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Nositelj projekta

Institut za medicinska istrazivanja i medicinu rada (IMI) osnovan je 1947. godine
sa sjediStem na adresi Ksaverska cesta 2, Zagreb. Danas je IMI druga po velicini
znanstvenoistrazivacka ustanova u Hrvatskoj koja djeluje u nadleznosti Ministarstva
znanosti i obrazovanja Republike Hrvatske. Podrucja znanstvenoistrazivackog interesa
i strucnih usluga Instituta:

@ istrazivanje kvalitete radnog i zivotnog okolisa povezane s prisutnoscu
razlicitih ksenobiotika (pesticida, mikotoksina, teskih metala, radionuklida,
nanocestica, droga i dr.) te ionizirajueg i neionizirajuceg zralenja

@ stanicnaisubstanicna istrazivanja utjecaja Stetnih agenasa iz okolisa

istrazivanje razvoja i lije¢enja imunoloskih i profesionalnih bolesti ljudi

Djelatnici Instituta sudjeluju u obrazovnom sustavu na brojnim sveuciliSnim i stru¢nim
studijima. Institut je izdavac najstarijeg znanstvenog ¢asopisa u Hrvatskoj — Arhiv za
higijenu rada i toksikologiju, koji objavljuje originalne radove iz podrucja medicine rada,
toksikologije, ekologije, kemije, biologije, biokemije, farmakologije i psihologije (http://
hrcak.srce.hr/aiht).

Organska zagadivala u okoliSu — markeri i biomarkeri toksi¢nosti | 3



OPENTOX — sazetak

OPENTOX (Organska zagadivala u okolisu — markeri i biomarkeri toksicnosti) je projekt
Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada u potpori Hrvatske zaklade za
znanost. Projekt se temelji na smjernicama Direktive 2009/128/EC, Tematske strategije
Europske Unije o odrzivoj uporabi pesticida, stavovima akademije znanstvenika
Collegium Ramazzini te ciljevima Stockholmske konvencije. Navedeni akti ukazuju na
potrebu odrzive uporabe pesticida radi smanjenja njihovih Stetnih uc¢inaka na ljudsko
zdravlje i okolis.

U danasnje vrijeme okolis je pojacano opterecen organskim kemijskim spojevima koje
nastaju kao posljedica ¢ovjekovih aktivnosti.

Mnoge od njih su pesticidi namijenjeni suzbijanju nepozeljnih biljnih, Zivotinjskih i
mikrobioloskih vrsta u proizvodnji hrane.

Mnogim postojec¢im pesticidima je zbog dokazane Stetnosti i nakupljanja u okolisu
danas zabranjena uporaba direktivama na razini Europske unije, no zbog velikog
gospodarskog znacaja takvih pesticida u pojedinim je zemljama njihova uporaba
postala ograniCena u okviru mjera za upravljanje rizikom. Istodobno, dolazi do
povecanja potro$nje novih vrsta pesticida, razvijenih kao zamjena za konvencionalne
pesticide, a za koje ne postoje dostatni znanstveni dokazi o netoksic¢nosti za neciljane
organizme (korisni kukci, divlja¢ i domace zivotinje), kao niti o toksi¢nosti njihovih
metabolita i potencijalu zadrzavanja u okolisu (tlu i vodi).
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Navedene dinjenice ukazuju na potrebu istrazivanja mehanizama toksi¢nosti te
razdiobe pesticida i postojanih organoklorovih zagadivala u biosferi.

Unutar pet projektnih skupina OPENTOX-a istrazuje se:

@ mehanizam genotoksi¢nosti odabranih pesticida

@ oksidacijski potencijal klasi¢nih i novorazvijenih skupina pesticida, kao i
njihova medusobna povezanost i povezanost s biomarkerima neuroloskih
rizika i karcinogeneze

stani¢na i substanicna toksicnost odabranih pesticida

negativni ucinci na izlucivanje spolnih hormona i njihova povezanost s
transplacentalnom genotoksicnos¢u

@ razdioba pesticida i postojanih organoklorovih zagadivala u biosferi i okolisu

Istrazivanja se provode na cetiri koncentracijske razine pesticida koje predstavljaju
stvarnu izlozenost ljudi: razina profesionalne izlozenosti (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).

Dobivena saznanja znacajno ¢e umanijiti izlozenost stanovnistva pri rukovanju
pesticidima i boravku u blizini tretiranih poljoprivrednih povrsina. Uklapanjem u
Hrvatski nacionalni plan odrzive uporabe pesticida i emisije poliklorbifenila, nova ce
se saznanja koristiti i pri donosenju zakona o ekoloskoj proizvodniji hrane te zastiti tla,
poljoprivrednog zemljista i vode.
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Geneticka

toksikologija pesticida

Prema smjernicama OECD-3, ispitivanja Stetnosti pesticida na genetickom materijalu
provedena su na ljudskim limfocitima i ljudskim stanicama jetre s metabolickom
aktivacijom. Toksi¢nost pesticida ispitana je i u uvjetima in vivo na zivotinjskim
modelima, sto je bitno zbog razlic¢itih medudjelovanja pojedinih organa u organizmu
i stoga Sto odrazava scenarij izlozenosti Covjeka. Stanice i zivotinjski modeli izlagani su
razli¢itim koncentracijama pesticida koje odgovaraju dozama izlozenosti ljudi tijekom
zivota i rada u poljoprivredi.

Rezultati

Niske doze a-cipermetrina, klorpirifosa i imidakloprida mogu uzrokovati ostecenje DNK
ustanicamajetre i limfocitima te poticati njihovo umiranje. Pesticidi utjecu na mogucnost
dijeljenja stanica, a tembotrion je posebno djelovao na smanjenje razine folata (vitamina
B, u ljudskom organizmu) posebice vaznog za sintezu DNK, diobu stanica te u trudnodi
za pravilan razvoj zivcanog sustava. Glifosat i a-cipermetrin onemogucavaju uobicajeno
funkcioniranje genetickog materijala. Rezultati su pokazali da niske dopustene doze
mogu imati utjecaj na DNK i na ostecenja DNK koja se generacijski prenose.

Poremecaj biokemijske ravnoteze

Aktivnost glutation peroksidaze u stanici zbog oksidacijskog stresa Komet test — primarna
(300 ostecenja DNK
= 30000 +
£ 25000
& 20000 Izlaganje stanica niskim
& 100 koncentracijama
= 10000 o )
3 S0 || \ pesticida /
0 C ADI REL OEL ’
_ 05pg/ml 291 pg/ml 35 pg/ml ) = g 5 )i Stanice jetre .
T . i Limfociti
Antioksidacijski kapacitet \ > i
- ™\ Dodatak ispitivanih ‘ \
pesticida &
%
z [ 5 Odvajanje oteéenih
? =i kromosoma kao
c A0l REL OFL e malih jezgrica
\ 05pg/mL 291 pg/mL 35 ug/mL/

6 | OPENTOX



Stanicna i substanicna

toksicnost

Toksi¢nost niskih koncentracija pesticida na koje
nailazimo u svakodnevnom zivotu ispitana je za tri
insekticida: klorpirifos, imidakloprid i a-cipermetrin te
za herbicid tembotrion. In vitro istrazivanje provedeno
je na tumorskoj stani¢noj liniji ljudskih stanica jetre
HepG2. Sposobnost prezivljenja stanica (vijabilnost)
odredena je spektrofotometrijski mjerenjem kolicine
obojanog produkta koji nastaje kao rezultat aktivnosti
stanicnih dehidrogenaza u zivim stanicama. Nakon
24-satne izlozenosti a-cipermetrinu pri koncentraciji koja odrazava profesionalnu
razinu izlozenosti zabiljezena je znacajno smanjena vijabilnost stanica HepG2.

Toksicnom djelovanju pesticida na stanicu dodatno moze pridonijeti i narusena
ravnoteza izmedu reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i antioksidacijske obrane stanice.
Koli¢ina ROS-ova i antioksidansa glutationa (GSH) izmjerena je pomocu fluorescentne
boje nakon izlaganja stanica tembotrionu. Nakon 24 sata zabiljezena je znacajno
povecana razina ROS-ova pri svim ispitanim koncentracijama herbicida, dok je
smanjenje GSH zabiljezeno pri dozama ADI i REL.

Citag mikrotitarskih
Akutna izloZzenost ploCica
(4 i 24 sata) niskim
HepG2 stanice dozama pesticida

vijabilnost

—_— = ROS

/1\

GSH
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Biokemijski markeri toksicnosti

i oksidacijski stres

Biokemijski markeri oksidacijskog stresa poput lipidne peroksidacije (engl. Lipid
Peroxidation — LPQO), ukupnog antioksidacijskog kapaciteta (engl. Total Antioxidant
Capacity — TAC) i aktivnosti glutation peroksidaze (engl. Glutathione Peroxidase —
GSH-Px) odredeni su u ljudskim stanicama karcinoma jetre HepG2 nakon izlozenosti
herbicidu tembotrionu te u ljudskim limfocitima periferne krvi i HepG2 stanicama
nakon izlozenosti insekticidima: a-cipermetrinu, klorpirifosu i imidaklopridu. Stanice
su tretirane akutno (4 i 24 sata) koncentracijama pesticida koje odgovaraju stvarnoj
izlozenosti ljudi: OEL/AOEL, ADI i REL.

Krajnji produkti LPO-a izmjereni su metodom odredivanja reaktivnih supstanci
tiobarbiturne kiseline uz modifikacije. TAC je odreden modificiranom FRAP metodom.
Za mjerenje aktivnosti GSH-Px-a koristena je Europska standardizirana metoda.

Biokemijski markeri

HERBICID Hep G2 oksidacijskog stresa
tembotrion stanice / ¢ \

AKUTNA izloZenost (4 i 24 sata) LPO TAC GSH-Px
‘ NISKIM koncentracijama
(OEL/AOQEL, ADI, REL)
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INSEKTICIDI

a-cipermetrin Hep G2 stanice

klorpirifos
imidakloprid

i ljudski limfociti
periferne krvi

UV-VIS spektrofotometar

Rezultati su pokazali da akutna izlozenost HepG2 stanica tembotrionu, kao i HepG2
stanica i limfocita trima insekticidima, nije uzrokovala promjene u niti jednom od
istrazivanih biomarkera oksidacijskog stresa.
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Razdioba zagadivala

u okolisu

Projektom je obuhvacena razrada kromatografskih analitickih metoda za odredivanje
najcesce primjenjivanih herbicida i insekticida te postojanih organskih zagadivala u
okolisu i bioloskim materijalima.

PESTICIDI

triazini, triketoni, organofosfati,

= P neonikotinoidi, piretroidi
MAJCINO MISICNO

MLIJEKO - TKIVO RIBA — ZRAK - TLO - VODA - URIN — KRVNA - TKIVA

POSTOJANA ORGANSKA ZAGABIVALA PLAZMA

organoklorovi pesticidi (OCP),
poliklorbifenili (PCB)

Rezultati odredivanja pesticida i organoklorovih zagadivala

ZRAK. Udjel organoklorovih zagadivala u zraku ovisi o temperaturi. Ljeti je zrak
opterecen nizekloriranim lakohlapljivim kongenerima PCB-a i lindanom, dok su zimi u
zraku zastupljeniji produkti procesa izgaranja, uglavnom izomeri HCB-a.

TLO. U povrsinskom tlu urbane sredine Cesto su detektirani indikatorski kongeneri
PCB-a te pesticidi: HCB, lindan, DDT i DDE. Razine ovih spojeva upucuju na njihov stari
unos u okolis.

VODA. Koncentracije herbicida u vodovodnoj i podzemnoj vodi Zagreba i okolice su
ispod zakonski dopustene granice. Pritisak poljoprivredne prakse na vode opaza se u
povrsinskim vodama u periodu nakon primjene herbicida (lipanj - kolovoz).

BIOLOSKI UZORCI. U mii¢nom tkivu riba iz isto¢nog Jadranskog mora izmjerene su
niske razine organoklorovih spojeva koje ne upucuju na rizik od kronicnih oboljenja,
ali upu¢uju na bioakumulaciju zagadivala porastom starosti i tjelesne mase riba.
Kongeneri PCB-a: 153, 138,180 170 te metabolit p,p -DDE nadeni su u maj¢inom mlijeku
viserotkinja u RH, ali niske razine tih spojeva ne upucuju na zdravstveni rizik kod
dojencadi. Analiza 24-satnog urina Stakora oralno izlozenih niskim dozama herbicida
terbutilazina tijekom 28 dana pokazala je da se vise od 98 % terbutilazina izlu¢uje u
obliku njegovih metabolita. Maseni udjeli izlucenih spojeva ovisni su o dozi.
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