odgovarajuéih kontrola te

tretiranih skupina medusobno testirana je uporabom Kruskal — Wallis testa (P < 0,05).

4.2. Ucinak klorpirifosa na aktivnost acetilkolinesteraze (AChE)

Izlaganje Stakora CPF-u nije dovelo do inhibitornog ucinaka na aktivnost
AChE u plazmi (Slika 7.). Nasuprot tome, tretman CPF-om rezultirao je inhibicijom
AChE u eritrocitima, mozgu i jetri. U eritrocitima je najveca razina inhibicije AChE
uocena u skupini zivotinja tretiranih dozom 0,01572 mg/kg tjelesne tezine po
danu (OEL). U mozgu je uocena inhibicija u skupinama zivotinja tretiranih dozama
OEL i 10xOEL. Najveca razina inhibicije vidljiva je u jetri. CPF primjenjen u svim
dozama pokazao je inhibitorni ucinak na aktivhost AChE u jetri, pri ¢emu je
izlozenost dozi od 10xOEL CPF-a rezultirala statisticki znacajnom razinom inhibicije

usporedbi s negativnhom kontrolom.
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Slika 7. Ucinak tretmana klorpirifosom na aktivnost acetilkolinesteraze u plazmi
(A), mozgu (B) i jetri (C) $takora. Zivotinje su bile izloZzene dozama od 0,000374 mg/kg
tjelesne tezine po danu (REL), 0,01 mg/kg tjelesne tezine po danu (ADI), 0,01572 mg/kg
tjelesne tezine po danu (OEL) i 0,1572 mg/kg tjelesne tezine po danu (10xOEL) klorpirifosa
per os tijekom 28 dana. Zivotinje u skupini negativne kontrole tretirane su svakodnevno
sa 1 ml destilirane vode, pozitivha kontrola je posljednja tri dana pokusa tretirana sa 300
mg/kg tjelesne tezine po danu etilmetansulfonata (EMS ), skupina otapalo tretirana je sa
1 ml 0,03%-tnog (v/v) etanola u fizioloskoj otopini. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost i standardna devijacija. Razlika izmedu tretiranih skupina i odgovarajucih
kontrola te tretiranih skupina medusobno testirana je uporabom Kruskal - Wallis testa.
Statisticki znacajne razlike (P < 0,05) su: *u usporedbi s NK; °u usporedbi sa Stakorima

tretiranim otapalom.

4.3. Ucinak klorpirifosa na aktivnost butirilkolinesteraze (BChE)

CPF je pokazao inhibitorni ucinak i na aktivhost BChE. U plazmi tretiranih
Zivotinja uocen je najnizi stupanj inhibicije u usporedbi s mozgom i jetrom, dok je
najveca inhibicija u plazmi uo¢ena kod OEL doze od 0,01572 mg/kg tjelesne tezine
po danu (Slika 8.). Za razliku od niske razine inhibicije koju CPF ima na AChE u
mozgu, nije uocen inhibitorni u¢inak na aktivnost BChE. Kao i u slu¢aju inhibicije
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aktivnosti AchE, najvecéa razina inhibicije aktivnosti BChE uocena je u jetri i to u
skupini zivotinja tretiranih s dozama od 0,000374 mg/kg tjelesne tezine po danu
(REL) i 0,1572 mg/kg tjelesne tezine po danu (10xOEL). Medutim, te vrijednosti

nisu statisticki znacajno odstupale u odnosu na negativnu kontrolu.
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Slika 8. Ucinak tretmana klorpirifosom na aktivnost butirilkolinesteraze uplazmi

hE (IU/gp!

(A), mozgu (B) i jetri (C) $takora. Zivotinje su bile izlozene dozama od 0,000374 mg/kg
tjelesne tezine po danu (REL), 0,01 mg/kg tjelesne tezine po danu (ADI), 0,01572 mg/kg
tjelesne tezine po danu (OEL) i 0,1572 mg/kg tjelesne teZine po danu (10xOEL). Zivotinje
u skupini negativne kontrole tretirane su svakodnevno sa 1 ml destilirane vode, pozitivna
kontrola je posljednja tri dana pokusa tretirana sa 300 mg/kg tjelesne tezine po danu
etilmetansulfonata (EMS ), skupina otapalo tretirana je sa 1 ml 0,03%-tnog (v/v) etanola
u fizioloSkoj otopini. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i standardna devijacija.
Razlika izmedu tretiranih skupina i odgovarajucih kontrola te tretiranih skupina medusobno

testirana je uporabom Kruskal - Wallis testa (P < 0,05).
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4.4. Ucinak klorpirifosa na razinu lipidne peroksidacije (LPO)

Uz ucdinak koji CPF ima na aktivhost ChE, ispitan je ucinak na druge
biomarkere njegove toksi¢nosti kao Sto je LPO (Slika 9.). Razine LPO izmjerene u
mozgu kod svih pokusnih skupina zanemarive su u odnosu na pozitivhu kontrolu.
LPO je bila poviSena u plazmi i jetri. Najveca razina LPO u plazmi izmjerena je u
skupini zivotinja tretiranih sa dozom OEL od 0,01572 mg/kg tjelesne tezine po
danu, ali i u skupinama koje su primale doze REL, ADI i 10xOEL u odnosu na
negativnu i pozitivhu kontrolu. Takoder, sli¢no kao i u plazmi, najveca razina LPO
u jetri ponovo je uoCena kod skupine zivotinja tretiranih sa dozom od 0,01572
mg/kg tjelesne tezine po danu (OEL), te je odredeni porast vidljiv u skupini koja
je primala dozu ADI u odnosu na kontrole. Kod skupina koje su primale doze REL

i 10xOEL nije zamijecen porast razine LPO.
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Slika 9. Utjecaj tretmana klorpirifosom na razinu lipidne peroksidacije u plazmi
(A), mozgu (B) i jetri (C) Stakora. Zivotinje su bile izlozene dozama od 0,000374 mg/kg
tjelesne tezine po danu (REL), 0,01 mg/kg tjelesne tezine po danu (ADI), 0,01572 mg/kg
tjelesne tezine po danu (OEL) i 0,1572 mg/kg tjelesne tezine po danu (10xOEL) klorpirifosa
per os tijekom 28 dana. Svaka skupina sadrzavala je pet jedinki. Zivotinje u skupini
negativne kontrole tretirane su svakodnevno sa 1 ml destilirane vode, pozitivha kontrola

je posljednja tri dana pokusa tretirana sa 300 mg/kg tjelesne tezine po danu
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etilmetansulfonata (EMS ), skupina otapalo tretirana je sa 1 ml 0,03%-tnog (v/v) etanola
u fizioloskoj otopini. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i standardna devijacija.
Razlika izmedu tretiranih skupina i odgovarajucih kontrola te tretiranih skupina medusobno
testirana je uporabom Kruskal — Wallis testa. Statisticki znacajne razlike (P < 0,05) su: a

u usporedbi sa skupinom zivotinja REL, ¢ u usporedbi sa skupinom zivotinja OEL.

4.5. Ucinak klorpirifosa na kolic¢inu reaktivnih kisikovih spojeva (ROS)

Rezultati provedenih mjerenja upucuju na porast razine ROS-ova u jetri,
mozgu te u plazmi (Slika 10.). U plazmi je primjetno povecanje razine ROS-a u
svim skupinama, osim skupine koja je primala najnizu dozu CPF-a (REL), koja
iznosi 0,000374 mg/kg tjelesne tezine po danu. Odredeno povecanje primjetno je
u skupinama koje su primale doze ADI i OEL, dok je najvele povecanje razine
ROS-a vidljivo u skupini koja je primala dozu 10xOEL u odnosu na negativnu
odnosno pozitivhu kontrolu. Razina ROS-ova u mozgu tretiranih zivotinja nije se
statisticki znacajno razlikovala u odnosu na kontrolne skupine zivotinja. Iznimku
¢ini skupina zivotinja tretiranih sa dozom OEL od 0,01572 mg/kg tjelesne tezine
po danu. Takoder, u jetri, kao i u mozgu najvedi porast razine ROS-a primjeéen je
u skupini koja je primala dozu OEL u odnosu na negativnu kontrolu sa statistickom
znacajnosc¢u P < 0,05. U skupini koja je primala dozu ADI takoder je primjetno
malo, ali ipak zanemarivo povecanje razine ROS-a. Ostale skupine nisu pokazivale
nikakvu promjenu u koliCinama reaktivnih kisikovih vrsta nakon tretmana CPF-om

u odnosu na kontrole.
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Slika 10. Udinak tretmana klorpirifosom na ukupnu koli¢inu reaktivnih kisikovih
spojeva u plazmi (A), mozgu (B) i jetri (C) $takora. Zivotinje su bile izlozene dozama od
0,000374 mg/kg tjelesne tezine po danu (REL), 0,01 mg/kg tjelesne tezine po danu (ADI),
0,01572 mg/kg tjelesne tezine po danu (OEL) i 0,1572 mg/kg tjelesne tezine po danu
(10xOEL). Zivotinje u skupini negativne kontrole (NK) tretirane su svakodnevno sa 1 ml
destilirane vode, pozitivnha kontrola (PK) je posljednja tri dana pokusa tretirana sa 300
mg/kg tjelesne tezine po danu etilmetansulfonata (EMS ), skupina otapalo tretirana je sa
1 ml 0,03%-tnog (v/v) etanola u fizioloskoj otopini. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost i standardna devijacija. Razlika izmedu tretiranih skupina i odgovarajucih
kontrola te tretiranih skupina medusobno testirana je uporabom Kruskal - Wallis testa.
Statisticki znacajne razlike (P < 0,05) su: *u usporedbi s NK, ¢ u usporedbi sa skupinom

Zivotinja OEL, d u usporedbi sa skupinom Zivotinja 10xOEL)

4.6. Ucinak klorpirifosa na aktivnost katalaze (CAT)

Nakon izlaganja CPF-u, aktivhost CAT-e porasla je u plazmi i jetri dok u
mozgu nije vidljiva promjena njene aktivhosti u odnosu na negativhu kontrolu
(Slika 11.). Porast aktivnosti CAT-e u plazmi najviSe je vidljiva u skupinama
zivotinja tretiranih sa dozom od 0,01 mg/kg tjelesne tezine po danu (ADI) i sa
dozom od 0,01572 mg/kg tjelesne tezine po danu (OEL) u odnosu na negativnu
odnosno pozitivhu kontrolu. Kod skupina REL i 10xOEL nije uo¢ena promjena u

aktivnosti CAT-e u odnosu na kontrolne skupine. Aktivhost CAT-e u jetri vidljivo je
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porasla u svim skupinama zivotinja tretiranih CPF-om, u odnosu na pozitivhu
kontrolu. Statisticki znacajan porast aktivnosti katalaze u odnosu na negativnu i
kontrolu s otapalom izmjeren je samo u jetri zivotinja izlozenih dozama REL, OEL
i 10xOEL.
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Slika 11. Ucinak tretmana klorpirifosom na aktivnost katalaze u plazmi (A), mozgu
(B) i jetri (C) $takora. Zivotinje su bile izlozene dozama od 0,000374 mg/kg tjelesne teZine
po danu (REL), 0,01 mg/kg tjelesne tezine po danu (ADI), 0,01572 mg/kg tjelesne tezine
po danu (OEL) i 0,1572 mg/kg tjelesne teZine po danu (10xOEL). Zivotinje u skupini
negativhe kontrole (NK) tretirane su svakodnevno sa 1 ml destilirane vode, pozitivha
kontrola (PK) je posljednja tri dana pokusa tretirana sa 300 mg/kg tjelesne tezine po danu
etilmetansulfonata (EMS), skupina otapalo tretirana je sa 1 ml 0,03%-tnog (v/v) etanola
u fizioloSkoj otopini. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i standardna devijacija.
Razlika izmedu tretiranih skupina i odgovarajucih kontrola te tretiranih skupina medusobno
testirana je uporabom Kruskal - Wallis testa. Statisticki znacajne razlike (P < 0,05) su: *u

usporedbi s PK; °u skupini Zivotinja tretiranih otapalom, *u usporedbi s NK.
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5. Rasprava

Zbog rasprostranjene uporabe organofosfatnih pesticida, potreba za
istrazivanjem njihovog Stetnog utjecaja na organizam raste. Izlozenost CPF-u, kao
najucestalijem pesticidu takve vrste ima niz negativnih posljedica na okolis i
ljudsko zdravlje (8). Poznat je inhibitorni u¢inak CPF-a na aktivnost kolinesteraza
(33). Novija istrazivanja ukazala su i na Stetan ucinak CPF-a u vidu porasta

oksidacijskog stresa u organizmu (7).

Rezultati dosadasnjih istrazivanja u uvjetima in vitro i in vivo potvrduju da je
glavni mehanizam toksic¢nosti organofosfata, tako i CPF-a, vezan za akumulaciju
ACh unutar kolinergickih sinapsi Sto rezultira inhibicijom AChE aktivnim CPF -
oksonom. Istrazivanja takoder pokazuju povezanost izmedu inhibicije AChE i LPO
nakon subkroni¢nog i kroni¢nog izlaganja organofosfatima. Poznato je da
organofosfatni insekticidi uzrokuju oksidativni stres povecavajudéi stvaranje ROS-
ova, koji izmedu ostalog sudjeluju u nastanku sekundarnog oste¢enja mozga. Iako
je u istrazivanjima vecinom primjetan isti ucinak na organizam, razlike u
rezultatima postoje s obzirom na put unosa CPF-a u organizam (38). Pokazano je
da pri subkutanoj primjeni tek jedna doza CPF-a ima ucinak na muskarinske
receptore u mozgu. Subkutana primjena vjerojatno uzrokuje akumulaciju CPF-a
koji tada za posljedicu ima dugotrajniju inhibiciju kolinesteraza pa se ti rezultati
ne mogu usporedivati s onima gdje je CPF bio primijenjen oralnim putem (37).
Modelne simulacije predvidaju da bi prilikom unosa bilo koje doze, bilo kojim
putem unosa i duljinom izlaganja, koncentracija CPF-a bila najvisa u krvi, potom
u mozgu, te u jetri (36). Takva se predvidanja mogu objasniti razlikom
metaboliziranja CPF-a u pojedinom organu, kao i kemijskom raspodjelom po
tkivima. Jetra pokazuje visoki metabolicki afinitet prema CPF-u, omogucujudi brzu
konverziju CPF-a u njegove metabolite. Nasuprot jetri, mozak ima puno nizi
metabolicki afinitet prema CPF-u, pa stoga ni njegova koncentracija u mozgu nije
visoka. Kod oralne primjene, kao u nasem slucaju, moze doéi do zasienja
metabolizma, zbog toga Sto velika koncentracija CPF-a dospijeva u tkivo u
relativno kratkom vremenskom periodu. U skladu s prijasnjim istrazivanjima,
primjena CPF-a uzrokovala je promjene u neurokemiji mozga, uz izostanak

znakova sistemske toksicnosti (47).
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Rezultati ovog istrazivanja koji prikazuju inhibicijski u¢inak CPF-a na ukupne
ChE u plazmi i mozgu ne upucuju na znacajne promjene s obzirom na negativnu
kontrolu sto moze biti posljedica oralne primjene CPF-a te metabolizma CPF u
pojedinom organu (Slika 6.). U jetri je inhibicija primjetna u svim skupinama
zivotinja, te rezultati mjerenja pokazuju porast inhibicije u ovisnosti o dozi tj.
najvedi stupanj inhibicije ChE uocen je u skupini zivotinja tretiranih s najviSom
dozom CPF-a od 0,1572 mg/kg tjelesne tezine po danu (10xOEL), Sto je u skladu

sa prijasnjim istrazivanjima (48).

Nasuprot rezultatima inhibicije ChE, inhibicija AChE primjetna je u
eritrocitima, mozgu i jetri (Slika 7.). U eritrocitima, najveca inhibicija uocena je
kod doze od 0,01572 mg/kg tjelesne tezine po danu (OEL). Unatoc tome, najveca
razina inhibicije nije utvrdena u skupini Zivotinja tretiranih s deset puta ve¢om
dozom CPF-a, sto je takoder moguce zbog cirkulacije spoja kroz organizam. Jetra
ponovno ima najvedi stupanj inhibicije, takoder dozno vezan, gdje je izloZzenost
najvisoj dozi CPF-a od 10xOEL rezultirala najve¢om razinom inhibicije u usporedbi

s kontrolnim skupinama.

Inhibicijski ucinak CPF-a na aktivhost BChE u plazmi i jetri slican je
inhibitornom ucinku spoja na AChE (Slika 8.). U plazmi je najveca inhibicija
ponovno vidljiva kod doze OEL od 0,01572 mg/kg tjelesne tezine po danu, Sto
takoder moze biti zbog ucinka cirkulacije na djelotvornost spoja. Takoder, najveca
razina inhibicije primjetna je u jetri, gdje je najveca razina inhibicije uoCena u
zivotinja kojima su aplicirane najniza i najviSa doza klorpirifosa. Razlog tome

ponovno moze biti cirkulacija, kao i nacin primjene klorpirifosa.

U dosadasnjim je istrazivanjima takoder pokazano kako izlaganje
organofosfatima doprinosi poveéanju LPO u organizmu te remeti aktivnost
antioksidativnih enzima (23). Istrazivanja pokazuju povezanost izlaganja
organofosfatnim pesticidima, kao sto je CPF, s povecanim stvaranjem ROS-ova.
ROS-ovi doprinose oksidacijskom stresu iniciraju¢i LPO na membranama stanica
(49). Obzirom na lipofilnost spoja, izlaganje CPF-u moze rezultirati peroksidacijom
viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina, sto vodi do degradacije fosfolipida te
naposljetku unistenja stani¢nih membrana. Stanice imaju nekoliko razli¢itih nacina

za uklanjanje Stete uzrokovane oksidacijskim stresom, izravno popravljajuci Stetu
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nastalu pod utjecajem ROS-ova i LPO ili sprijeCavanjem oksidacijskog osteéenja
neenzimatskim i enzimatskim antioksidacijskim mehanizmima (23). Enzimatski
antioksidacijski mehanizmi, ukoliko ispravno funkcioniraju, imaju sposobnost
neutraliziranja oksidacijskog stresa. Medu njima je i CAT koja razlaze vodikov
peroksid na kisik i vodu. Pokazano je da izlaganje CPF-u doprinosi poveéanju ROS-
ova i LPO u organizmu, dok je utjecaj na CAT-u razli¢it od porasta CAT aktivnosti
do njenog smanjenja (23,49,50). Razlog takvom utjecaju na CAT-u moze biti
inhibicija aktivhosti CAT od strane superoksidnih radikala koji nastaju

oksidacijskim stresom (23).

Rezultati mjerenja razina ROS-ova nakon tretmana CPF-om pokazuju porast
njihove koncentracije u plazmi, jetri i mozgu, sto je u skladu s rezultatima
prijasnjih istrazivanja (50). U plazmi je primjetno najvece povecanje ROS-ova koje
je raslo linearno sa dozom primijenjenog CPF-a (Slika 9.). U organima nije uoceno
povecanje ROS-ova nakon primjene svih doza CPF-a. Kod skupine Zivotinja
tretiranih sa dozom OEL od 0,01572 mg/kg tjelesne tezine po danu u mozgu, kao
i u jetri, vidljivo je najvece povecanje razine ROS-ova, dok je u jetri povecanje
razine ROS-ova statisticki znacajno uz P < 0,05. Izostanak povecanja razine ROS-

ova moze se pripisati djelovanju antioksidacijskih mehanizama u organizmu.

Rezultati mjerenja razine LPO upuduju na odredeno povecanje u plazmi i jetri,
dok kod mozga nije primjetno povecanje LPO u odnosu na pozitivhu odnosno
negativnu kontrolu (Slika 10.). U plazmi i jetri najvece povecanje LPO primjetno
je u skupini zivotinja tretiranih sa dozom OEL CPF-a od 0,01572 mg/kg tjelesne
tezine po danu. Ostale skupine zZivotinja takoder su imale odreden porast razine
LPO u plazmi, dok u jetri najniza i najvisa doza CPF-a nisu imale ucinka na razine
LPO, ¢emu razlog, kao i kod razina ROS-ova, moze biti djelovanje antioksidacijskih

mehanizama.

Rezultati mjerenja aktivnosti CAT-e nakon primjene CPF-a pokazuju porast
aktivnosti CAT u plazmi i jetri, dok u mozgu nije primjetna promjena njene
aktivnosti u odnosu na negativnu odnosno pozitivhu kontrolu (Slika 11.). U plazmi
je porast uodljiv u dvije skupine zivotinja koje su primale doze ADI i OEL, dok u
skupinama zivotinja tretiranih sa najmanjom dozom REL odnosno najvecom dozom

10xOEL CPF-a nije uocen ucinak na aktivnost CAT-e. Ta se pojava moze pripisati
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cirkulaciji spoja kroz tijelo, ali i moguénosti inhibicije CAT-e od strane
superoksidnih radikala koji nastaju uslijed oksidacijskog stresa, Sto je i otprije
poznato (50). Jedino je u jetri uoCen porast aktivnosti CAT-e u svih skupina
tretiranih Zivotinja, te je u skupinama Zzivotinja tretiranih dozama koje odgovaraju
REL, OEL i 10xOEL porast aktivnosti CAT bio statisticki znac¢ajan uz P < 0,05.
Razlika u utjecaju CPF-a na aktivnost CAT-e izmedu organa moze biti uzrokovana
i samom razlikom metaboliziranja CPF-a u odredenom organu kao i razinom ROS-

ova odnosno LPO u datom trenutku u odredenom organu.
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6. Zakljucak

U ovom radu istrazen je ucinak subkronic¢ne izlozenosti Stakora niskim
dozama CPF-a na biokemijske markere toksi¢nosti. Potvrdeno je da CPF ima
inhibicijski ucinak kako na aktivhost AChE tako i na aktivnhost BChE. Takoder,
potvrden je ucinak CPF-a na razinu oksidacijskog stresa u organizmu kroz
povecanje razina ROS-ova i LPO, te porasta aktivnosti antioksidacijskog enzima
CAT-e. lako rezultati prikazuju Stetan ucinak subkroni¢nog izlaganja CPF-u na
organizam, potreban je nastavak istrazivanja u vidu kroni¢nog izlaganja, kako bi
se nedvojbeno potvrdili navedeni zaklju€ci. Takoder potrebno je bolje istraziti
metabolizam CPF-a u krvi te svakom pojedinom organu, kako bi se objasnila
odstupanja u rezultatima kod odredenih, pogotovo visokih i niskih, doza

klorpirifosa.
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DCF - DA
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DTNB
EDTA
EMS
EtOH
g
GPx
H202
kg
LPO
MDA
mg
mL
mM
OEL
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postotak

stupanj Celsius

mikrolitar (10 L)
mikromolarni (10 M)
acetilkolinesteraza
acceptable daily intake
arbitrarne jedinice
kolinestreraza

butilirani hidroksitoluen
govedi serumski albumin
katalaza
butirilkolinestreraza
klorpirifos

klorpirifos - okson
2,7,-dikloroflorescin diacetat
dietilfosfat

dihidroetidij
5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzojeva kiselina)
etilendiamintetraoctena kiselina
etilmetanosulfonat

etanol

gram

glutation peroksidaza
vodikov peroksid

kilogram

lipidna peroksidacija
malondialdehid

miligram

mililitar (103 L)

milimolarni (1073 L)
occupational exposure limit

fosfatni pufer



PON 1
REL
ROS
SOD
t.t/dan
TBA
TBARS
TCP-y
T™MP
v/v

w/v

paraoksonaza 1

residential exposure level
reaktivni kisikovi spojevi
superoksid dismutaza

tjelesna tezina po danu
tiobarbituratna kiselina
tiobarbituratni reaktivni spojevi
3,5,6 trikloropiridinol
1,1,3,3-tetrametoksipropan
volumen/volumen

tezina/volumen



