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POVZETEK

V zadnjih letih lahko najdemo v naravi vse ve¢ razli¢nih naravnih in sintezno pridobljenih
kemikalij, ki vplivajo na delovanje endokrinega sistema in posledi¢no povzrocajo nezelene
ucinke na zivali in ljudi. Dandanes je na voljo Ze veliko raziskav glede spojin, Ki
posnemajo ali zavirajo aktivnost endokrinih hormonov in katerim smo ljudje mnozi¢no
izpostavljeni preko hrane, pijace ter predmetov, ki jih vsakodnevno uporabljamo.

V magistrski nalogi smo raziskovali morebitne strupene ucinke bisfenola A (BPA),
bisfenola F (BPF) in bisfenola AF (BPAF) na zarodke rib zebric (Danio rerio), vodne
bolhe (Daphnia magna) in luminiscen¢ne bakterije Vibrio fischeri. Bisfenoli so skupina
kemikalij z dvema hidroksifenilnima skupinama, ki sta povezani preko ogljikovega atoma.
Njihove strukturne lastnosti so zelo podobne steroidnim hormonom (estrogeni, androgeni,
glukokortikoidni hormoni), kar jim ob dovolj visoki koncentraciji omogoc¢a vezavo na
njihove receptorje in vpliv na razvoj/razmnozevanje pri zivalih in ljudeh. Strupenost
testnih vzorcev razli¢nih koncentracij treh hormonskih motilcev smo ugotavljali s pomocjo
akutnih testov in na osnovi opazenih ucinkov ter izracunanih LC, EC in IC vrednostih
skusali dolo¢iti, kateri testni sistem se je izkazal kot najbolj obcutljiv 0z. pri katerem je bila
motnja razvoja najbolj izraZena. Pri testu z zarodki rib zebric (Danio rerio) smo ugotavljali
strupenost preko opazovanja morebitnih subletalnih, letalnih in teratogenih razvojnih
sprememb, ki so se pojavile pri zarodkih ob izpostavitvi dolocenim koncentracijam
izbranih spojin. Pri akutnem testu strupenosti z vodnimi bolhami (Daphnia magna) smo
spremljali gibljivost vodnih organizmov v petrijevkah ob izpostavitvi preiskovanim
spojinam. Kot tretji modelni organizem za preizkuSanje strupenosti izbranih endokrinih
motilcev smo uporabili luminiscenéne bakterije Vibrio fischeri, kjer smo na osnovi
akutnega 30 minutnega testa merili zaviranje naravne emisije Svetlobe teh
mikroorganizmov v odvisnosti od izpostavitve dolo¢enim koncentracijam testiranih spojin.
V zadnjem delu naloge pa smo se bolj posvetili primerjavi strupenosti BPA, BPF in BPAF
za testne organizme in skuSali s pomocjo Ze objavljenih Studij poiskati razloge za
morebitni ve¢ji oz. manjsi vpliv strupenosti dolo¢ene substance na organizme. Rezultati
kazejo, da je najve¢ razvojnih nepravilnosti pri zarodkih rib zebric povzrocil BPAF, saj se
je pri vecini subletalnih znakov ( nerazvit krvni obtok — 48 h ECso = 8,54 uM, edem — 72 h
ECso = 8,29 uM in neizvalitev) in glede smrtnosti izkazal kot najbolj strupen (48 h LCso=
8,97 uM), izjema je bila le pigmentacija telesa, kjer je prevladoval strupeni vpliv BPF.

Vil



Vodne bolhe (Daphnia magna) so najvec¢jo obcutljivost pokazale pri izpostavitvi BPAF,
saj znasa izracunan 48 h ECso 6,45 uM, medtem ko sta ostala dva hormonska motilca
povzro¢ila 50 % negibnost vodnih organizmov ob izpostavitvi vzorcem z vi§jimi
koncentracijami (BPA - 48 h ECsp = 34,25 uM, BPF - 48 h ECso = 45,87 uM). Pri
luminiscen¢nih bakterijah pa smo ugotovili primerljivo strupenost vseh proucevanih
spojin, saj so znaSale izraCunane ECso vrednosti za BPA, BPF in BPAF 13,63 uM; 12,15
uM in 13,76 uM.

Klju¢ne besede: Endokrini motilci; BPA in analogi; strupenost; zarodki rib zebric (Danio
rerio), vodne bolhe (Daphnia magna); bakterije Vibrio fischeri



ABSTRACT

In recent years we can find many different natural and synthetic chemicals in nature that
influence the activity of the endocrine system and consequentially cause undesirable
effects on animal and human beings. Nowadays, there is an ample number of research
available regarding chemical compounds that mimic or block the activity of endocrine
hormones, to which human beings are largely exposed to through different foods, drinks
and items, which are used on a daily basis.

In this master thesis we studied possible toxic effects of bisphenols A, F and AF on
zebrafish embryos (Danio rerio), water fleas (Daphnia magna) and the luminescent
bacteria (Vibrio fischeri). Bisphenols are a chemical group with two hydroxyphenyl
groups, which are connected with a carbon atom. Their structural characteristic resemble
those of steroid hormones (estrogen, androgen and glucocorticoid hormones), which under
a high enough concentration allow bonding with their receptors and consequentially to
influence on human/animal development/reproduction. We determined the toxicity of
samples of various concentrations of three hormone disruptors with the help of acute tests
and on the basis of observations and calculations of LC, EC and IC values tried to
determine which test system proved to be the most sensitive or in which test system were
development disorder the most evident. In zebrafish embryo test (Danio rerio) we
determined the toxicity by observing the sublethal, lethal and teratogen developmental
changes, which appeared in embryos when exposed to certain concentrations of specific
substances. Acute toxicity test with water fleas was based on observing the mobility of
water organisms in petri dishes when exposed to different test samples. For the third model
organism for testing toxicity of specific endocrine disruptors we used the luminescent
bacteria (Vibrio fischeri), where we, based on a 30 minute test, measured the obstruction of
natural light emission of these organisms in relation to the exposure to specific
concentrations of test compounds. In the last part of this master thesis we focused on
comparing the BPA, BPF and BPAF toxicity levels for the test organisms and with the help
of already published research determine reasons behind a possible higher/lower toxicity of
different substances on these organisms. The results shows, that BPAF caused the most
developmental abnormalities in zebrafish embryos, most sublethal signs (blood circulation
— 48 h ECso = 8,54 uM, edema — 72 h ECso = 8,29 uM and hatching) and the mortality
proved to be the most toxic ( 48 h LCso = 8,97 uM) for organisms when working with



BPAF, exception was only the pigmentation of the body, where BPF showed the highest
toxicity. Water fleas showed the highest sensitivity in test samples with BPAF, because
calculated 48 h ECso is 6,45 uM, while the other two endocrine disruptors caused 50 %
immobility of aquatic organisms in test samples with higher concentrations (BPA — 48 h
ECso = 34,25 uM; BPF — 48 h ECso = 45,87 uM). On the other side in working with
luminescent bacteria we found a comparable toxicity of studied compounds, because
calculated ECsp values for BPA, BPF and BPAF are 13,63 uM; 12,15 uM and 13,76 uM.

Key words: Endocrine disruptors; BPA and analogs; toxicity, zebrafish embryos (Danio

rerio), water flea (Daphnia magna), bacteria (Vibrio fischeri)
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SEZNAM OKRAJSAV

AR

ARH
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DDT
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PPAR
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androgeni receptor
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efektivna koncentracija, ki povzro¢i dolo¢en odstotek (10 %, 50
% in 90 %) specifi¢nih odgovorov organizmov glede na
kontrolo

estrogenski receptor

estrogenski receptor alfa

estrogenski receptor beta
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kontrolo
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organizmov

nikotinamid adenin dinukleotid

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj
polibromirani bifenili

poliklorirani bifenili

receptor aktiviran s proliferatorjem peroksisomov

progesteronski receptor
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1 UVOD

Skupaj z rastoco industrializacijo sta se mnozi¢no povecali proizvodnja in vstop razli¢nih
kemikalij v okolje. Nekatere od teh se obnasajo kot endokrini motilci, ki vplivajo na
homeostazo in delovanje endogenih hormonov. Epidemioloske Studije kazejo na povezavo
med nara$c¢ajoco izpostavitvijo tem kemikalijam in razvojem nekaterih glavnih obolenj
industrijskega sveta, kot so: motnje v reprodukciji, hormonsko odzivne vrste raka in
presnovne motnje (debelost in sladkorna bolezen tipa 2). Kljub temu pa se o tej povezavi
Se razpravlja, saj smo Se dale¢ od popolnega razumevanja vseh moznih molekularnih
mehanizmov, na katerih temelji motnja endokrinega sistema in posledi¢no razvoj bolezni
(1). Vse ve¢ dokazov namre¢ nakazuje na obstoj naravnih in sinteznih kemikalij, ki lahko
vplivajo na endokrini sistem in povzrocajo nezelene u¢inke na laboratorijske Zivali, prosto
ziveCe organizme in ljudi. Te kemikalije najdemo v Stevilnih proizvodih, ki jih
vsakodnevno uporabljamo, kot so: sestavine plastenk in posod, obloge kovinskih plo¢evink
za zivila, detergenti, zaviralci gorenja, hrana in pijaca, igrae, kozmetika in pesticidi.
Ceprav je na voljo kar precej$nje Stevilo znanstvenih informacij o moznih $kodljivih
vplivih na zdravje ljudi, skrb Se vedno narasca, saj je prisotnost nizkih odmerkov
endokrinih motilcev v okolju pokazala nezelene ucinke na zivali, ki bivajo v naravi in tudi
tiste, ki jih vzgajamo v laboratorijih za poskuse ugotavljanja strupenosti endokrinih
motilcev. Tezavo pri ocenjevanju ucinkov na podro¢ju javnega zdravja pa povecuje tudi

dejstvo, da so ljudje izpostavljeni stevilnim endokrinim motilcem hkrati (2).
1.1 ENDOKRINI MOTILCI

V zgodnjih 90. letih so znanstveniki postavili hipotezo o motnji endokrinega sistema, ki je
predpostavljala, da lahko naravne in sintezno pridobljene spojine prisotne v okolju motijo
delovanje endokrinega sistema pri prostozivecih zivalih in ljudeh, kar lahko privede do
neZelenih sprememb v razvoju in razmnozevanju. Od tedaj se je Stevilo Studij glede moten;
endokrinega sistema moc¢no povecalo, saj je to podro¢je postalo pomemben predmet
raziskav okoljskih znanosti (3). Endokrini motilci so eksogene kemikalije ali meSanice
kemikalij, ki prizadenejo strukturo oz. funkcijo endokrinega sistema in povzrocijo nezelene
ucinke. Endokrini sistem uravnava mnoZico razvojnih, metabolnih in reproduktivnih

procesov, ki vklju€ujejo razvoj zarodkov, oblikovanje spolnih Zlez, diferenciacijo spola,



rast in presnovo. Endokrini motilci lahko prizadenejo te procese z vezavo na hormonske
receptorje, s ¢imer se sprozi ali preprec¢i hormonski odziv (4). Organizmi so se sposobni
prilagoditi na endogene in eksogene kemicne, fizi¢ne in bioloske drazljaje iz okolja ter
tako ohraniti notranjo homeostazo. Po drugi strani pa so lahko ranljivi za nehotene signale
v njihovem okolju in ker se endokrini motilci obnasajo kot nenamerni zunanji signali,
lahko motijo hormonsko nadzorovane fizioloske procese, kot so razvoj, rast, obnasanje,
imunost, diferenciacija spola in reprodukcija (3). V zadnjem casu vse bolj razumemo
mehanizme, preko katerih endokrini motilci izrazajo svoje ucinke. Sprva so znanstveniki
menili, da izvajajo endokrini motilci svojo aktivnost predvsem preko jedrnih (nuklearnih)
hormonskih receptorjev, kamor spadajo estrogenski receptorji (ER), androgeni receptorji
(AR), progesteronski receptorji (PR), $¢itni¢ni (tiroidni) receptorji (TR) in retinoidni
receptorji, vendar danes temeljne znanstvene raziskave kazejo, da so mehanizmi delovanja
mnogo Sirsi, kot je bilo prvotno misljeno. Ugotovili so namre¢, da motilci endokrinega
sistema ne delujejo samo preko jedrnih receptorjev, ampak tudi preko nejedrnih
receptorjev za steroidne hormone (npr. membranski estrogenski receptorji), preko
nesteroidnih receptorjev (npr. nevrotransmiterski receptorji, kot so serotoninski,
dopaminski in noradrenalinski receptorji), preko receptorjev sirot (npr. arilni
ogljikovodikov receptor - ARH), preko encimskih poti, ki sodelujejo pri biosintezi,
transportu in presnovi steroidov in tiroidnih hormonov ter preko S$tevilnih drugih
mehanizmov, ki so vezani na endokrini in reproduktivni sistem (5). S pomocjo Studij,
izvedenih na zivalih, so raziskovalci veliko odkrili o0 mehanizmih, preko katerih endokrini
motilci vplivajo na hormonski sistem in motijo hormonsko funkcijo. Te snovi lahko
namrecC:

» Posnemajo ali delno posnemajo delovanje naravnih hormonov v telesu, kot so
estrogeni (zenski spolni hormoni), androgeni (moski spolni hormoni) in §¢itni¢ni
hormoni.

» Vezejo se na receptor znotraj celice in blokirajo vezavo endogenega hormona, zato
v telesu ne pride do nastanka normalnega signala in telo se ne more pravilno
odzvati. Primeri kemikalij, ki preprecujejo ucinek endogenih hormonov, so
antiestrogeni in antiandrogeni.

» Motijo ali blokirajo proces nastanka ali metabolizma endogenih hormonov oz.

njihovih receptorjev (2).



Skupina molekul, opredeljena kot endokrini motilci, je strukturno in funkcionalno zelo
heterogena in vkljucuje sintezno pridobljene spojine, Ki se uporabljajo kot industrijska
topila 0z. maziva in njihove stranske proizvode (npr. poliklorirani bifenili - PCB,
polibromirani bifenili - PBB, dioksini), plastiko (npr. bisfenol A - BPA), mehcala (npr.
ftalati), pesticide (npr. metoksiklor, Klorpirifos, diklorodifeniltrikloroetan - DDT),
fungicide (npr. vinklozolin), ter zdravilne u¢inkovine (dietilstilbestrol - DES). Kot motilci
endokrinega sistema se lahko obna$ajo tudi snhovi, ki jih najdemo v ¢loveski in Zivalski
hrani (npr.fitoestrogeni, vkljucujo¢ genistein in kumestrol) (5). V naslednjih poglavjih smo
bolj podrobno opisali lastnosti bisfenolov, s katerimi smo izvajali poskuse na izbranih

organizmih in tako ugotavljali njihovo strupenost.
1.1.1 Lastnosti BPA

Med sinteti¢énimi ksenoestrogeni je BPA (4,4’-dihidroksi-2,2-difenilpropan) ena izmed
najpomembnejsih kemiénih spojin z letno proizvodnjo, Ki presega 3,8 milijona ton (6).
Uporablja se za izdelavo polikarbonatov, epoksi smol in termi¢nega papirja, tako da je
prisoten v razli¢nih izdelkih za vsakodnevno uporabo, kot so npr. vodovodne pipe 0z. cevi,
elektronske naprave, papir, igraCe, posode, plastenke, laki za premaz, poleg tega ima v
proizvodnji vinil klorida vlogo stabilizatorja in antioksidanta. Leta 1891 je ruski kemik
Aleksander P. Dianin prvi¢ sintetiziral BPA s kondenzacijsko reakcijo dveh molekul fenola
in ene molekule acetona v prisotnosti katalizatorja (vodikovega klorida ali ionsko-

izmenjevalne smole) (slika 1):

H;C CHsy
0+ -
o) 'Hzo
HO OH
HO OH

BISFENOL A
Slika 1: Sinteza bisfenola A

BPA je bela, kristalini¢na trdna substanca z molekulsko maso 228,29 g/mol, ki izkazuje
dobro topnost v mas¢obah, v vodi pa je topnost slabsa. Spada v skupino fenolov, ki imajo
hidroksilni ostanek direktno vezan na aromatski obro¢, zato je mozna pretvorba teh snovi v
eter, ester ali sol (6). Kljub kratki razpolovni dobi je BPA prisoten v okolju zaradi
konstantnega sproS¢anja med proizvodnjo, transportom in obdelavo kemikalij. V okolje se

izlo€a tudi preko odpadnih voda iz komunalnih ¢istilnih naprav, pri izpiranju iz odlagalisc,



pri seziganju odpadkov iz gospodinjstev in pri naravni razgradnji plastike v okolju. Najve¢
BPA je prisotnega v abiotskih delih okolja, torej ga najdemo v vodi in suspendiranih
snoveh (~ 53 %), v zemlji (~ 25 %) in v usedlinah (~ 23 %) (4). Molekula BPA ima
podobne strukturne znacilnosti kot 17 B-estradiol (E2) in druge naravne estrogene spojine,
ki jih najdemo v hrani (npr. daidzein v sojinih izdelkih), kar omogoc¢a sposobnost vezave
na estrogenske receptorje. Prav zaradi potenciala motenja naravne estrogensko odvisne
fiziologije/aktivnosti spada BPA v skupino okoljskih onesnazevalcev imenovanih
hormonski motilci (7).

Objavljene so bile Stevilne Studije o strupenosti in endokrini aktivnosti BPA pri zivalih.
Nekatere od teh so bile izvedene v skladu z regulativo/OECD smernicami, ki poudarjajo
peroralno aplikacijo, uporabo ve¢jih skupin zivali in razli¢nih odmerkov, medtem ko so pri
drugih uporabili manjSe skupine zivali, manjSe Stevilo odmerkov ter razliéne nacine
aplikacije. Prav zaradi tega so se med temi Studijami pojavile precejSnje razlike v
rezultatih, ki so vezane predvsem na naravo opazovanih u¢inkov in na stopnjo, kjer se
pojavijo. Najve¢ skrbi predstavljajo uéinki, ki so povezani s hormonsko aktivnostjo BPA in
potencialni u¢inki na telesni, nevroloski in vedenjski razvoj organizmov (8). Kljub temu,
da je na voljo veliko literature v zvezi z izpostavljenostjo zivali in ljudi BPA, Se vedno
obstajajo nejasnosti v raziskavah glede molekularnega mehanizma delovanja, specificnega
vpliva na dolocena tkiva in glede znanja o koncentracijskih obmogjih, kjer so ciljna tkiva
posebej obcutljiva na delovanje BPA. Pomanjkanje celostnega in sistemskega razumevanja
delovanja BPA kot endokrinega motilca je zapletlo prizadevanja regulatornih organov za
ustrezno oceno tveganja za zdravje in varnostna priporocila. Slabse poznavanje mehanizma
delovanja BPA je posledica nepopolnega znanja o delovanju celic oz. tkiv ter omejenega
razumevanja sistemov receptorjev in signalnih kaskad, preko katerih izraza BPA svoje
ucinke (9).

BPA se v splosSnem obnasa kot agonist estrogenskih receptorjev, vendar lahko v dolo¢enih
tkivih deluje tudi antagonisticno na aktivnost estrogena (predvsem v mozganih in
maternici). Ima kombinirano agonisti¢no/antagonisticno aktivnost in spada v skupino
selektivnih modulatorjev estrogenskih receptorjev (10). Bisfenol A je bil sprva obravnavan
kot Sibak okoljski estrogen, saj so ocenili, da je njegova relativna vezavna afiniteta na
klasi¢cne jedrne estrogenske receptorje o in B 1000-10.000 x nizja v primerjavi z
estradiolom. Nedavne Studije pa so pokazale, da lahko BPA spodbudi nekatere celi¢ne

odzive pri zelo nizkih koncentracijah in da je njegova jakost vezave enakovredna



estradiolu. Vse to je povezano s sposobnostjo vezave BPA na klasi¢ne in neklasi¢ne
membranske estrogenske receptorje, na receptorje povezane z G-proteinom, poleg tega pa
lahko povzro¢i uéinke tudi preko drugih negenomskih poti (11). BPA pa je poleg delovanja
na estrogenski receptor sposoben vezave tudi na androgeni receptor, arilni ogljikovodikov
receptor, na receptor, aktiviran s proliferatorjem peroksisomov (PPAR), poleg tega pa
lahko moti delovanje tudi $¢itnicnih hormonov. Zaradi sposobnosti motnje endokrinega
sistema, hipometilacije DNA, oksidativnega in moznosti mutagenega delovanja lahko
povzroca ve¢smerne toksi¢ne ucinke pri zivalih in verjetno tudi pri ljudeh. Dokazano je, da
moti BPA delovanje Stevilnih hormonov, vklju¢no s spolnimi hormoni, leptinom,
inzulinom in tiroksinom ter posledi¢no povzroca hepatotoksi¢ne in imunotoksi¢ne ucinke.
Bisfenol A naj bi bil tudi nevrotoksi¢en, kancerogen, mutagen in teratogen, vendar si
obstojec¢i rezultati glede tega Se vedno nasprotujejo (tabela | v prilogi A). Raziskave so
pokazale, da je BPA veliko manj strupen za rastline in mikroorganizme, kot so bakterije,
glive in alge, ki so sposobni pretvorbe te spojine do metabolitov, kateri pa obicajno
izkazujejo manjSo strupenost in estrogenost kot BPA. Poleg tega so nekatere vrste bakterij
in gliv sposobne mineralizirati BPA in ga uporabiti kot vir ogljika in energije. Organizme,
ki pretvarjajo ali ucinkovito odstranjujejo BPA, uporabljajo za odstranitev te spojine iz

onesnazenega okolja (6).
1.1.2  Lastnosti BPF

Bisfenol F je industrijsko pomemben kemijski intermediat za pripravo epoksidnih smol in
polikarbonatov v procesih vlivanja, tesnenja, premazovanja, lepljenja in laminiranja.
Pridobivajo ga v procesu reakcije kondenzacije fenola s formaldehidom. V skladu s
konvencionalno metodo se kot katalizator v pripravi bisfenola F uporablja kislina v
tekocem stanju (oksalna, fosforna ali klorovodikova kislina) (slika 2) (12):

kislina
+ HCHO + —_—
70~110°C
HO OH _ho0 HO OH
BISFENOL F
Slika 2: Sinteza bisfenola F

Agencija za za$ito okolja v ZdruZenih drzavah Amerike (US EPA) je potrdila, da spada

BPF (4,4’-dihidroksidifenil-metan) v skupino kemikalij, ki so sposobne motiti delovanje



endokrinega sistema (13). Bisfenol F je monomer druzine difenilalkanov in ima $irok
spekter uporabe v industriji, saj je prisoten v lakih, oblogah, samolepilnih plastikah, vodnih
ceveh, poleg tega pa ga najdemo tudi v zobnih tesnilih, ustnih proteti¢nih napravah in v
embalazah za pakiranje hrane. V nizkih koncentracijah je prisoten tudi v okolju, predvsem
v vzorcih sedimenta in povrSinskih vodah (14). BPF je po strukturi zelo podoben BPA,
zato porocajo, da naj bi imel tudi BPF agonisti¢ne ucinke na delovanje estrogena (15).
Omejeni podatki kazejo, da izraza BPF rahlo do zmerno akutno strupenost in Sibko
estrogenost, kar je bilo moc¢ opaziti ze pri BPA, vendar naj bi bila aktivnost BPF nizja kot
pri BPA (tabela I v prilogi A) (16). V studijah, ki so preucevale strupenost BPF, je zelo
malo podatkov o letni proizvodni koli¢ini, okoljskih koncentracijah in ekotoksi¢nosti. V
raziskavi, kjer so ugotavljali prisotnost ftalatov, BPA in BPF v okolju, so odkrili BPF v 77
% vzorcev povrsinskih voda (0,0001-0,180 ug/L), v 72 % vzorcev odpadnih voda (0,022-
0,123 pg/L) in v 58 % vzorcev sedimenta (1,2-7,3 ug/kg). Kot pri BPA lahko pride do
spros¢anja BPF v okolje med samo proizvodnjo in pri izpiranju iz kon¢nih izdelkov. Glede
na njegove kemijske lastnosti (log Kow = 3,06; topnost v vodi = 360 mg/l) naj bi bili
porazdelitev in usoda v okolju primerljivi z BPA (17).

Kot smo ugotovili, je BPF prisoten v okolju in zivilih, kar pomeni, da so ¢lovek in ostali
zivi organizmi lahko izpostavljeni tej spojini in je zato potreba po novih studijah, s
pomocjo katerih bomo lahko bolje razumeli potencialno strupenost in morebitne skodljive

vplive na zive organizme, toliko ve¢ja.
1.1.3 Lastnosti BPAF

Bisfenol AF (1,1,1,3,3,3-heksafluoro-2,2-bis (4-hidroksifenil) propan) ima v strukturi dva
fenolna obroca, ki sta med seboj povezana preko ogljikovega atoma (slika 3). Je derivat
BPA, kjer so metilne skupine perfluorirane in dokazano spojina, ki lahko moti normalno
delovanje endokrinega sistema. BPAF se obsezno pojavlja v opremi za predelavo hrane,
elektronskih napravah, opti¢nih vlaknih, poleg tega pa se zaradi odline stabilnosti in
natezne trdnosti uporablja kot reagent zamrezenja v proizvodnji fluoropolimerov in
fluoroelastomerov. Ima tudi vlogo monomera v proizvodnji Stevilnih polimerov, kot so
poliimidi, poliamidi, poliestri in polikarbonati. Kljub temu, da postaja industrijska
proizvodnja BPAF vse bolj pomembna, nimamo podatkov (0z. so zelo omejeni) o letni

proizvodniji, prisotnosti in usodi BPAF v okolju ter o njegovih toksikoloskih lastnostih. V



eni izmed S$tudij, ki so jo izvedli v Nemciji, so odkrili prisotnost BPAF v 75 % vzorcev

povrsinskih in odpadnih voda, ter v ve¢ kot 50 % vzorcev sedimenta (18,19).

F,C_ CFy
HO OH
BISFENOL AF

Slika 3: Bisfenol AF

Studij povezave med strukturo in aktivnostjo BPA in njegovih sorodnih spojin nakazuje na
to, da naj bi bil BPAF zaradi zamenjave vodikov v metilnih skupinah pri BPA s fluorovimi
atomi bolj nevarna sintezno pridobljena estrogenska kemikalija kot BPA. Ta vrsta
substitucije namre¢ poveca estrogensko aktivnost (19). Obstaja skrb, da je BPAF
potencialno bolj skodljiv za zdravje ljudi, saj so njegove CFs skupine veliko bolj
elektronegativne kot pa CHs skupine pri BPA in je zato reaktivnost spremenjena v
primerjavi z BPA. Nekatere Studije so pokazale, da je akutna peroralna strupenost BPAF
za laboratorijske zivali nizka, vendar v zadnjem Ccasu raziskave kazejo, da ima ta
kemikalija zaradi sposobnosti vezave na hormonske receptorje velik potencial kot
endokrini motilec pri ljudeh in prostozivecih zivalih.

Studije in vitro kaZejo, da ima BPAF sposobnost vezave na oba estrogenska receptorja,
vendar se na estrogenski receptor alfa (ERa) veze S priblizno 20 krat ve¢jo jakostjo kot
BPA, pri estrogenskem receptorju beta (ERB) pa je jakost vezave BPAF skoraj 50 krat
veja v primerjavi z BPA. Svojo sposobnost motnje endokrinega sistema izraza tako preko
interakcij s ¢lani druzine jedrnih steroidnih receptorjev, kot so ERa, ERpB in androgeni
receptor. Bisfenol AF ima potrjeno visoko estrogensko in antiandrogeno delovanje (tabela
I v prilogi A). Leta 2008 je Ameriski Nacionalni institut za okolje "Health Sciences” zaradi
pomanjkanja ustreznih podatkov o strupenosti predlagal ovrednotenje celovitih
toksikoloskih lastnosti BPAF. V vecini objavljenih Studij so se raziskovalci osredotocali
samo na mehanizem motnje endokrinega sistema BPAF in vitro, vendar je v zadnjem Casu
vse ve¢ poudarka na razvoju zanesljivih metod za oceno strupenosti BPAF v organizmih

po peroralni aplikaciji (18,19).



1.2 UGOTAVLJANJE STRUPENIH UCINKOV ENDOKRINIH
MOTILCEV

Modelni organizem mora nuditi tehni¢ne in prakti¢ne prednosti za preucevanje glavnih
bioloskih procesov, u¢inkov in mehanizmov. Poleg tega mora imeti lastnosti, ki jih je
mogoce posplositi, kar pomeni, da mora biti modelni organizem predstavnik za vecje
skupine organizmov in lahko rezultate na osnovi modelnega organizma ekstrapoliramo na
druge vrste vretencarjev oz. nevretenéarskih organizmov (3). V magistrski nalogi smo za
preucevanje strupenosti hormonskih motilcev uporabili tri organizme in sicer: zarodke rib

zebric (Danio rerio), vodne bolhe (Daphnia magna) in bakterije Vibrio fischeri.
1.2.1 Ribe zebrice (Danio rerio)

Danio rerio, v slovenskem jeziku poimenovane zebrice (angl. zebrafish), so tropske
sladkovodne ribe iz druzine krapovcev (Cyprinidae) (20) (slika 4). Pri temperaturi 26 °C je
rast zarodkov hitra, saj dosezejo zrelost v roku 3 mesecev, odrasla riba pa meri 3-5 cm.
Jajceca zebric so telolecitalna (rumenjak je acentri¢en - na vegetativnem polu velika
koli¢ina rumenjaka), delitve pa so meroblasticne (nepopolna delitev) in diskoidalne
(delitev omejena le na animalni pol). Kmalu po oploditvi se namre¢ za¢ne citoplazma
nabirati na animalnem polu, kjer kasneje obda jedro zigota. Ta del jajéne citoplazme,
imenovan blastodisk, je podvrzen cepitvi, medtem ko je z rumenjakom bogato podrocje

izkljuceno iz tega procesa (21).

Slika 4: Odrasla riba zebrica (Danio rerio) (22)

Uporaba zebric kot modelnega organizma se je zacela med letoma 1960 in 1970, ko je
George Streisinger uporabil to vrsto rib za laZje razumevanje genetskih osnov razvoja
vretenéarjev. V naslednjih desetletjih so postale zebrice ustaljen modelni sistem ne samo
za razvojne Studije, temveC tudi za razumevanje genetskih, celi¢no-bioloskih in

biokemijskih osnov Stevilnih bioloskih pojavov pri vretencarjih. Poleg osnovnih raziskav



se zebrice vse bolj uporabljajo tudi kot model za raziskavo ¢loveskih bolezni, kar je
povezano z visoko stopnjo ohranjenosti biokemijskih molekul in procesov med ljudmi in
zebricami (20).

Za ugotavljanje strupenosti tren hormonskih motilcev smo uporabili zarodke rib zebric
(Danio rerio), ki predstavljajo eno izmed najbolj obetavnih alternativnih pristopov k
testiranju akutne strupenosti z odraslimi ribami. Preskus strupenosti za ribe je pomembna
komponenta v procesih testiranja ekotoksi¢nosti. Akutni test strupenosti, izveden na
odraslih ribah, ni zdruzljiv z veljavno zakonodajo o dobrem pocutju Zivali, saj je smrtnost
primarno opazovani ucinek, poleg tega pa zakonodaja predpostavlja, da ribe med
testiranjem dozivljajo stisko in morda tudi bolecino. Metode, do katerih so prisli s pomocjo
alternativnih pristopov testiranja, so vkljucili v nove evropske predpise REACH-a, ki se
bori za zmanj$anje Stevila poskusov z zivimi organizmi. Od leta 2005 ima namre¢ test
strupenosti z zarodki rib zebric (FET) pomembno vlogo pri rutinskem testiranju odpadnih
vod v Nemciji, poleg tega pa je ta test Ze standardiziran na mednarodni ravni (ISO
15088:2007) (23). Razlogi za uporabo alternativnih metod (in vitro testi na celicah oz.
celi¢nih linijah rib ali pa uporaba zarodkov) namesto larv, ki se same hranijo, mladih in
odraslih rib v testiranjih ekotoksi¢nosti niso samo eti¢ni, temve¢ obstajajo tudi znanstveni
in stroskovni vzroki, ki spodbujajo sprejetje drugacnega pristopa testiranja. Pri akutnem
testiranju smrtnosti rib, ki se v zadnjem ¢asu vedno bolj opusca, pa je bila vioga koncepta
treh R (REPLACEMENT - nadomestitev predvidene metode s kako drugo, REDUCTION
- zmanjSanje Stevila poskusnih Zivali na najmanjSe mozno, REFINEMENT - izboljSanje
same tehnike poskusa, tako da bo le-ta zanesljivo uspel, ter da bosta stres in bole¢ina za
zivali najmanj$a in ¢im krajsa) zelo pomemben faktor (24).

Zebrice (Danio rerio), ki so pomemben model v ekotoksikoloskih $tudijah, imajo Stevilne
prednosti za ocenjevanje strupenosti kemikalij in sicer:

» S tehni¢nega in metodoloskega vidika je ta vrsta priro¢na in stroskovno
sprejemljiva za delo, poleg tega pa zagotavlja konceptualni vpogled v Stevilne
vidike biologije, genetike, toksikologije in bolezni vretencarjev.

» Zato vrsto je na voljo Siroka paleta informacij, vklju¢no s poznavanjem genoma.

» Nizki stroski vzdrzevanja, enostavno rokovanje z zebricami, hitra izvedba testov,
visoka rodnost, enostavnost opazovanja, razpolozljivost genetskih informacij,

obstoj mutiranih sevov.



» 'V relativnho majhnih akvarijih lahko gojimo vecje stevilo zebric, kar pomeni, da se s
tem stroski reje zmanjsajo.

» Prednost v primeru kroni¢nih in genetskih $tudij je tudi sorazmerno kratek
generacijski ¢as (3-4 mesece), zebrice se lahko pod ustreznimi laboratorijskimi
pogoji razmnozujejo skozi vse leto (ponavadi se drstijo enkrat na teden, izlezejo
50-200 jajcec ali vec, oploditev pa je zunanja), medtem ko je drstenje v naravi bolj
sezonsko.

» Razvoj zarodkov je zelo hiter, saj lahko Ze po 24 h po oploditvi pod lupo vidimo
prisotnost organov, medtem ko so po 96 h le-ti Zze popolnoma razviti.

» V nasprotju s sesalci, kjer se zarodki razvijajo znotraj maternice, pa pri zebricah
razvoj poteka zunaj samice, kar pomeni enostavnost opazovanja strukturnih
anomalij.

» Ribe zebrice so primerne tudi za fenotipske analize, saj so jaj¢eca/zarodki opti¢no
dobro pregledni, kar omogoca spremljanje fenotipskih sprememb, poleg tega pa se
pogosto uporabljajo tudi za analize izrazanja genov.

» Prednosti modela zebric pred modelom nevretencéarjev vkljucujejo evolucijski
odnos do visjih vretencarjev; zebrice in visji vretenéarji imajo namrec¢ veliko
podobnih celi¢nih in fizioloskih lastnosti ( npr. endokrini sistem, ki vkljucuje
steroidne hormone in njihove receptorje).

Ena glavnih slabosti uporabe zarodkov rib zebric kot modela za oceno ucinkov in
mehanizmov delovanja hormonskih motilcev je pogost pojav dveh nalezljivih bolezni v
laboratorijskih kolonijah, mikrosporidioze in mikobakterioze, ki ju je tezko zdraviti in/ali

odstraniti iz akvarijev (3).
1.2.2 Vodne bolhe (Daphnia magna)

Daphnia magna, ki jih v slovenskem jeziku poimenujemo vodne bolhe, so sladkovodni
nevretencarji, ki jih uvrs¢amo v red Cladocera in razred Branchiopoda (slika 5). V ta
razred spada priblizno 1000 vrst, med njimi so najbolj znane tiste iz rodu Daphnia, ki pa so
tudi razgirjene po vsem svetu. Zivljenjska doba vodnih bolh je odvisna od dejavnikov, kot
sta temperatura in Stevil¢nost plenilcev. V nekaterih hladnih jezerih brez rib lahko vodne
bolhe prezivijo 13-14 mesecev, medtem ko imajo v laboratorijskih pogojih pri 20 °C
relativno kratko zivljenjsko dobo (7-8 tednov), spolno zrelost pa dosezejo v roku 6-8 dni

po izvalitvi (25). Ti vodni organizmi so zelo majhni, obi¢ajno merijo v dolzino okoli 2-5
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mm, oblika njihovega telesa pa je podobna ledvicastemu fizolu. Samci so manjsi od samic,
ki lahko merijo v dolzino od 3-5 mm, samci pa dosegajo velikosti okoli 2 mm, vendar
imajo le-ti daljSe antene, spremenjen potrebusni del in prvo nogo, ki jo obdaja kavelj,
kateri se uporablja za ujetje/objem samic med parjenjem. Telo vodnih bolh ni jasno
raz€lenjeno, regije prsnega kosa in trebuha pokriva namre¢ Skoljki podobna struktura,
imenovana karapaks, ki je v glavnem sestavljena iz hitina. Dvoloputast karapaks sega v
S¢it glave, kar je pomembna diagnosti¢na znacilnost za to vrsto, na zadnji strani pa je
navadno podalj$an v trn. Imajo dva niza dolgih, dvakrat razvejanih anten/tipalnic (prvi par
je skoraj zakrnel, drugi par pa je namenjen plavanju) in 4-6 parov okoncin (torakopodov)
na podrocju prsnega kosa, ki so varno shranjeni znotraj karapaksa in pomagajo pri filtraciji
vode ter pri dovajanju hrane in kisika do ust in $krg. Na podro¢ju trebuha imajo dvojne
velike klesc¢e/kremplje, ki so namenjene predvsem c¢is€enju karapaksa. Na sredini glave se
nahaja eno samo sestavljeno oko, ki je nastalo z zlivanjem para oces pri njihovih prednikih
(26).

Slika 5: Odrasla vodna bolha (Daphnia magna) (27)

Vodne bolhe se razmnozujejo tako spolno kot tudi nespolno in imajo cikli¢no
partenogenetski zivljenjski cikel. Ve¢ji del leta je v ospredju nespolno razmnoZevanje, kjer
proizvajajo samice diploidna jajceca (obi¢ajno 6-10) in jih nosijo v valilnih komorah pod
karapaksom. 1z teh jajcec se razvijejo mlade vodne bolhe, ki so vse po vrsti samice. V
primeru neugodnih razmer (pomanjkanje hrane, temperaturni ekstremi, velika gostota
populacije, kopicenje izlo¢kov ipd.) pa poteka spolno razmnozevanje, kjer vali samica
haploidna jajceca, iz katerih se razvijejo samci, ki kasneje oplodijo mlade samice (26). Pri
vodnih bolhah oz. pri vseh rakih pride do rasti mladih vodnih bolh Ze v nekaj minutah po

zapustitvi valilnika in Se preden eksoskelet otrdi in izgubi elasti¢nost (25).
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Vodne bolhe se ze dolgo ¢asa uporabljajo kot model za oceno strupenosti razli¢nih snovi
na vodne organizme. Nekatere izmed prvih strupenostnih Studij je vodil genetik Ernest
Warren (1900), ki je s pomo¢jo vodnih bolh definiral razpon koncentracij natrijevega
Klorida, ki jih omenjeni organizmi $e lahko prenesejo. Edinstvene bioloske lastnosti kazejo,
da so vodne bolhe primeren modelni sistem za ekologijo in evolucijsko biologijo, poleg
tega pa imajo pomembno vlogo tudi v ekotoksikologiji. Ti sladkovodni raki se obicajno
uporabljajo za spremljanje onesnaZenosti okolja in so pomembni pri vzpostavljanju
regulativnih meril s strani vladnih agencij (Mednarodna organizacija za standardizacijo —
ISO, Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj-OECD, Ameriska agencija za
okoljsko varnost-US EPA, Kanadska okoljska organizacija za gospodarsko sodelovanje in
razvoj, Japonska okoljska agencija) (28). Akutni test strupenosti z vodnimi bolhami
Daphnia magna je priljubljen bioloski test, ki se mednarodno uporablja za presejalne
Studije strupenosti kemikalij ter za ugotavljanje onesnaZenosti voda. Stevilne mednarodne
organizacije (ISO-Mednarodna organizacija za standardizacijo in OECD-Organizacija za
gospodarsko sodelovanje in razvoj) priporo¢ajo uporabo vodnih bolh kot standardni testni
organizem za razli¢ne Studije. Tako kot zebrice imajo tudi vodne bolhe $tevilne prednosti
kot modelni sistem v akutnih testih strupenosti:

» Visoka obcutljivost na strupene kemikalije (npr. na endokrine motilce)

» Kratek razmnozevalni cikel (29)

» Cikli¢no partenogenetski zivljenjski cikel, moznost spolnega in nespolnega

razmnozevanja ter veliko Stevilo potomcev.
» Daphnia magna so v primerjavi z ostalimi vrstami vodnih bolh dokaj velike, poleg
tega pa omogocajo enostavno rokovanje in gojenje pod laboratorijskimi pogoji.

» 0Od leta 1928 se vodne bolhe redno uporabljajo v Studijah strupenosti (30).
Kljub dejstvu, da predstavljajo nevretencarji okoli 95 % vseh zivalskih vrst in so klju¢ni
elementi vseh ekosistemov, so studije glede ucinkov endokrinih motilcev osredotocene
predvsem na in vivo oceno pri sesalcih, plazilcih in ribah. Pri rakih uravnavajo
nevrohormoni Stevilne fizioloSke procese, kot so presnova mascob, ionsko ravnotezje,
levitev, rast, regeneracija, razvoj spolnih Zlez, razmnoZevanje, prebava in sréna aktivnost.
Vecina opredeljenth nevretencarskih  hormonov spada v skupino peptidnih
nevrohormonov, vendar je na voljo premalo dokazov o vplivu endokrinih motilcev na
signalne poti, ki temeljijo na peptidih. Po drugi strani pa najdemo pri rakih tudi hormone,

ki so nepeptidnega izvora (npr. hormon levitve ekdison, juvenilni hormoni) in posledi¢no
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so lahko procesi, v katere so ti hormoni vkljuceni, bolj dovzetni za morebitne motnje (25).
Strukturna podobnost med estrogenom pri vretencarjih in nevretenc¢arskim hormonom
levitve ekdisonom nakazuje na moznost interakcije estrogenih hormonskih komponent z
endogenimi steroidi pri nevretencarjih, Ceprav je vse ve¢ dokazov o tem, da ti u€inki niso
posredovani preko hormonskega sistema &lenonozcev (31). Ceprav so znanstveniki odkrili
prisotnost steroidov vretencarskega tipa v tkivih rakov, pa njihov funkcionalni pomen $e ni

povsem pojasnjen (25).
1.2.3 Bakterije Vibrio fischeri

Vibrio fischeri so oksidazno pozitivne in Gram negativne bakterije, sestavljene iz celi¢ne
stene, Ki je zgrajena iz zunanje lipopolisaharidne membrane, periplazmatskega prostora s
plastjo peptidoglikanov in notranje citoplazemske membrane (slika 6). Merijo 0,8-1,3 um
v premeru in 1,8-24 um v dolzino. Spadajo v veliko druzino y-proteobakterij
Vibrionaceae, ki so razsirjene povsod v naravi, saj jih najdemo v morski vodi, sedimentu
in koZi rib. Te heterotrofne bakterije uporabljajo bicke za premikanje in so najbolj znane
po svojih bioluminiscentnih lastnostih. Vefinoma zivijo v sozitju z razliénimi
globokomorskimi zivalmi, kot so ribe in lignji, v majhnih koli¢inah pa so kot prosto

plavajoce bakterije prisotne tudi na razpadajocih organskih snoveh (32).

74
500 nm
il Lt

Slika 6: Na levi sliki bakterija Vibrio fischeri (A =500 nm) (33), desna slika pa

prikazuje fluorescenéno zeleno obarvano populacijo bakterij Vibrio fischeri (34)

Luminiscenéne bakterije lahko v procesu normalnega metabolizma oddajajo modro-zeleno
svetlobo. Leta 1854 je J.F. Heller dolo¢il prvi sev bioluminiscenénih bakterij in tako je bila
postavljena zgodnja referenca za ocenjevanje akutne strupenosti. Podjetje "Beckmann

Instruments” pa je zacelo leta 1978 test z luminiscen¢nimi bakterijami na vodnih vzorcih
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trziti kot test Microtox in kasneje so Stevilne drzave/regije postavile uradni standard za test
zaviranja naravne emisije svetlobe bakterij (Francoski standard-DIN 38412-1990;
AmeriSki standard-ASTM D5660-1995; Kitajski standard-GB/T 15441-1995 in Evropski
standard-EN ISO 11348).

Intenziteta sevanja odraza presnovno stanje bakterij, zato lahko trdimo, da je emisija
svetlobe tesno povezana s celi¢cnim metabolizmom. Svetloba, ki jo oddajajo luminiscenéne
bakterije, je v glavnem vezana na bioluminiscentni encimski sistem, katerega sestavljata
NAD(P)H:FMN oksidoreduktaza in luciferaza. V prvi reakciji, ki je katalizirana s strani
encima NAD(P)H:FMN oksidoreduktaze, pride najprej do redukcije FMN do FMNH>

v prisotnosti NAD(P)H in H*:

NAD(P)H:FMN oksidoreduktaza
NAD(P)H + FMN + H* NAD(P)* + FMNH,

V drugi reakciji pa heterodimerni protein bakterijska luciferaza katalizira oksidacijo
FMNH2 do FMN v prisotnosti dolgoveriznega aldehida (RCHO) in Oz . V spektralnem
obmocju med 420 nm in 660 nm pride do sproscanja proste energije v obliki modro-zelene

svetlobe:

luciferaza

FMNH, + RCHO + O, ——— FMN + RCOOH + H,0 + hv

R- alifatska skupina (daljsa veriga ogljikovih atomov), ki je vezana na aldehidno oz. karboksilno skupino

Ob izpostavitvi luminiscen¢nih bakterij strupenim spojinam se lahko zmanjsa delovanje
bakterijske luciferaze in posledi¢no jakost svetlobe hitro upade. Za proizvodnjo
bioluminiscence uporabljajo Vibrio fischeri proteine, ki so kodirani z nizom genov,
imenovanim lux operon.
Princip tradicionalnega bakterijskega testa zaviranja luminiscence, ki se uporablja kot
standard v mnogih drZavah in regijah, je merjenje emisije svetlobe bakterij ob izpostavitvi
testnim vzorcem in primerjava le-te s kontrolno raztopino. Najbolj razsirjeno merilo
akutnega strupenostnega testa je 1Cso, ki pomeni tisto koncentracijo strupene substance, pri
kateri je zaviranje emisije svetlobe po dolo¢enem ¢asu izpostavljenosti 50 % (35).
Morske luminiscenéne bakterije Vibrio fischeri so eden izmed najbolj pogosto uporabljenih
testnih organizmov v Studijah ekotoksi¢nosti, saj imajo Stevilne prednosti:

» Omogocajo enostavno, hitro in zanesljivo merjenje strupenosti kemikalij in

odpadnih voda.
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» Uporabljajo se v razli¢nih bioloskih preizkusnih metodah za spremljanje akutnih
toksi¢nih u€inkov posameznih spojin 0z. zmesi organskih in anorganskih snovi.

» Ta bioloski test je primeren za veliko razli¢nih okoljskih in industrijskih vzorcev,
kot so vzorci povrsinskih in podzemnih voda, vzorci odpadnih voda in komunalnih
odplak, ter vzorci sedimentov (36).

» 'V primerjavi z drugimi testi so stroski izvedbe nizki.

» Test z luminiscenénimi bakterijami izkazuje odlicno ujemanje z bioloskimi testi, ki
S0 izvedeni na visjih organizmih, kot so alge, raki in ribe, ter vi§jo ob¢utljivost v
primerjavi z drugimi bakterijskimi testi.

» Sprva je bil test namenjen samo za analize vzorcev vode ( v mnogih drzavah se
uporablja kot referen¢na metoda), sCasoma pa so ga zaceli uporabljati tudi za oceno
strupenosti drugih vrst vzorcev (motni in barvni vzorci) in za §iroko paleto spojin
(droge, fenoli, pesticidi in policikli¢ni aromatski ogljikovodiki) (37).

Velika pomanjkljivost te metode je zelo kratek Cas izpostavljenosti, kar se odraza v nizki
obcutljivosti pri substancah z zapoznelim ucinkom, kot so bakteriostati¢ni agensi. S t0
konvencionalno metodo torej ne moremo oceniti kroni¢nih u¢inkov. Poleg tega standardna
metoda ni zdruZljiva s presejalno metodo z visoko pretocnostjo v mikrotitracijskem merilu,
saj se preizkus obifajno izvaja z obicajnimi luminometri v velikosti Kivete. Visoka
pretocnost omogoca raziskovalcem hitro izvedbo velikega Stevila kemijskih, genetskih in
farmakoloSkih preskusov, medtem ko smo pri testu strupenosti z luminiscen¢nimi
bakterijami omejeni s Stevilom vzorcev (36). Tretja slabost akutnega testa strupenosti, ki
temelji na morskih bioluminiscen¢nih bakterijah Vibrio fischeri, je povezana s testnimi
vzorci, saj jih pripravljamo s pomocjo 2-3 % raztopine NaCl, s ¢imer posnemamo slanost
morske vode. S tem pa spremenimo lastnosti posameznih vzorcev, saj lahko pride do

zmanj$anja biorazpolozljivosti kovinskih ionov ali povecanja topnosti organskih snovi
(35).
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2 NAMEN DELA

V zadnjih letih skrb glede izpostavitve hormonskim motilcem vse bolj narasca, saj lahko te
spojine prizadenejo rast, razvoj, reprodukcijo in fizioloski sistem Stevilnih vodnih
organizmov v ekosistemu. Snovi, ki motijo endokrini sistem, so vse pogosteje predmet
raziskav, vendar je na tem podrocju Se veliko prostora za nove Studije in dognanja, zato
smo se odlocili, da bomo v magistrski nalogi ugotavljali vpliv bisfenola A in njegovih
dveh analogov na tri razlitne organizme. Poleg tega je zelo malo podatkov o
ekotoksikoloskih u¢inkih BPF in BPAF, zato smo Zeleli narediti raziskavo in priti do novih
spoznanj tudi na tem slabo raziskanem podro¢ju, predvsem pa primerjati uc¢inke teh dveh
spojin z BPA.

V eksperimentalnem delu se bomo osredotodili na testiranje strupenosti bisfenola A (BPA),
bisfenola F (BPF) in bisfenola AF (BPAF) na zarodke rib zebric (Danio rerio), vodne
bolhe (Daphnia magna) in luminiscen¢ne bakterije Vibrio fischeri. Glavna naloga nase
raziskave bo ugotoviti, kako lahko majhna sprememba v strukturi same molekule bisfenola
vpliva na razvoj in vedenje posameznega organizma. Pri akutnem testu strupenosti z
zarodki rib zebric bomo spremljali morebitne subletalne, letalne in teratogene ucinke prej
omenjenih spojin in skusali razloziti, zakaj pride do dolo¢enih sprememb v razvoju pri
izbranih koncentracijah teh spojin. Pri testu strupenosti z vodnimi bolhami bomo doloc¢ali
zaviranje gibanja v odvisnosti od koncentracije in tako za vsako spojino dolo¢ili
koncentracijo, ki povzro¢i negibnost pri 50 % izpostavljenih vodnih bolh po 24 in 48 h.
Strupenost treh hormonskih motilcev bomo spremljali tudi s pomocjo bioloskega testa na
osnovi luminiscen¢nih bakterij, kjer bomo dolocali delez (v %) zaviranja naravne emisije
svetlobe pri teh mikroorganizmih v primerjavi s kontrolo pri razliénih koncentracijah
vzorcev.

Osnovni namen naSega dela bo na osnovi bioloskih testov ugotoviti vrstno-specificne
letalne in subletalne u¢inke BPA, BPF in BPAF na vodne organizme iz razli¢nih trofi¢nih
nivojev. Dobljene rezultate bomo predstavili tudi v graficni obliki in tako s pomocjo
linearne regresije ter izraCunanih koncentracij snovi, ki povzro¢ijo v doloCenem ¢asu
specifi¢ne odgovore pri 50 % testnih organizmov, dolocili katera izmed testiranih substanc
je najbolj strupena za posamezen testni organizem. Kljub temu, da je bilo 0 prou¢evanih
endokrinih motilcih in njihovemu vplivu na okolje in zivali narejenih ze veliko $tudij

(predvsem so bile raziskave usmerjene v ugotavljanje strupenosti BPA), menimo, da je na
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podrocju ekotoksikoloskih raziskav v zvezi z BPF in BPAF se veliko odprtih vprasanj in
upamo, da bomo z naSimi rezultati in zakljucki prispevali k ve¢jemu poznavanju

strupenosti omenjenih analogov BPA na vodne organizme.
V magistrski nalogi smo si postavili naslednje hipoteze:

» BPAF je zaradi prisotnih fluorovih atomov v strukturi bolj toksi¢en od BPA in
BPF.

» Privseh treh organizmih strupenost proucevanih spojin pada v istem vrstnem redu:
BPAF>BPA>BPF.

» Z nara$¢anjem koncentracij spojin, ki so jim prouc¢evani organizmi izpostavljeni,
narasc¢a tudi jakost u¢inkov.

» Koncentracije izbranih hormonskih motilcev, ki so povzrocile signifikantne
(bistvene strupene) uéinke pri izpostavljenih prou¢evanih vodnih organizmih, so

prisotne tudi v okolju (glede na literaturo).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 TESTNI REAGENTI

Preglednica I: Uporabljeni testni reagenti

KEMIJSKA MOLEKULSKA

KEMIKALIJA FORMULA MASA [g/mol] PROIZVAJALEC
3,4-Dikloroanilin CsHsCI2N 162,02 Merck
Bisfenol A (BPA) Ci1sH1602 228,29 Sigma-Aldrich
Bisfenol F (BPF) C13H1202 200,23 Sigma-Aldrich
(BB'ISI;”F‘;' AF C1sH10F6O2 336,23 Sigma-Aldrich
Kalcijev klorid
dihidrat CaClx2H,0 147,02 Merck
Kalijev klorid KCI 74,55 Merck
Magnezijev sulfat
heptahidrat MgSQO4x7H,0 246,47 Merck
Natrijev hidrogen NaHCOs 84,01 Merck
karbonat
Kalijev dikromat K2Cr207 294,18 Merck
Natrijev hidroksid -
01 M NaOH 40,00 Merck
Klorovodikova
Kislina - 0,1 M HCI 36,46 Merck
Reaktivacijska Hach-Lange/ Dr.
raztopina- LCK 482 Lange
Natrijev klorid NaCl 58,44 Merck in Hach-Lange

e Cistota vseh uporabljenih spojin je bila ve&ja od 98 %.

3.2 MERJENJE STRUPENOSTI BPA, BPF in BPAF ZA TESTNE
ORGANIZME

3.2.1 BPA

V eksperimentalnem delu magistrske naloge smo z akutnimi testi preizkusali strupenost
BPA za zarodke rib zebric (Danio rerio), vodne bolhe (Daphnia magna) in bakterije Vibrio
fischeri. Bisfenol A je bil nasa prva izbira pri izvajanju poskusov predvsem zaradi Stevilnih

ze izvedenih Studij in raziskav s to spojino, katere so nam bile v pomo¢ pri izbiri

ustreznega intervala koncentracij, izvedbi, vrednotenju in primerjavi rezultatov.

Priprava osnovne raztopine BPA
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Pri vseh treh testnih organizmih smo na enak nacin pripravili osnovno raztopino BPA s
koncentracijo 43,80 uM. To smo naredili tako, da smo 20 mg BPA, ki smo ga predhodno
zdrobili v terilnici, saj smo s tem omogocili hitrejSe raztapljanje, prenesli v 2 L bucko in jo
priblizno do polovice napolnili z ultra ¢isto vodo s prevodnostjo 18,2 MQ/cm. Na podlagi
preteklih $tudij smo vedeli, da je bisfenol A (BPA) slabo topen v vodi, v kar smo se
prepricali tudi sami, saj smo morali pripravljeno raztopino za popolno raztopitev mesati 2
dni na magnetnem mesalu. Sprva smo raztopino BPA tudi nekoliko segrevali (T= 30 °C) in
vsako uro za priblizno 10 minut dajali buc¢ko v ultrazvo¢no kadicko, kar pa ni bila dobra
odlocitev, saj se je koncentracija, ki smo jo na koncu raztapljanja preverili na HPLC-ju,
znizala za ve¢ kot 10 %. Zaradi tega smo vse raztopine, ki smo jih kasneje pripravljali,
mesali samo na magnetnem mesSalu brez segrevanja in uporabe ultrazvoka. Preden smo
priceli s poskusi, Smo raztopino do oznake na bucki dopolnili z ultra ¢isto vodo, dodali
potrebne koli¢ine soli in dobro premesali. Na osnovi prvih rezultatov smo videli, da je
izbrana najvisja koncentracija 43,80 uM BPA prenizka za dolocitev letalnih ucinkov, kot
je npr. smrtnost, zato smo se odlo¢ili za pripravo 1 X bolj koncentrirane raztopine, ki smo
jo pripravili po prej opisanem postopku. Po 2 dneh smo koncentracijo kon¢ne raztopine
preverili s HPLC in ugotovili, da se izmerjena koncentracija le v manj$i meri razlikuje od
nominalne, zato smo za nadaljnje poskuse in red¢itve uporabljali raztopino BPA s

koncentracijo 87,61 uM.
3.2.1.1 AKUTNI STRUPENOSTNI TEST Z ZARODKI RIB ZEBRIC (Danio rerio)

V tem poglavju bomo najprej opisali pripravo red¢itev osnovne raztopine BPA, nato pa se

bomo podrobno posvetili postopku dela in vrednotenju rezultatov.

Priprava vzorcev

Za izvedbo testa z zarodki rib zebric (Danio rerio) smo uporabili naslednjih 14
koncentracij raztopine BPA: 8,76 uM; 10,95 uM; 15,33 uM; 17,52 uM; 19,71 uM; 24,10
uM; 26,28 uM; 35,04 uM; 43,80 uM; 52,56 uM; 61,33uM; 70,09uM, 78,85 uM in 87,61
uM. Red¢itve smo pripravili iz osnovne raztopine bisfenola A s koncentracijo 87,61 uM,
pri ¢emer smo kot topilo za redCenje uporabili razred¢evalno vodo (RV), ki smo jo
pripravili tako, da smo v 10 L stekleno posodo odpipetirali 40 mL raztopine - 1.1
(raztopina kalcijevega klorida dihidrata), 10 mL raztopine - 1.2 (raztopina magnezijevega

sulfata heptahidrata), 10 mL raztopine - 1.3 (raztopina kalijevega klorida) in 10 mL
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raztopine - 1.4 ( raztopina natrijevega hidrogenkarbonata). VVse omenjene raztopine smo
pripravili v skladu z I1SO standardom, tako da smo v 1 L buco natehtali spodaj omenjeno
koli¢ino dolocene spojine (v mg) in dodali ultra ¢isto vodo do oznake (23). Raztopina 1.1
vsebuje 294 mg/L CaCl; x 2H20, raztopina 1.2 vsebuje 123,3 mg/L MgSOs x 7H0,
raztopina 1.3 vsebuje 5,5 mg/L KCI in raztopina 1.4 vsebuje 63,0 mg/L NaHCO3. Vsa
red¢enja smo opravili v 25 mL bucki, osnovni raztopini BPA, ki je bila pripravljena z ultra
¢isto vodo, pa smo dodali preracunane volumne soli. Tako pripravljene raztopine smo
shranili v hladilniku in jih pred testom postavili v prostor s temperaturo 26 °C = 1 °C, da
smo dosegli isto temperaturo, pri kateri smo kasneje izvajali poskuse. Kontrola pri testu
strupenosti z zarodki rib zebric je bila razred¢evalna voda (RV), pozitivno kontrolo pa je
predstavljala raztopina referen¢ne substance 3,4-dikloroanilina s koncentracijo 3,7 mg/L.
Zeleno koncentracijo smo dobili tako, da smo v 25 mL bucko odpipetirali 925 pL
raztopine 3,4-dikloroanilina s koncentracijo 100 mg/L in z razred¢evalno vodo dopolnili do

oznake.
lzvedba testa

Akutni test toksicnosti z zarodki rib zebric (Danio rerio) smo izvedli glede na ISO
standard 15088 (2007), kjer so opisani reagenti, aparature in standardni postopki dela (23).
Zebrice so se nahajale v akvarijih, ki so bili postavljeni v posebnem prostoru z
dnevno/no¢nim ciklom in stalno temperaturo zraka 26 °C + 1 °C. Ribe smo 3 x dnevno
hranili s komercialno dostopno suho hrano, 1 x tedensko pa so dobile tudi mlade vodne
bolhe. Posode z nerjaveco jekleno mreZo in plasticnimi rastlinami za boljSe drstenje smo Se
pred zaCetkom dnevnega cikla postavili v akvarij in jih po priblizno 30 minutah po priZzigu
luci zjutraj odstranili. Vse ikre smo dali v petrijevko, ki je vsebovala vodo iz akvarijev, jo
postavili pod lupo in tam prenesli potrebno Stevilo oplojenih jajcec s stekleno pipeto v
posodo z razred¢evalno vodo. Pod stereomikroskopom (Nikon SMZ 1000, Nikon) smo
locevali oplojena od neoplojenih jajéec oz. jajéec z dolo¢enimi anomalijami ali
poskodovano membrano. Za neoplojena jajceca je znailno pomanjkanje tvorbe
blastomerov, v poznejsih stadijih pa jih lahko identificiramo po njihovi netransparentnosti.
Standard doloca, da lahko za testiranje strupenosti uporabimo samo oplojena jajceca od 4 -

celicnega do 128 - celi¢nega stadija zarodka (slika 7).
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Slika 7: Stadiji (od 4-celi¢nega do 128-celi¢nega) razvoja zarodkov rib zebric (Danio rerio) (38)

Test smo priceli tako, da smo v vdolbinice mikroplo$¢ s 24 jamicami odpipetirali 1 mL
dolo¢ene koncentracije pripravljenih raztopin bisfenola A, razred¢evalno vodo in pozitivno
kontrolo. V vsako vdolbinico smo s pomoc¢jo pipete prenesli po eno oplojeno jajcece iz
posode z razredcevalno vodo, pri tem pa smo morali paziti na ¢im manjsi prenos tekocin v
testni sistem, saj bi s tem lahko vplivali na rezultate poskusa. Za vsako koncentracijo BPA
in raztopino 3,4-dikloroanilina s koncentracijo 3,7 mg/L smo testirali 10 jajéec, preostale
vdolbinice pa smo uporabili kot kontrolo. Napolnjene plasti¢ne mikroplos¢e smo prekrili s
parafilmom in pokrovom, zato da smo preprecili izhlapevanje, ter jih postavili v prostor s
konstantno temperaturo 26 °C + 1 °C. Vsak dan ob istem ¢asu smo pod lupo natan¢no
pogledali razvoj zarodkov, jih primerjali s kontrolo in vse anomalije zapisali v pripravljene

tabele. Zadnji, Cetrti dan testa smo pri izvaljenih zarodkih merili tudi dolZino.

Obdelava rezultatov

S pomogjo $tevilnih Ze izvedenih $tudij, kjer so proucevali vpliv bisfenola A na zarodke rib
zebric in 1SO standarda 15088:2007, smo dolocili, katere razvojne spremembe bomo
opazovali pri testiranih organizmih (23,24). Znake, ki smo jih spremljali, lahko razdelimo

v tri skupine:

21



SUBLETALNI
ZNAKI

TERATOGENI
ZNAKI

SUBLETALNI ZNAKI

V V V V V VY

Y VvV

Razvoj oci

Spontano gibanje

Krvni obtok/cirkulacija krvi
Pigmentacija telesa
Pigmentacija o€i
Deformacija rumenjakove
vrece

Prisotnost edemov

Izvalitev

Y V VYV V

Koagulacija
Locitev repa od rumenjaka
Razvoj somitov/vretenc

Sréni utrip

Deformacije glave
Deformacije repa
Deformacije srca

Zastoj v rasti

Subletalni znaki so tisti, ki se lahko pojavijo tekom razvoja zarodka, vendar ne povzroc¢ajo

njegove smrti. Eden od teh znakov je, da zarodek nima razvitih o¢i. Ze po 24 h lahko

namre¢ pri normalno razvitem zarodku opazimo prisotnost oci (slika 8).
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Slika 8: Primerjava med zarodkom zebric (Danio rerio) brez razvitih o¢i (leva slika) (11,90

uM BPAF) in normalno razvitim zarodkom v kontroli (desna slika) po 24 h

MozZno je tudi, da se zarodek kljub majhnim tresljajem mikroploS¢e ne za¢ne premikati.
Tretji znak, ki smo ga uvrstili v to skupino, je krvni obtok. Pogosto smo namre¢ opazili, da
kljub bitju srca kri ne krozi po telesu ali pa sama cirkulacija poteka zelo pocasi. Med
subletalne znake spada tudi pigmentacija o¢i in telesa. Pigmentacija pomeni prisotnost
¢rnih lis, ki so razporejene po celotnem telesu, torej jih najdemo na glavi, hrbtu, repu in
oc¢eh. Pri dolo¢enih koncentracijah posamezne spojine smo po 48 h oz. 72 h ugotovili, da
zarodek ni pigmentiran ali pa je pigmentacija precej slabsa v primerjavi s kontrolo (slika
9).

Slika 9: Nepigmentiran 72 h star zarodek rib zebric (Danio rerio) (49,94 uM BPF)

Na osnovi dobljenih rezultatov smo v to skupino uvrstili §¢ dva pomembna znaka in sicer
deformacija rumenjakove vrece in prisotnost edemov (slika 10). Ti dve spremembi smo pri
zarodkih veckrat opazili, Se posebno pri izpostavljenosti bisfenolu AF, vendar kljub hudim

razvojnim spremembam nista vedno povzrocili smrti zarodka.
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Slika 10: 72 h star zarodek z edemom (leva slika) (8,93 uM BPAF) in 48 h star zarodek z
deformirano rumenjakovo vreco (desna slika) (8,93 uM BPAF)

Zadnji u¢inek, ki spada v to skupino, pa je zaostanek v valjenju.

LETALNI ZNAKI

Letalni znaki so tisti, ki povzro¢ijo ali s¢asoma pripeljejo do smrti organizma. Izbrani
letalni znaki za opredelitev akutne toksi¢nosti kemikalij so podobni tistim, ki so opisani v
ISO standardu 15088:2007 (23). Na osnovi rezultatov smo se namre¢ v to skupino odlo¢ili
uvrstiti tudi nerazvitost somitov, saj je ta znak velikokrat vodil do smrti zarodkov
(predvsem pri BPAF). Zarodek se po 48 h opredeli kot mrtev v primeru koagulacije,
odsotnosti srénega utripa, nerazvitih somitov in kadar rep ni vidno locen od rumenjaka.
Koaguliran zarodek je v primerjavi s kontrolo netransparenten in precej temnejSe barve,

poleg tega pa je popolnoma nerazvit (slika 11).

Slika 11: Primerjava med koaguliranim (leva slika) in normalno razvitim zarodkom (desna
slika) po 48 h
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Zarodek, ki mu ne bije srce ali nima razvitih somitov, se opredeli za mrtvega. Med letalne
znake uvr§¢amo tudi povezanost repa in rumenjaka. Ce je po 48 h rep $e na enak nacin
povezan z rumenjakovo vreco, kot je bilo to vidno po 24 h, lahko re€emo, da ni lo¢en od

rumenjaka (slika 12).

Slika 12: Pri 48 h starem zarodku rep ni lo¢en od

rumenjaka

Ze en sam znak, ki smo ga omenili zgoraj, lahko povzro¢i smrt organizma, najpogosteje pa
pride do smrti zarodkov zaradi prisotnosti ve¢ znakov hkrati (npr. odsotnost srénega utripa

v povezavi z nelo€itvijo repa od rumenjakove vrece).

TERATOGENI ZNAKI

Med teratogene znake pa smo uvrstili deformacije glave, repa in srca, ¢eprav nepravilnosti
V razvoju srca med opazovanjem zarodkov nismo zaznali. Vzrok za to lahko is¢emo v
premajhni povecavi stereolupe (Nikon SMZ 1000, Nikon), s katero smo izvajali poskuse.
Nasprotno pa smo velikokrat zaznali hujse anomalije glave in zavitje repa (slika 13). Sem

pa spada tudi zastoj v rasti.

Slika 13: Huda deformacija 72 h starega zarodka
(11,90 uM BPAF)
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Tako smo letalne, subletalne in teratogene znake spremljali 4 dni zapored in vsakr$no
spremembo v primerjavi s kontrolo oznacili v tabelah. Nekateri znaki so bili bolj izrazeni
po 48 h, medtem ko smo druge opazili Sele po 72 h. Poskuse smo z istimi koncentracijami
doloc¢ene spojine ponovili veckrat (vsaj 2 x) in ugotovili, da je treba z organizmi ravnati
zelo previdno in paziti na temperaturo v prostoru, kjer poteka test. Nekaterih rezultatov
namre¢ nismo smeli upostevati pri kon¢nih izracunih zaradi prevelike smrti zarodkov v
kontroli, saj smo na zacetku poskusov imeli teZave z nihanjem temperature v prostoru, kjer
so se organizmi nahajali. 1SO standard 15088:2007 doloc¢a, da je test veljaven, e v
negativni kontroli (razred¢evalna voda) po 48 h inkubacije prezivi vsaj 90 % zarodkov in
¢e so v pozitivni kontroli (3,7 mg/L 3,4-dikloroanilina) rezultati znotraj opredeljenega
obmodja, kar pomeni, da pride do ucinka pri ve¢ kot 10 % zarodkov (23). Na koncu smo
veljavne rezultate zdruzili, jih primerjali med sabo in podali kot delez (v %) pojavljanja
dolo¢enega ucinka. lzracunali smo tudi povpre¢ja in standardne napake, ter s pomocjo
posebnega programa Probit analiza ( Probit analizni program Agencije za varstvo okolja v
Zdruzenih drzavah Amerike - USEPA Probit analysis Program, verzija 1.5), dolo¢ili
LC/EC10, LC/ECs0, LC/ECg in 95 % interval zaupanja za ECso in LCsopo 48 h 0z. 72 h
inkubacije.

3.2.1.2 AKUTNI STRUPENOSTNI TEST Z VODNIMI BOLHAMI (Daphnia

magna)

Priprava vzorcev

Pri delu z vodnimi bolhami (Daphnia magna) smo osnovno raztopino BPA s koncentracijo
87,61 uM pripravili po istem postopku, ki smo ga opisali pod tocko 3.2.1. Za testiranje
toksi¢nosti smo uporabili naslednjih 7 koncentracij bisfenola A: 26,28 uM; 30,66 uM;
35,04 uM; 39,42 uM; 43,80 uM; 65,71 uM in 87,61 pM. Priprava red¢enih vzorcev se
nekoliko razlikuje od tiste, ki smo jo predstavili pri zarodkih rib zebric (Danio rerio).
Koncentracije, s katerimi smo ugotavljali deleZ (v %) zaviranja gibanja vodnih bolh, smo
izbrali s pomocjo preliminarnih testov. Na osnovi teh smo dolo¢ili interval koncentracij, Ki
naj bi povzrocile dolocen ucinek in si tako postavili obmocje koncentracij za izvedbo testa.
V 100 mL buckah smo osnovno raztopino BPA red¢ili z ultra Cisto vodo do zelenih
koncentracij in dodali soli. 100 ml vzorec tako vsebuje naslednje volumne soli:

e 400 pL raztopine 1.1, ki vsebuje 294 mg/L CaClz> x 2H>0

e 200 pL raztopine 1.2, ki vsebuje 123,3 mg/L MgSO4x 7H20

26



e 200 pL raztopine 1.3, ki vsebuje 5,5 mg/L KCI
e 200 pL raztopine 1.4, ki vsebuje 63,0 mg/L NaHCOg,

Kontrolo je predstavljala razred¢evalna voda (RV), katere pripravo smo opisali pri
prejSnjem testu vV poglavju 3.2.1.1. Pred zafetkom izvedbe poskusov smo preverili
obcutljivost vodnih bolh in usklajenost s postopkom, tako da smo dolocali 24 h ECsp za
kalijev dikromat. Poskus smo izvedli s 5 razlicnimi koncentracijami, ki smo jih izbrali
glede na prejSnje ze izvedene Studije z vodnimi bolhami. Uporabljene koncentracije
K2Cr2.07 so bile: 0,5 mg/L; 0,7 mg/L; 1,0 mg/L; 1,3 mg/L in 1,7 mg/L. Osnovno ze
pripravljeno raztopino kalijevega dikromata s koncentracijo 100 mg/L smo z razred¢evalno
vodo red¢ili do prej omenjenih koncentracij. Tako smo npr. v 100 mL bucko za dosego
koncentracije 1,7 mg/L odpipetirali 1,7 mL osnovne raztopine kalijevega dikromata in do

oznake na bucki dopolnili z razred¢evalno vodo.
Izvedba testa

Pred zacetkom testiranja toksi¢nosti smo s testom, kjer smo dolocali 24 h ECsp za kalijev
dikromat, ugotavljali ustrezno obcutljivost vodnih bolh za nadaljnje teste. Dobljena
vrednost ECsp ne sme pasti izven obmoc¢ja med 0,6 mg/L in 2,1 mg/L, v nasprotnem
primeru moramo preveriti pravilnost izvedbe postopka in nacin gojenja vodnih bolh. Pri
nasem eksperimentalnem delu smo za vsako koncentracijo K>Cr.O7 uporabili dvajset 24 h
starih vodnih bolh, saj smo naredili dve paralelki s po 10 vodnimi bolhami. Po izra¢unu
deleza (v %) negibnih vodnih bolh s pomocjo linearne regresije (program Microsoft Excel)
smo dolocili 24 h ECsp, ki je znasal 1,0 mg/L, kar pomeni, da je test uspel in da lahko to
kulturo vodnih bolh uporabljamo pri testiranju toksi¢nosti bisfenola A, bisfenola F in
bisfenola AF. Pri BPA preliminarnih testov nismo potrebovali, saj smo si za doloCitev
izbrani koncentraciji, torej 26,28 uM, delez negibnih vodnih bolh 0 %, kar pomeni, da so
se vse vodne bolhe gibale. S pomoc¢jo izbranih koncentracij smo dolo¢ili tudi 100 %
negibnost, s ¢imer smo dokazali, da smo tudi brez preliminarnih testov in ob pomo¢i
razli¢nih Studij dolocili ustrezno obmocje koncentracij. Akutne toksi¢ne teste z vodnimi
bolhami (Daphnia magna) smo priceli z zbiranjem 24 h starih vodnih bolh iz treh akvarijev
v ¢aso z razredCevalno vodo. Potem smo si pripravili petrijevke, v katerih smo izvajali
teste strupenosti. Za vsako koncentracijo BPA smo uporabili 3 petrijevke, v katere smo

najprej nalili 30 mL vzorca, nato pa dodali vodne bolhe. 1z ¢ase z razred¢evalno vodo, ki je
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kasneje pri izvedbi testov sluZzila tudi kot kontrola, smo 20 vodnih bolh prenesli v prvo
petrijevko. 1z te smo nato v ostali dve prenesli po 10 vodnih bolh in s tem preprecili
dodatno razred¢itev vzorcev zaradi vode in morebitne lazne rezultate. Mlade vodne bolhe
smo prenasali s pomocjo kapalke, pri ¢emer smo morali biti pazljivi, da ni bilo prisotnih
zraénih mehurckov, saj lahko le-ti povzrocijo smrt. Prva petrijevka je torej sluzila le za
prenos vodnih bolh v drugi dve, ki pa smo ju kasneje kot paraleli uporabili pri izvedbi
testov. Petrijevke smo pokrili s steklenim pokrovom, zato da ne bi prislo do izhlapevanja in
jih izpostavili dnevno no¢nemu ciklu 16 h svetlobe/8 h teme ter jih postavili v

termostatiran prostor s temperaturo 20 °C + 2 °C.

Obdelava rezultatov

Po 24 h oz. 48 h smo opazovali gibanje vodnih bolh v petrijevkah. Negibna vodna bolha je
tista, ki po rahlem tresenju posode v roku 15 s ne splava, ¢eprav $e vedno lahko premika
antene. Po koncu testiranj smo rezultate paralelk zdruzili, izrac¢unali povprecja in dolo¢ili
tisto koncentracijo vzorca, ki je po 24 h oz. 48 h povzrocila 50 % negibnost vodnih bolh.
Oznacili smo jo z 24 h ECso 0z. 48 h ECso. Pri izra¢unih smo si pomagali s programom
Probit analiza (Probit analizni program Agencije za varstvo okolja v Zdruzenih drzavah
Amerike - USEPA Probit analysis Program, verzija 1.5) in linearno regresijo (program
Microsoft Excel) pri narisanih grafih. Dolo¢ili smo 24 h 0z. 48 h EC19, ECs0, ECgo in 95 %
interval zaupanja za ECsg za vsako spojino posebej. ISO standard doloca, da je v primeru
nezmoznosti dolocitve ECso, zaZeljeno podati tudi najniZjo testirano koncentracijo, ki nima
vpliva na gibljivost vodnih bolh in najvis§jo koncentracijo, ki povzro¢i 100 % negibnost.
Rezultati so veljavni, ¢e so izpolnjeni naslednji pogoji:

« Delez (v %) negibnih vodnih bolh v kontroli je niZji ali enak 10 %

« 24 h ECsx za kalijev dikromat je v obmoc¢ju med 0,6 mg/L in 2,1 mg/L (39).

3.2.1.3 AKUTNI STRUPENOSTNI TEST Z LUMINISCENCNIMI
BAKTERIJAMI Vibrio fischeri

Priprava vzorcev

Tako kot pri prej$njih dveh testih smo tudi pri bakterijah Vibrio fischeri uporabili raztopino
BPA s koncentracijo 87,61 uM in jo kasneje red¢ili. Izhodno raztopino bisfenola A, katere
pripravo smo opisali ze pri testu z zarodki rib zebric, smo s pomocjo merilnega valja

prenesli v 25 mL bucko in dodali 0,5 g soli NaCl z namenom, da bi dobili 2 % raztopino

28



NaCl. S tem smo dosegli ustrezno slanost vzorcev, saj bi lahko v primeru prenizke (manj
kot 1,5 %) ali previsoke (ve¢ kot 5 %) koncentracije NaCl priSlo do osmotsko povezanega
zaviranja svetlobe in s tem do napak pri izvedbi testa in obravnavi rezultatov. Pri
ugotavljanju deleza (v %) zaviranja luminiscence smo uporabili naslednje koncentracije
BPA (vrsta A na sliki 14): 7.30 uM; 10,95 uM; 14,60 uM; 21,90 uM; 29,20 uM; 43,80
uM; 58,41 uM in 87,61 uM. Te red¢itve smo izvedli v steklenih kivetah s pomocjo 2 %
raztopine NaCl (1 g NaCl smo prenesli v 50 mL bucko in do oznake napolnili z ultra ¢isto
vodo), ki smo jo uporabili tudi kot kontrolo. Pripravljene vzorce s prej omenjenimi
koncentracijami pa smo pri nadaljnjem delu zopet red¢ili in sicer z resuspendiranimi
luminiscen¢nimi bakterijami. Tako smo dobili naslednje kon¢ne koncentracije (vrsti B in C
na sliki 14)), ki pa smo jih uporabili pri izracunih in risanju grafov: 3,65 uM; 5,48 uM;
7,30 uM; 10,95 uM; 14,60 uM; 21,90 uM; 29,20 uM in 43,80 uM. Potek samega redcenja
pa bomo podrobneje opisali pod tocko izvedba testa. Pozitivno kontrolo pri testiranju je
predstavljala 7,5 % raztopina NacCl.

lzvedba testa

Akutni toksi¢ni test z luminiscenc¢nimi bakterijami Vibrio fischeri smo izvedli v skladu z
ISO standardom, kjer so opisani potrebni reagenti, postopki dela in standardni parametri
zagotavljanja kakovosti (40). Za spremljanje in merjenje inhibicije emisije svetlobe pri teh
mikroorganizmih smo potrebovali naslednje komponente, ki smo jih dobili v kompletu Dr.
Lange: epruvete s pokrovcki z zmrznjenimi luminiscen¢nimi bakterijami Vibrio fischeri,
reaktivacijsko raztopino (glukoza / natrijev klorid, pH je naravnan na 7,0), 7,5 %
standardno raztopino NaCl in reakcijske epruvete. Poleg tega smo uporabili $e steklene
kivete, pipete razli¢nih velikosti in ustrezne nastavke. Vsi testni reagenti so bili shranjeni v
zamrzovalniku. Pred zac¢etkom izvedbe testa smo najprej izhodni raztopini bisfenola A s
koncentracijo 87,61 uM, reaktivacijski raztopini in obema kontrolama izmerili pH
vrednost. pH smo doloc¢ili s pH metrom (827 pH Lab, Metrohm), kateremu smo pred
merjenjem preverili ustreznost in to¢nost delovanja s pomocjo puferske raztopine s pH =
7,0 £ 0,2. ISO standard doloc¢a, da mora biti pH vrednost vzorcev v skladu s standardom in
sicer 7,0 + 0,2. Kadar je prislo do odstopanj, smo pH uravnali z dodajanjem kisline HCI (¢e
je bil pH previsok) ali baze NaOH (¢e je bil pH prenizek) ustrezne molarne koncentracije
(obe raztopini sta Ze bili pripravljeni v laboratoriju na Kemijskem institutu; preverili smo

le pH vrednost) in tako preprecili s pH povezano inhibicijo svetlobe. Po uravnavanju in
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dolo¢itvi ustreznega pH smo najprej steklene kivete postavili v termoblok (LUMIStherm),
kjer je bila temperatura nastavljena na 15 °C. Reaktivacijsko raztopino smo vzeli iz
hladilnika, odpipetirali 12 mL v reakcijsko epruveto, dobro premesali in postavili na
oznaceno mesto v termobloku. Potem smo v prvi vrsti v kivete od Al do A7 odpipetirali
1,5 mL 2 % raztopine NaCl, v A8 pa smo dali 1 mL 2 % raztopine NaCl in nato dodali Se 2
mL vzorca ( izhodno raztopino BPA). V kiveto A9 smo prenesli 3 mL pripravljenega
vzorca, v zadnjo A10 pa smo odpipetirali 1,5 mL 7,5 % raztopine NacCl, ki je sluzila kot
pozitivna kontrola. Po napolnitvi vseh kivet v A vrsti smo priceli z red¢enjem in sicer tako,
da smo iz kivete A9 odpipetirali 1,5 mL v A7, iz A8 smo prenesli 1,5 mL v A6, iz A7 v A5
in tako nadaljevali vse do kivete A2. Pri vsakem koraku red¢enja smo s pipeto vzorce
dobro premesali. Prva in zadnja kiveta sta ostali nedotaknjeni, saj sta pri samem testu sluZili
kot kontroli in ju nismo vkljucili v postopek redcenja.

15mL 15mL 15mL 15mL 15mL 15mL
- - D sy’
77 V4
(f mm m
: %4 LS LR LY
mmX) o

15mL 15mL 15mL15mL 15mL 15mL 15mL 1ML 3mL 15mL 75
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl Nacl NaClin2yzorca 96 NacCl
05 m orca VRSTA B

mL REAKTIVACIJSKA
RAZTOPINA

05mL 05mL 05mL 05mL 05mL 05mL05mL 05mL 05mL 0,5mL
0.5 mL bakt. bakt. bakt. bakt. bakt. bakt. bakt. bakt. bakt. bakt
' VRSTAC

mm) LUMINISCENTNE

05mL 05mL 05mL 05mL 05mL 05mL 05mL 0,5mL 0,5mL 0,5 mL BAKTERIJE
bakt. bakt. bakt. bakt. bakt. bakt. bakt. bakt. bakt. bakt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Slika 14: Grafi¢ni prikaz priprave/red¢enja vzorcev pri akutnem testu strupenosti z

bakterijami Vibrio fischeri

Iz zamrzovalnika smo vzeli luminiscenéne bakterije Vibrio fischeri serije 13037
proizvajalca Dr. Lange in jih odtajali z meSanjem v vodni kopeli s sobno temperaturo. Po
priblizno 2 minutah smo v epruveto s suspendiranimi bakterijami odpipetirali 0,5 mL
reaktivacijske raztopine in termostatirali 15 minut pri 15 °C v termobloku. Nato smo
resuspendirane bakterije zmesali Se s preostalo reaktivacijsko raztopino in s pomocjo

pipete prenesli po 0,5 mL v kivete od B1 do C10, ter zoper termostatirali 15 minut pri 15
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°C (slika 14). Po pripravi vseh red¢itev smo odprli program LUMISoft4 (Dr. Lange;
program za instrument LUMIStox 300) in vstavili potrebne podatke, kot so:
e 1. okence: ime vzorca, izvajalec testa, datum in Stevilka serije bakterij
e 2. okence: Stevilo vzorcev, Casovni interval menjavanja kivet (30 s), Stevilo
kontrolnih raztopin (2) in ¢as trajanja testa (30 minut)

e 3. okence: stevilo in nacin red¢enja.

Ko smo izpolnili zahtevano, smo priceli z meritvijo. Najprej smo kiveto B1 vstavili v
merilni instrument (LUMIStox 300) in izmerili za¢etno luminiscenco bakterij. Kiveto smo
nato postavili nazaj v termoblok in vanjo odpipetirali 0,5 mL raztopine iz Al, ter dobro
premesali. Nato smo v merilnik vstavili kiveto C1, izmerili luminiscenco in zopet dodali
0,5 mL raztopine iz Al. Postopek smo ponovili Se z ostalimi kivetami, pri ¢emer smo
vedno dodali isti volumen ustreznega vzorca iz vrste A. Po 30 minutah inkubacijske
periode smo v merilnik zopet vstavili kiveto Bl in nato Cl, ter izmerili kon¢no
luminiscenco. Isto smo naredili Se z ostalimi kivetami in po koncu merjenja so se nam na
monitorju izpisali rezultati, s pomo¢jo katerih smo kasneje narisali grafe in na osnovi

vrednosti ICso primerjali toksi¢nost treh testiranih hormonskih motilcev.

Obdelava rezultatov

Pri na$i raziskavi smo zeleli ugotoviti akutno strupenost endokrinih motilcev na
luminiscencne bakterije Vibrio fischeri. Spremljali smo zaviranje naravne emisije svetlobe
pri teh mikroorganizmih v prisotnosti strupenih snovi in rezultate podali glede na kontrolo,
katera ni vsebovala toksi¢nih snovi. Program Dr. Lange LUMISsoft 4 nam je s pomocjo
izmerjene zacetne in kon¢ne luminiscence kontrole izra¢unal korekcijski faktor, katerega je
kasneje uposteval pri dolocanju deleza (v %) zaviranja luminiscence pri vsakem redéenem

vzorcu posebej:

Enacba 1:
It
K=t
fK: korekcijski faktor
It: konéna luminiscenca kontrole; Io: za¢etna luminiscenca kontrole
Enacba 2:

Ict =1ox fKp
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Ict: popravljena zacetna luminiscenca vzorca
Io: nepopravljena zacetna luminiscenca vzorca

fKp: povprecna vrednost korekcijskih faktorjev obeh kontrol

Enacba 3:

(Ict —It) x 100
Ict

% inhibicije luminiscence =

It: kon¢na luminiscenca vzorca

Po izracunih smo narisali grafe odvisnosti zaviranja luminiscence od koncentracije vzorca
in s pomocjo linearne regresije dolocili 30 min ICso (program Microsoft Excel). Teste smo
ponovili veckrat (vsaj 2 X, odvisno od same ponovljivosti), saj smo skusali dobiti ¢im bolj
ponovljive rezultate. Na spodnjih slikah so predstavljene aparature, s pomocjo katerih smo

izvedli akutni test strupenosti z luminiscen¢nimi bakterijami Vibrio fischeri.

Slika 15: Aparature za delo z luminiscen¢nimi bakterijami Vibrio fischeri; desno

zgoraj vidimo merilni instrument (LUMIStox 300), pod njim pa termoblok
(LUMIStherm)

3.2.2 BPF

Kot pri bisfenolu A smo tudi pri njegovem analogu ugotavljali strupenost na zarodke rib
zebric (Danio rerio), vodne bolhe (Daphnia magna) in luminiscenéne bakterije Vibrio
fischeri. Studij o lastnostih in toksi¢nemu vplivu bisfenola F na omenjene organizme je

precej manj v primerjavi z bisfenolom A, zato smo se pri samem delu bolj osredotocili na
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podatke iz lastnih preliminarnih testov, poleg tega pa smo si pomagali tudi z rezultati, do

katerih smo prisli pri testiranju toksi¢nosti BPA.

Priprava osnovne raztopine BPF

Osnovno raztopino bisfenola F s koncentracijo 99,89 uM smo pripravili tako, da smo
natehtali 40 mg trdnega BPF, ga prenesli v 2 L buco in jo napolnili z ultra ¢isto vodo (mQ),
ter postavili na mesalo. Bisfenol F se je popolnoma raztopil ze v nekaj urah in iz tega lahko
sklepamo, da je njegova topnost precej boljsa kot pri BPA. Tudi pri BPF smo izhodno
raztopino testirali na vsebnost s HPLC in ugotovili, da razlika med nominalno in izmerjeno
koncentracijo ni ve¢ja od 10 %, zato smo pri nadaljnjem red¢enju izhajali iz koncentracije

99,98 M.
3.2.2.1 AKUTNI STRUPENOSTNI TEST Z ZARODKI RIB ZEBRIC (Danio rerio)

V primerjavi s prej$njim hormonskim motilcem je bil postopek dela enak, bolj podrobno
bomo opisali le pripravo samih red¢itev in interval koncentracij, ki smo si jih izbrali za

delo.

Priprava vzorcev

Pri akutnem testu strupenosti z zarodki rib zebric smo uporabili naslednje koncentracije
bisfenola F: 9,99 uM; 19,98 uM; 29,97 uM; 39,95 uM; 43,80 uM; 49,94 uM; 64,93 uM;
79,91 uM; 89,90 uM in 99,89 uM. lzbrane koncentracije smo pripravili tako, da smo
smo dodali preracunane volumne soli ( postopek redcenja oz. nacin priprave redCitev je
enak kot pri bisfenolu A — poglavje 3.2.1.1 - priprava vzorcev). Interval Zelenih
koncentracij za delo smo izbrali na osnovi preliminarnih testov in ugotovili, da smo se pri

BPF gibali v enakem obmocju kot pri prej$nji spojini.

3.2.2.2 AKUTNI STRUPENOSTNI TEST Z VODNIMI BOLHAMI (Daphnia

magna)

Priprava vzorcev

Pri ugotavljanju strupenosti na vodne bolhe smo uporabili naslednje koncentracije
bisfenola F: 27,47 uM; 29,97 uM; 32,46 uM; 34,96 uM; 37,46 uM; 39,95 uM; 43,80 uM;
49,94 uM; 74,91 uM in 99,89 uM. Koncentracije smo izbrali s pomoc¢jo preliminarnih
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testov, kjer smo skusSali dolociti interval oz. obmocje, v katerem pride do dolocenih
ucinkov. Vse redcitve smo pripravljali v 100 mL buckah in sicer tako, da smo izhodno ze
pripravljeno raztopino BPF s koncentracijo 99,89 uM red¢ili z ultra Cisto vodo do zelenih

koncentracij, potem pa smo dodali Se potrebne volumne soli, kot pri BPA.

3.2.2.3 AKUTNI STRUPENOSTNI TEST Z LUMINISCENCNIMI
BAKTERIJAMI Vibrio fischeri

Priprava vzorcev

Tudi pri testu strupenosti z luminiscenénimi bakterijami smo uporabili izhodno raztopino
bisfenola F s koncentracijo 99,89 uM, ki smo jo prenesli v 25 mL bucko in dodali 0,5 g
soli, tako da smo dobili 2 % raztopino NaCl. V vrsti A v termobloku smo po red¢enju imeli
naslednje koncentracije BPF: 8,32 uM; 12,49 uM; 16,65 uM; 24,97 uM; 33,30 uM; 49,94
uM; 66,59 uM in 99,89 uM. Kot smo Ze opisali pri bisfenolu A, pride v vrsti B 0z. C zopet
do red¢enja, saj smo v vsako epruveto odpipetirali Se 0,5 ml resuspendiranih
luminiscen¢nih bakterij. Za vrednotenje rezultatov pridejo tako v poStev naslednje
koncentracije BPF: 4,16 uM; 6,24 uM; 8,32 uM; 12,49 uM; 16,65 uM; 24,97 uM; 33,30
UM in 49,94 uM.

3.2.3 BPAF

Po izvedbi testov z bisfenolom A in bisfenolom F smo se odlo¢ili testirati tudi strupenost
tretjega analoga BPA, in sicer bisfenola AF. Tudi o BPAF je zelo malo raziskav glede
njegovega vpliva na vodne organizme, zato smo se zanasali na lastne predhodne teste, s
pomocjo katerih smo lazje dolocili ustrezne koncentracije za delo. Za lazjo primerjavo z
BPA smo koncentracijo izhodne raztopine BPAF dolocili preko raCunanja mnozin in prisli
do koncentracije 44,61 uM. Ta koncentracije je namre¢ na osnovi mnoZzin primerljiva s
koncentracijo 43,80 uM BPA. Ze na osnovi prvih rezultatov smo videli, da ne bi imelo
smisla posegati po visjih koncentracijah, saj je bil BPAF precej bolj strupen za organizme,

kot ostali dve spojini.

Priprava osnovne raztopine BPAF

Osnovno raztopino BPAF s koncentracijo 44,61 uM smo pripravili tako, da smo natehtali

30 mg trdnega BPAF in ga z ultra ¢isto vodo raztopili v 2 L bucki. Tudi tukaj nam je
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HPLC pokazal, da ni bistvene razlike med nominalno in realno koncentracijo, zato smo za

nadaljnje delo uporabili raztopino s koncentracijo 44,61 uM.
3.23.1 AKUTNI STRUPENOSTNI TEST Z ZARODKI RIB ZEBRIC (Danio rerio)

Priprava vzorcev

Za izvedbo akutnega testa strupenosti z zarodki rib zebric smo uporabili naslednje
koncentracije BPAF: 2,97 uM; 5,95 uM; 8,92 uM; 11,90 uM; 14,87 uM in 17,84 uM. Ze
pri izbiri ustreznih koncentracij lahko vidimo, da izhodne raztopine s koncentracijo 44,61
UM sploh nismo uporabili pri ugotavljanju toksicnosti, ker smo morali poseci po precej

nizjih koncentracijah za dolocitev subletalnih, letalnih in teratogenih znakov.

3.2.3.2 AKUTNI STRUPENOSTNI TEST Z VODNIMI BOLHAMI (Daphnia

magna)

Priprava vzorcev

Pri delu z vodnimi bolhami smo na osnovi preliminarnih testov pri§li do naslednjih
koncentracij BPAF, ki smo jih uporabili pri dolo¢anju deleza (v %) negibnosti: 2,97 uM;
5,95 uM; 8,92 uM; 11,90 uM; 14,87 in 23,79 uM. Kot pri delu z zebricami smo morali
tudi pri vodnih bolhah poseci po precej nizjih koncentracijah v primerjavi z BPA in BPF,

kar nakazuje vecjo strupenost oz. toksi¢nost s strani BPAF.

3.2.3.3 AKUTNI STRUPENOSTNI TEST Z LUMINISCENCNIMI
BAKTERIJAMI Vibrio fischeri

Priprava vzorcev

Test z luminiscencnimi bakterijami je potekal na enak nalin, kot pri prejSnjih dveh
hormonskih motilcih, uporabili pa smo naslednje koncentracije BPAF: 3,72 uM; 5,58 uM;
7,44 uM; 11,15 uM; 14,87 uM; 22,31 uM; 29,74 uM in 44,61 uM. V vrsti B 0z. C smo v
vsako epruveto dodali 0,5 ml resuspendiranih luminiscen¢nih bakterij, kar pomeni, da smo
vzorce razredcili in zato so kon¢ne koncentracije, ki smo jih uporabili pri risanju grafov,
naslednje: 1,86 uM; 2,79 uM; 3.72 uM; 5,58 uM; 7,44 uM; 11,15 uM; 14,87 uM in 22,31
uM.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 BISFENOL A

4.1.1 Strupenost BPA za zarodke rib zebric (Danio rerio)

Strupenost smo ugotavljali preko dolocitve deleza (v %) oz. Stevila posameznih
subletalnih, letalnih in teratogenih u¢inkov na zarodke rib zebric. Pri opazovanju pod lupo
smo nekatere znake zaznali Ze po 48 h, medtem ko so se drugi bolj izrazito pokazali Sele
po 3 dneh izpostavitve razlicnim koncentracijam BPA. Eden izmed najbolj obcutljivih
testirani koncentraciji (8,76 uM) se pigmentiranost zarodkov ni razlikovala od kontrole, Ze
pri koncentraciji 10,95 pM pa je bilo 33,3 % zarodkov slabse pigmentiranih oz. brez
pigmentacije, 48 h ECso znasa 14,01 pM. 100 % nepigmentiranost smo dosegli pri
izpostavitvi zarodkov vzorcu s koncentracijo 43,80 uM. Drugi subletalni znak, ki smo ga
spremljali, je bil pigmentacija o¢i. V primerjavi s pigmentacijo telesa se je odsotnost
pigmenta v o¢eh pojavila Sele pri koncentraciji 19,71 uM in sicer pri 10 % zarodkov. Pri
koncentraciji 61,33 uM pa pigmenta v o¢eh nismo ve¢ opazili. Po 48 h smo v vzorcu s
koncentracijo 35,04 pM zaznali 10 % zarodkov brez krvnega obtoka (ni kroZenja krvi po
telesu), ceprav je bil sréni utrip prisoten. Z visanjem koncentracij bisfenola A je
eksponentno narascalo Stevilo zarodkov, pri katerih nismo opazili cirkulacije krvi. 48 h
ECso znasa 53,18 uM, pri koncentraciji 70,09 uM pa so bili vsi zarodki brez krvnega
obtoka. Poleg subletalnih znakov, ki smo jih opazili po 48 h, je imel BPA velik vpliv tudi
na smrtnost zarodkov, Kjer je prevladovala koagulacija. Drugi najpogostejsi vzrok, ki je
pripeljal do smrti, je bil odsotnost srénega utripa, ki pa smo ga zaznali Sele pri izpostavitvi
vi§jim koncentracijam. Tako je bilo v vzorcu s koncentracijo 70,09 pM 10 % zarodkov
brez srénega utripa, pri koncentraciji 78,85 uM pa je bilo takSnih zarodkov 20 %.
Nerazvitost somitov 0z. vretenc pa pri opazovanju nismo zaznali. Nekateri zarodki so bili
mrtvi ze pri nekoliko nizjih koncentracijah ( nizje od 26,28 uM - moznost napak pri delu,
kot npr. prisotnost mehurckov, nepazljivost pri prenasanju iz ene posodice v drugo ali pa
zgolj slucajna izbira zarodkov), saj lahko iz diagrama razberemo, da je zacel delez
smrtnosti vidno naras¢ati od koncentracije 52,56 uM naprej in ta vzorec smo opazili tudi
pri ponovitvi testa. Koncentracija, pri kateri je bilo mrtvih 50 % zarodkov, znasa 66,58

uM, vsi zarodki pa so bili mrtvi ob izpostavitvi vzorcu s koncentracijo 87,61 uM. Vse
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subletalne in letalne uc¢inke, ki smo jih pri zarodkih opazili po 48 h, smo v obliki delezev

(v %) prikazali v spodnjem diagramu (slika 16).
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10 -

0

8,76 10,95 15,33 17,52 19,71 24,09 26,28 35,04 43,8 52,56 61,33 70,09 78,85 87,61

v

UCINKI [%)]

KONCENTRACIJA BPA [uM]
B nj pigmentacije telesa B ni pigmenta v oceh B ni krvnega obtoka ®smrtnost

Slika 16: V obliki stolpcev prikazani delezi opaZenih subletalnih in letalnih u¢inkov na zarodke

rib zebric (Danio rerio) po 48 urni izpostavitvi razli¢nim koncentracijam BPA

Po 72 h pa smo pri zarodkih opazili prisotnost edemov, zaostanek v valjenju in nekatere
deformacije, med katerimi je prevladovala predvsem deformacija repa. V vzorcu s
koncentracijo 17,52 uM smo zaznali edem pri 10 % zarodkov, s programom Probit analiza
smo izracunali 72 h ECsg, ki znasa 51,96 uM, pri koncentraciji 70,09 uM pa smo pri vseh
izpostavljenih zarodkih opazili prisotnost edema. K subletalnim znakom smo uvrstili tudi
izvalitev, saj se je z viSanjem koncentracij BPA zmanjsevalo Stevilo izvaljenih zarodkov
po 72 h. 50 % neizvalitev smo tako dosegli pri koncentraciji 17,81 uM. Pri koncentracijah
nad 61,33 uM pa so se zacele pojavljati deformacije repa (zavitost), hrbtenice in
rumenjaka. Najnizja testirana koncentracija, pri kateri nismo opazili nobenih sprememb oz.
ucinkov, pa je bila 8,76 uM. Spodnji diagram prikazuje nekatere subletalne (prisotnost
edemov in neizvaljenost) in teratogene (deformacije repa, hrbtenice) ucinke, ki smo jih
opazili pri zarodkih po 72 h izpostavitvi vzorcem z dolo¢enimi koncentracijami BPA (slika
17).
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Slika 17: V obliki stolpcev prikazani delezi opazenih subletalnih in teratogenih u¢inkov na zarodke

rib zebric (Danio rerio) po 72 urni izpostavitvi razli¢nim koncentracijam BPA

V preglednici Il so predstavljene vrednosti ECio, ECso in ECoo, ki sSmo jih izracunali s
pomocjo programa Probit analiza, za vsak opaZen subletalni 0z. letalni uéinek posebe;j,
tabela Il v prilogi B pa prikazuje razvojne spremembe, ki smo jih opazili pri desetih

zarodkih rib zebric ob izpostavitvi vzorcu s koncentracijo 70,09 uM BPA.

Preglednica Il: Izradunane 48 h 0z. 72 h ECi10, ECsp in ECgo vrednosti za posamezne subletalne in letalne

ucinke pri zebricah ob izpostavitvi BPA

BISFENOL A
OPAZENI
SUBLETALNI ECio [uM] ECso [uM] ECqo [nM]
UCINKI
Nepigmentacija 5,73 14,01 34,25
telesa
Nepigmentacija oci 18,61 35,13 51,65
Ni krvnega obtoka 34,24 53,18 82,59
Prisotnost edemov 21,95 51,96 123,02
Neizvalitev 11,24 17,81 28,22
OPAZENI 5
LETALNI UCINKI
Smrtnost 15,19 66,58 291,79
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Rezultate nasega raziskovalnega dela smo primerjali z objavljenimi Studijami, Kjer so na
podoben nacin testirali strupenost bisfenola A in drugih substanc za zarodke rib zebric
(Danio rerio). V enem izmed objavljenih ¢lankov so na osnovi rezultatov dolocili, da je
pigmentacija telesa najbolj obcutljiv razvojni znak in izracunali 48 h ECsp ki znasa 32,85
UM (95 % interval zaupanja: 21,90 uM-50,37 uM). Koncentracija, ki je povzrocila smrt po
48 h pri 50 % zarodkov, pa znasa 79,72 uM (95 % interval zaupanja: 74,03 uM-88,48 uM)
(41). V drugem clanku pa 24 h LCsoznasa 73,37 uM, poleg tega pa so ugotovili, da so bili
vsi zarodki mrtvi ob izpostavitvi vzorcu BPA s koncentracijo 109,51 uM. Pri koncentraciji
8,76 uM nismo opazili nobenih u¢inkov, ki bi bili povezani z opazovanimi subletalnimi
znaki. Po 72 h so spremljali tudi Stevilo izvaljenih zarodkov in izracunali ECsp, ki znasa
60,49 uM, ugotovili pa so tudi, da so se pri zarodkih v vzorcih z vi§jimi koncentracijami
BPA (> 65,71 uM) zacele pojavljati Stevilne deformacije, med katerimi So prevladovale
nepravilnosti v razvoju/obliki repa (42). V tretji objavljeni raziskavi so pri zarodkih v
vzorcih BPA s koncentracijami med 30 uM in 70 uM najpogosteje opazili naslednje
morfoloske spremembe: edem rumenjakove vrece, perikardialni edem, nepravilnosti pri
oblikovanju glave in zaostanek v valjenju. Po 120 h od oploditve so dolo¢ili LCso, Ki naj bi
bil vigji od 70 pM (43). Ce primerjamo literaturne vrednosti z rezultati, do katerih smo
prisli pri naSem raziskovanju, lahko vidimo, da se nekateri opazeni u€inki in izracunane
ECso/ LCso vrednosti dobro ujemajo s tistimi v objavljenih $tudijah (pri koncentraciji 8,76
uM pri zarodkih ni priSlo do sprememb v razvoju; v Studijah so se zacele deformacije
pojavljati pri koncentracijah nad 65,71 uM, v naSem primeru smo prisotnost deformacij pri
zarodkih zaznali pri koncentracijah nad 61,33 uM; odsotnost pigmenta se je izkazal kot
najbolj obcutljiv razvojni znak; Studije navajajo tudi prisotnost edemov in zaostanek v
valjenju, kar smo opazili tudi pri nasih testih; literaturna 48 h LCso znasa 79,72 uM, 50 %
smrtnost pa smo v nasi raziskavi dolo¢ili pri koncentraciji 66,58 uM). Pri drugih opazenih
ucinkih (pigmentacija, izvalitev) pa je priSlo do manjSih odstopanj pri izratunanih ECsg
vrednostih (literaturni 48 h ECso za nepigmentiranost znasa 32,85 uM, v nasem primeru
smo dolocili ECsopri 14,01 uM; literaturni 72 h ECsp za neizvalitev znaSa 60,49 uM, 50 %
neizvalitev pa smo mi dosegli Ze pri koncentraciji 17,81 uM), kar lahko pripiSemo sami

obcutljivosti vodnih organizmov.
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4.1.2 Strupenost BPA za vodne bolhe (Daphnia magna)

Odziv 24 h starih vodnih bolh na razlicne koncentracije bisfenola A smo dolocali preko
spremljanja zaviranja gibanja vodnih organizmov v petrijevkah. Delez (v %) negibnih
vodnih bolh se je po 24 h oz. 48 h z naras¢anjem koncentracij BPA sorazmerno poveceval.
Po 24 h izpostavitve so bile vse vodne bolhe v vzorcu s koncentracijo 26,28 uM normalno
gibljive, kar pomeni, da je bila ta koncentracija za testne organizme nestrupena. NajniZja
testirana koncentracija, pri kateri smo prvic¢ opazili prisotnost negibnih vodnih bolh, pa je

bila 30,66 uM. S pomocjo programa Probit analiza smo izrac¢unali 24 h ECso, ki znasa

sy e

87,61 uM. Poleg koncentracije, ki je povzrocila 50 % negibnost, pa smo izracunali Se
EC1o, ki znasa 28,96 uM in ECgo, ki smo ga dolo¢ili pri 60,51 puM, ter vse oznacili na grafu
deleza negibnih vodnih bolh po 24 h v odvisnosti od koncentracije BPA (slika 18).
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Slika 18: Delezi negibnih vodnih bolh (Daphnia magna) po 24 h v odvisnosti od razli¢nih
koncentracij BPA

Opazovanje gibljivosti vodnih bolh je potekalo tudi po 48 h, kjer smo ugotovili vecjo
smrtnost oz. negibnost v primerjavi z rezultati po 24 h. Vse vodne bolhe so bile gibljive pri
koncentraciji 24,09 uM, izracunan 48 h ECso pa znaSa 34,25 uM. 100 % negibnost smo
dosegli pri koncentraciji 65,71 uM in iz tega lahko vidimo, da z dalj$anjem ¢asa inkubacije
0Z. izpostavitve nara$ca Stevilo negibnih vodnih bolh in s tem strupenost. Tudi po 48 h smo
S Probit analizo izra¢unali EC1o in ECgo, Ki znasata 27,22 uM in 43,08 uM (slika 19). V
tabelah 111 in 1V v prilogi B smo predstavili stevila in deleze negibnih vodnih bolh po 24

urni 0z. 48 urni izpostavitvi posameznim vzorcem BPA.
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Slika 19: Delezi negibnih vodnih bolh (Daphnia magna) po 48 h v odvisnosti od razli¢nih
koncentracij BPA

Rezultate nasega akutnega testa strupenosti z vodnimi bolhami (Daphnia magna) smo
primerjali z izsledki Ze objavljenih $tudij. V treh ¢lankih smo opazili naslednje vrednosti
ECso po 24 h: 54,75 uM (95 % interval zaupanja: 49,50 uM-61,76 uM) (41); 37,54 uM (95
% interval zaupanja: 36,27 uM-38,81 uM) (25) in 60,45 uM (95 % interval zaupanja:
54,75 uM-68,77 uM) (44). Poleg rezultatov po 24 h pa smo spremljali gibljivost vodnih
bolh tudi po 48 h in naSe ugotovitve primerjali s ¢lanki, kjer so bile objavljene naslednje
vrednosti 48 h ECso: 43,80 uM (45); 33,95 uM (95 % interval zaupanja: 33,51 uM-34,39
uM) (25); 70,09 uM (95 % interval zaupanja: 69,65 uM-71,84 uM) (46); 56,07 uM (95 %
interval zaupanja: 50,68 uM-62,95 uM) (47). Rezultati nasih akutnih testov strupenosti z
vodnimi bolhami kazejo na splosno dobro ujemanje z literaturnimi vrednostmi, tako po 24
h, kot tudi po 48 h izpostavitve vodnih organizmov izbranim koncentracijam BPA. Ob
pregledu literaturnih vrednosti ECso, vidimo, da obstajajo razlike tudi med rezultati
posameznih Studij, kar pomeni, da na potek dela vpliva veliko dejavnikov (gojenje vodnih

bolh in njihova obéutljivost, prenos vodnih bolh iz ene posode v drugo, temperatura).
4.1.3 Strupenost BPA za luminiscen¢ne bakterije Vibrio fischeri

Strupenost razli¢nih koncentracij BPA za bakterije Vibrio fischeri smo dolocali z
merjenjem zaviranja luminiscence pri teh mikroorganizmih. Rezultati testov kazejo, da se z

viSanjem koncentracij pripravljenih vzorcev bisfenola A povecuje delez zaviranja in s tem

VR

ey e

je test akutne strupenosti z luminiscenénimi bakterijami pokazal 77 % zaviranje.
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Bioluminiscenco smo pred in po dodatku pripravljenega vzorca BPA merili s pomocjo
luminometra in tako na koncu z linearno regresijo izrac¢unali 30 min ICso, ki znasa 13,63

uM, poleg tega pa smo na spodnjem grafu predstavili Se koncentraciji, ki sta povzrocili 10

% (IC10= 2,77 uM) in 90 % (1Cgo = 67,02 uM) zaviranje luminiscence bakterij (slika 20).
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Slika 20: Delezi zaviranja luminiscence bakterij Vibrio fischeri po 30 min v odvisnosti od razli¢nih

koncentracij BPA

Raziskav o vplivu strupenosti endokrinega motilca BPA na bakterije Vibrio fischeri je zelo
malo, a smo kljub temu v enem izmed ¢lankov nasli vrednost za 30 min ICso, ki znaSa
10,51 uM (95 % interval zaupanja: 10,51 uM - 10,95 uM) in vidimo, da ta vrednost dobro
sovpada z nasimi ugotovitvami (30 min ICso = 13,63 uM; 95 % interval zaupanja: 11,26
uM — 16,00 uM) (41).

4.1.4 Odziv testnih organizmov na strupenost BPA

S pomocjo izraCunanih LC, EC in IC vrednosti smo primerjali strupenost BPA za izbrane
organizme in skusali ugotoviti, kateri testni sistem se je izkazal kot najbolj ob¢utljiv. Poleg
tega smo za LCso/ ECso/ ICso podali tudi 95 % interval zaupanja (preglednica Il in tabela
XIV v prilogi E).

Preglednica I1l: Primerjava izraGunanih 48 h 0z. 30 min LC / EC / IC vrednosti vpliva BPA na posamezne

testne organizme

ORGANIZMI
Ribe zebrice VVodne bolhe Bakterije
(Danio rerio) (Daphnia magna) (Vibrio fischeri)
Cas izpostavitve 48hLC | 48hEC 48 hEC 30 min IC

42



Vrednosti [pM]

LCu0/ ECio/ 1Co 15,19 5,73 27,22 277
LCso/ ECso/ 1Cs0 6658 | 14,01 34,25 13,63
g;’uog"a'n’}f”’a' 6§é,5633' I 32,83 - 35,66 11,26 — 16,00
LCg/ ECgo/ ICg 291,79 34,25 43,08 67,02

* 95 % intervala zaupanja nismo mogli izraunati zaradi pomanjkanja podatkov

V zgornji tabeli vidimo, da smo pri testu z zarodki rib zebric izracunali koncentracijo, pri
kateri je bilo mrtvih 50 % zarodkov ( 48 h LCso= 66,58 uM), poleg tega pa smo podali
tudi 48 h ECso vrednost (14,01 uM), ki se nanasa na pigmentacijo telesa pri zarodkih, saj
se je ta subletalni znak izrazil Ze pri koncentraciji 10,95 uM in se zato smatra kot najbolj
obcutljiv. Na osnovi izracunanih EC in IC vrednosti lahko trdimo, da je strupeni ucinek
BPA primerljiv pri ribah zebricah in luminiscenénih bakterijah, vendar se je kljub temu
akutni strupenostni testni sistem, ki je potekal z bakterijami Vibrio fischeri, izkazal kot
najbolj obcutljiv za vplive BPA, saj znasa 30 min ICso 13,63 uM. Nekoliko manjsi vpliv
strupenosti BPA smo opazili pri zarodkih rib zebric, saj znasa 48 h ECsp, vezan na
nepigmentiranost telesa, 14,01 pM, 95 % intervala zaupanja pa zaradi premajhnega Stevila
podatkov nismo mogli izracunati. Pri delu z vodnimi bolhami (Daphnia magna) smo po 48
h dosegli 50 % negibnost pri koncentraciji 34,25 uM in na osnovi tega lahko sklepamo, da
ima akutna izpostavitev teh organizmov razliénim vzorcem BPA najmanj$i vpliv na
omenjen testni sistem oz. so ti vodni organizmi manj obcutljivi kot smo to opazili pri
luminiscen¢nih bakterijah in zarodkih rib zebric. EC vrednosti torej kazejo, da je testni
sistem z vodnimi bolhami najmanj obcutljiv za strupene ucinke BPA, na osnovi
izraCunanih LC vrednosti pa smo najmanjSo obcutljivost opazili pri akutnem testu z
zarodki rib zebric, saj znaSa LCsp 66,58 pM. Ob primerjavi nasih rezultatov z objavljeno
Studijo, kjer so naredili primerjavo strupenosti BPA za omenjene organizme, lahko vidimo,
da so tudi pri tej raziskavi na osnovi EC vrednosti ugotovili, da je testni sistem z
luminiscen¢nimi bakterijami najbolj obcutljiv (30 min ICs0=10,51 uM, medtem ko je imel
BPA pri vodnih bolhah najman;jsi vpliv strupenosti (24 h ECso= 54,75 uM). LC vrednosti
pa so pokazale najmanjSo obcutljivost pri ribah zebricah (LCso = 79,72 uM) (41). S
pomocjo izracunanih vrednosti in narisanih grafov lahko trdimo, da gre za koncentracijsko

odvisnost, saj se je z naras¢anjem koncentracij jakost u¢inkov povecevala.

43



4.2 BISFENOL F

4.2.1 Strupenost bisfenola F za zarodke rib zebric (Danio rerio)

Bisfenol F je analog BPA, ki ima namesto metilnih skupin v strukturi prisotne vodikove
atome. Kot pri BPA smo tudi pri bisfenolu F ugotavljali strupenost na zarodke rib zebric s
spremljanjem subletalnih, letalnih in teratogenih ucinkov v odvisnosti od izbranih
koncentracij BPF. Glede na podobno strukturo z BPA bi lahko sklepali na primerljivo
strupenost, vendar se je izkazalo, da je bil bisfenol F pri nekaterih subletalnih znakih
bistveno bolj strupen za organizme kot BPA, medtem ko je pri letalnih uéinkih izkazoval
manjSo toksi¢nost. Tudi pri bisfenolu F smo nekatere znake opazili Ze po 48 h, medtem ko
so bili drugi bolj izrazeni Sele po 72 h izpostavitve. Dva subletalna znaka, ki smo ju
detektirali po 48 h, sta bila pigmentacija telesa in o¢i. Ta razvojna znaka sta bila med
subletalnimi najbolj obcutljiva, saj smo spremembe v primerjavi s kontrolo zaznali Ze pri
zarodki popolnoma nepigmentirani po telesu, medtem ko se je pigmentiranost o¢i ohranila
pri 30 % zarodkov. 100 % odsotnost pigmenta v oceh pa smo dosegli Ze pri koncentraciji
19,98 uM. Zanimivo je dejstvo, da se je pigmentacija telesa in o¢i izboljsala po 72 h,
vendar je bila le-ta v primerjavi z BPA $e vedno precej slabsa. Sprememb v cirkulaciji krvi
Po 48 h smo opazovali tudi letalne ucinke. V primerjavi z BPA, kjer smo pri najvisji
izbrani koncentraciji dosegli 100 % smrtnost, lahko zakljuc¢imo, da je bil BPF s tega vidika
manj strupen. Pri zarodkih namre¢ z izbranimi koncentracijami nismo opazili trenda
naras¢anja deleza smrtnosti v odvisnosti od koncentracij, zato tudi nismo mogli izracunati
LCso. Ob izpostavitvi zarodkov vzorcu z najvisjo koncentracijo BPF (99,89 uM) smo
dosegli 20 % smrtnost in menimo, da bi bilo smiselno razsiriti interval koncentracij, saj bi
le tako lahko bolje opredelili njegov vpliv na letalne ucinke. Somiti so bili pri zarodkih
dobro razviti, prav tako pa so imeli vsi zarodki rep po 48 h vidno lo¢en od rumenjaka. S
spodnjim diagramom smo Zeleli grafi¢no predstaviti subletalne (ni pigmentacije telesa, o¢i,
krvnega obtoka) in letalne (smrtnost) razvojne spremembe, ki smo jih opazili pri zarodkih

po 48 h izpostavitve vzorcem z izbranimi koncentracijami BPF (slika 21).
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Slika 21: V obliki stolpcev prikazani deleZi opazenih subletalnih in letalnih u¢inkov na zarodke rib

zebric (Danio rerio) po 48 urni izpostavitvi razli¢nim koncentracijam BPF

Nekateri razvojni znaki pa so se bolj izrazito pokazali po 72 h inkubacije in sem spadajo
prisotnost edemov, izvalitev in deformacije (slika 22). Edemi so se prvi¢ pojavili pri
koncentraciji 49,94 uM in sicer pri 30 % zarodkov, 72 h ECsgp pa smo dosegli pri
koncentraciji 55,70 uM BPF. Kot pri BPA smo tudi pri izpostavitvi zarodkov razli¢nim
koncentracijam BPF opazili zaostanek v valjenju, saj se pri koncentraciji 19,98 uM 10 %
zarodkov ni izvalilo, 100 % neizvalitev pa smo dosegli pri koncentraciji 64,93 uM.
Izra¢unan 72 h ECsoznasa 38,92 pM. Stevilne deformacije, med katerimi so prevladovale
nepravilnosti v razvoju/obliki repa, glave in hrbtenice, so se zaCele pojavljati pri
koncentracijah nad 49,95 uM.

V spodnjem diagramu smo Vv obliki stolpcev prikazali prisotnost subletalnih (edemi in
neizvalitev) in teratogenih (deformacije repa, glave in hrbtenice) razvojnih sprememb pri
zarodkih po 72 h izpostavitve izbranim koncentracijam BPF, medtem ko vidimo v
preglednici 1V izra¢unane vrednosti EC1o, ECso in ECgo po 72 h za vsak opazen razvojni
ucinek posebej. V tabeli VI v prilogi C pa smo prikazali opaZzene razvojne spremembe pri

desetih zarodkih rib zebric (Danio rerio) v vzorcu s koncentracijo 79,91 uM BPF.
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Slika 22: V obliki stolpcev prikazani deleZi opaZzenih subletalnih in teratogenih u¢inkov na zarodke

19 98 29,97

39 95 43,8

49 94

KONCENTRACIJA BPF [uM]

deformacije

edem M neizvaljenost

64, 93

79, 91 89,9 99,89

rib zebric (Danio rerio) po 72 urni izpostavitvi razliénim koncentracijam BPF

Preglednica I1V: Izra¢unane 72 h EC1o, ECso in ECgo vrednosti za posamezne subletalne in letalne uc¢inke pri

zebricah ob izpostavitvi BPF

BISFENOL F
OPAZENI
SQBLETALNI ECyo [uM] ECso [uM] ECop [uM]
UCINKI
Nepigmentacija [ [x [x
telesa
Nepigmentacija o¢i * I* *
Ni krvnega obtoka I* I* I*
Prisotnost edemov 40,38 55,70 76,82
Neizvalitev 18,53 38,92 81,73
OPAZENI
LETALNI
UCINKI
Smrtnost /* I* /*

* Oznacenih vrednosti nismo izracunali, ker se dolo€eni ucinki pri zarodkih niso pojavili

4.2.2 Strupenost bisfenola F za vodne bolhe (Daphnia magna)

Kot pri BPA smo se tudi pri njegovem analogu ukvarjali s testiranjem strupenosti preko
spremljanja gibljivosti vodnih bolh ob izpostavitvi razliénim koncentracijam bisfenola F.

Delez negibnih vodnih bolh se je kot pri BPA z Viéanjem koncentracij sorazmerno

e oo
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po 48 h opazovanja. Po 24 h smo v vzorcu s koncentracijo 27,47 uM ugotovili dobro
gibljivost vseh izpostavljenih vodnih bolh, kar pomeni, da je bila uporabljena koncentracija
za testirane organizme nestrupena. Pri koncentraciji 29,97 uM pa smo opazili negibnost pri
treh od izpostavljenih 20 vodnih bolh, torej je bil delez negibnosti 15 %. S programom
Probit analiza smo izracunali 24 h ECsp, ki znasa 66,43 uM, poleg tega pa smo dolocili tudi
koncentraciji, ki sta povzrocili 10 % (25,34 uM) oz. 90 % (174,18 uM) negibnost (slika
23). V primerjavi z BPA, kjer smo po 24 h dosegli 100 % negibnost, pa bi morali pri
bisfenolu F raz§iriti interval koncentracij, saj smo v vzorcu z najvi§jo testirano
koncentracijo (99,89 uM) dosegli samo 75 % zaviranje gibanja. Po 48 h inkubacije smo
ugotovili vecjo smrtnost oz. negibnost vodnih bolh kot po 24 h in se tako prepricali, da ima
poleg koncentracij mocan vpliv na potek dela in rezultate tudi ¢as izpostavitve. Najnizja
testirana koncentracija, kjer smo dolocili normalno gibljivost vseh vodnih bolh, je znaSala
19,98 uM in vidimo, da je v primerjavi z nestrupeno koncentracijo, ki smo jo dolocili po
24 h, nizja. Izra¢unan 48 h ECso znasa 45,87 uM, na grafu pa smo oznacili tudi EC1o (14,56
uM) in ECgo (144,46 uM) (slika 24). Z akutnim testom strupenosti za vodne bolhe
(Daphnia magna) smo po 48 h dosegli 100 % zaviranje gibanja in sicer pri koncentraciji
99,89 uM. V tabelah VII in VIII v prilogi C smo predstavili Stevila in deleze negibnih

vodnih bolh po 24 urni oz. 48 urni izpostavitvi posameznim vzorcem BPF.
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Slika 23: Delezi negibnih vodnih bolh (Daphnia magna) po 24 h v odvisnosti od razli¢nih

koncentracij BPF
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Slika 24: Delezi negibnih vodnih bolh (Daphnia magna) po 48 h v odvisnosti od razli¢nih

koncentracij BPF

4.2.3 Strupenost bisfenola F za luminiscen¢ne bakterije Vibrio fischeri

Test akutne strupenosti z luminiscen¢nimi bakterijami je pokazal, da se z viSanjem

koncentracij BPF sorazmerno povecuje delez zaviranja luminiscence (tabela IX v prilogi

oy

C). Pri najnizji testirani koncentraciji 4,16 uM smo dosegli 28,2 % zaviranje naravne
emisije svetlobe izbranih mikroorganizmov, medtem ko smo koncentracijo, ki je po 30
minutah povzrocila 50 % zaviranje luminiscence, dolocili s pomoc¢jo linearne regresije in
znasa 12,15 pM. Poleg 1Cso smo na grafu prikazali tudi koncentraciji, kjer smo zaznali 10
% (IC10 = 1,83 uM) 0z. 90 % (ICge0 = 80,58 uM) zaviranje luminiscence. Pri izpostavitvi
bakterij Vibrio fischeri vzorcu z najvi§jo testirano koncentracijo (49,94 uM) pa smo
dosegli 78,7 % zaviranje luminiscence (slika 25).
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Slika 25 Delezi zaviranja luminiscence bakterij Vibrio fischeri po 30 min v odvisnosti od razli¢nih

koncentracij BPF
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4.2.4 Odziv testnih organizmov na strupenost BPF

Tako kot pri prejSnjem hormonskem motilcu smo tudi pri bisfenolu F med seboj primerjali
48 h 0z. 30 min vrednosti LCso, ECsgin ICsin na osnovi tega skusali dolog¢iti, pri katerem
testnem sistemu je bil strupeni uc¢inek BPF najbolj izrazen in pri katerem testiranem
organizmu je bila obcutljivost najveéja (preglednica V). Za 48 h ECsp in 30 min ICsp Sm0
podali tudi 95 % interval zaupanja (tabela XV v prilogi E).

Preglednica V: Primerjava izraéunanih 48 h 0z. 30 min LC / EC / IC vrednosti vpliva BPF na testne

organizme
ORGANIZMI

Ribe zebrice Vodne bolhe Bakterije

(Danio rerio) (Daphnia magna) (Vibrio fischeri)
Cas izpostavitve 48 h LC ‘ 48 h EC 48 h EC 30 min IC
VREDNOSTI [pM]
LCio/ EC10/ ICyo I* I* 14,56 1,83
LCso/ ECso/ ICso I* I* 45,87 12,15
95 % interval I * 44,23~ 47,52 10,68 — 13,63
zaupanja
LCgy/ ECgo/ ICq I* I* 144,46 80,58

* Vrednosti nismo izracunali zaradi pomanjkanja podatkov (npr. smrtnost se je pojavila pri vi§jih

koncentracijah)

V preglednici V lahko vidimo, da pri ribah zebricah 48 h LC oz. EC vrednosti nismo
mogli izraunati zaradi premajhnega Stevila podatkov, vendar bomo kljub temu na osnovi
opazenih u¢inkov skusali primerjati strupenost BPF za testirane organizme. Kot pri BPA,
smo tudi pri njegovem analogu ugotovili, da je pigmentacija telesa najbolj obcutljiv
opazovani parameter, saj so bili vsi zarodki nepigmentirani Ze pri najnizji izbrani
koncentraciji (9,99 uM) in iz tega lahko sklepamo, da bi 50 % nepigmentiranost dosegli pri
nizjih koncentracijah, kot smo 50 % zaviranje luminiscence pri bakterijah Vibrio fischeri,
zato lahko re¢emo, da se je testni sistem z zarodki rib zebric na osnovi ECso vrednosti
izkazal kot najbolj obcutljiv. Manjs$i vpliv strupenosti BPF oz. manjSo obcutljivost v
primerjavi z zarodki rib zebric smo opazili pri delu z luminiscenénimi bakterijami, saj
zna$a izracunana ICso, Ki Smo jo dolo€ili po 30 minutnem postopku, 12,15 uM. Najmanj$o
obcutljivost smo zaznali pri ugotavljanju deleza negibnih vodnih bolh, saj je 48 h ECso
45,87 uM. Medtem ko smo pri BPA lahko podali LC vrednosti za zarodke rib zebric, pa
pri BPF nismo mogli izra¢unali vrednosti za letalne ucinke, ker se je smrtnost pojavila Sele

v vzorcih z vi§jimi koncentracijami BPF. Za izracun 48 h LCsg bi namre¢ morali zarodke
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zebric izpostaviti $e vi§jim koncentracijam BPF, vendar glede na to, da je smrtnost pri
zanesljivo dosegli pri vi§ji koncentraciji, kot smo 50 % ucinek zaznali pri vodnih bolhah,
kar na osnovi LC vrednosti kaze na manjSo obcutljivost testnega sistema z zarodki rib

zebric v primerjavi z vodnimi bolhami.
4.3 BISFENOL AF

4.3.1 Strupenost bisfenola AF za zarodke rib zebric (Danio rerio)

Bisfenol AF je drugi analog BPA, s katerim smo zeleli z opisanimi metodami dela
ugotoviti vpliv na izbrane organizme in njegovo morebitno strupenost primerjati z
rezultati, do katerih smo prisli pri prej$njih dveh endokrinih motilcih. V primerjavi z BPA
je BPAF fluorirana organska spojina, ki ima v svoji strukturi namesto dveh metilnih skupin
trifluorometilni skupini. Pri ugotavljanju strupenosti za testirane organizme nas je
zanimalo predvsem dejstvo, kakSen vpliv ima prisotnost halogenih atomov v molekuli
spojine in ali je strupenost zaradi tega bolj izrazena. Tudi pri BPAF smo najprej spremljali
razvoj zarodkov ob izpostavitvi razlicnim vzorcem dolocenih koncentracij in vse opazene
znake kasneje predstavili v obliki stolpcnih diagramov. S pomocjo preliminarnih testov,
kjer smo izbrali interval koncentracij do 44,61 uM, smo ugotovili, da bomo morali za
dolocitev subletalnih uc¢inkov uporabiti nizje koncentracije kot pri BPA oz. BPF. Dva
najbolj obcutljiva subletalna znaka, ki smo ju opazili po 48 h, sta bila pigmentacija telesa
in o€i, saj smo odsotnost ¢rnih lis po telesu zaznali Ze pri najnizji izbrani koncentraciji
(2,97 uM) in sicer pri 10 % zarodkov. Pri tej koncentraciji so imeli vsi zarodki normalno
pigmentirane o€i, odsotnost pigmenta v oceh se je prvi¢ pojavila pri koncentraciji 5.95 uM
(20 % zarodkov). 100 % nepigmentiranost tako telesa kot tudi o¢i pa smo dosegli pri
koncentraciji 14,87 uM. S pomoc¢jo programa Probit analiza smo na osnovi dobljenih
rezultatov v obliki odstotka nepigmentiranih zarodkov izracunali tudi 48 h ECso, ki za
odsotnost pigmenta po telesu znasa 8,81 pM, za nepigmentiranost o¢i pa 9,19 uM. Pri testu

strupenosti smo opazili tudi vpliv razli€nih koncentracij BPAF na cirkulacijo krvi. Pri

obtoku, saj je bila njihova cirkulacija primerljiva s tisto, ki so jo imeli zarodki izpostavljeni
razredcevalni vodi (kontrola). 20 % zarodkov ni imelo krvnega obtoka v vzorcu s
koncentracijo 5,95 uM, 100 % odsotnost cirkulacije krvi pa smo opazili pri koncentraciji

14,87 uM. lIzracunan 48 h ECso znasa 8,54 uM. Poleg subletalnih znakov smo po 48 h
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opazovali tudi smrtnost zarodkov v odvisnosti od izbranih koncentracij BPAF. Med vzroki,
ki so pripeljali do letalnega ucinka, je prevladovala koagulacija, medtem ko je bila
odsotnost srénega utripa na drugem mestu. V vzorcih s koncentracijami nad 8,92 uM pa
smo opazili, da so bili somiti pri nekaterih zarodkih slabse razviti oz. bolj raztreseni vzdolZz
izbrani koncentraciji (2,97 uM) so preziveli vsi zarodki rib zebric (Danio rerio), ze pri
koncentraciji 5,95 uM pa je bila smrtnost 20 %. Vsi zarodki so bili mrtvi ob izpostavitvi
vzorcu s koncentracijo 14,87 uM, medtem ko smo 50 % smrtnost po 48 urni izpostavitvi
dosegli pri koncentraciji 8,97 uM, kar pa je v primerjavi z rezultati, do katerih smo prisli
pri testiranju strupenosti BPA, precej nizje.

Po vzoru prejS$njih dveh endokrinih motilcev smo tudi pri BPAF v obliki stolpénega
diagrama prikazali opazene subletalne in letalne razvojne spremembe (v %) pri zarodkih

po 48 h inkubacije v vzorcih z izbranimi koncentracijami BPAF (slika 26).
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Slika 26: V obliki stolpcev prikazani deleZi opazenih subletalnih in letalnih ué¢inkov na zarodke rib
zebric (Danio rerio) po 48 urni izpostavitvi BPAF
Nekatere subletalne in teratogene znake pa smo opazili Sele po 72 h inkubacije oz. so se
tedaj bolj izrazito pokazali. Mednje spadajo edemi, izvalitev in $tevilne deformacije, ki
smo jih v obliki delezev (v %) prikazali v spodnjem diagramu (slika 27). Prisotnost
zarodkov, izracunan 72 h ECso pa znasa 8,29 pM. V vzorcu s koncentracijo 14,87 uM pa

so bili edemi prisotni pri vseh izpostavljenih zarodkih. Poleg edemov smo po 3 dneh
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spremljali tudi izvalitev zarodkov in rezultate podali kot delez neizvalitve. Pri koncentraciji
2,97 uM smo imeli opravka z visokim s§tevilom neizvaljenih zarodkov, saj je znasal delez
neizvalitve 80 %, v raztopini BPAF s koncentracijo 5,95 puM pa se nobeden od
izpostavljenih 10 zarodkov ni izvalil. Glede na to, da je bil delez neizvalitve po 72 h ze pri
nizjih koncentracijah zelo visok, smo se odlo¢ili, da bomo podali tudi Stevilo neizvaljenih
zarodkov po 96 h inkubacije in ugotovili, da je pri nekaterih zarodkih pri§lo do valjenja
Sele po 4 dneh opazovanja. Pri koncentraciji 2,97 uM je bil namre¢ delez neizvalitve 30 %,
100 % neizvalitev pa smo dosegli pri koncentraciji 11,90 uM. Deformacije so se pri
zarodkih zacele pojavljati pri koncentraciji 5,95 uM in njihovo S$tevilo se je z viSanjem
koncentracij BPAF samo povecevalo. Najpogosteje je prislo do sprememb v razvoju glave,
Ki je bila v primerjavi s kontrolo precej manjsa in ¢udno oblikovana, poleg tega pa smo pri
nekaterih zarodkih po 24 h opazili, da o¢i $e niso bile razvite. Med deformacije, ki smo jih
zaznali pri zarodkih rib, smo uvrstili tudi nepravilnosti v razvoju repa, hrbtenice
(nenormalno razvita hrbtna struna) in rumenjaka. Z izbranimi intervali koncentracij nismo
mogli dolo¢iti koncentracije, ki bi bila za organizem nestrupena, zato menimo, da bi bilo v
nadaljnjih Studijah smiselno preizkusiti u¢inke na organizme pri nizjih koncentracijah
BPAF. V preglednici VI so izra¢unane 48 h 0z. 72 h ECi, ECso in ECgo vrednosti za
opazene subletalne in letalne uéinke pri zebricah ob izpostavitvi BPAF, medtem ko so v
tabeli X v prilogi D predstavljene razvojne spremembe pri desetih zarodkih ob izpostavitvi

vzorcu s koncentracijo 11,90 uM BPAF.
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Slika 27: V obliki stolpcev prikazani delezi opazenih subletalnih in letalnih u¢inkov na zarodke rib

zebric (Danio rerio) po 72 urni izpostavitvi BPAF
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Preglednica VI: Izra¢unane 48 h 0z. 72 h ECy19, ECso in ECgo Vrednosti za posamezne subletalne in letalne

ucinke pri zebricah ob izpostavitvi BPAF

BISFENOL AF
OPAZENI
SUBLETALNI ECio [nM] ECso [nM] ECq [uM]
UCINKI
Nepigmentacija telesa 3,82 8,81 20,34
Nepigmentacija oci 5,67 9,19 12,72
Ni krvnega obtoka 5,30 8,54 13,75
Prisotnost edemov 3,57 8,29 19,26
Neizvalitev 1* /* /*
OPAZENI
LETALNI UCINKI
Smrtnost 5,22 8,97 15,42

4.3.2 Strupenost bisfenola AF za vodne bolhe (Daphnia magna)

Z akutnim testom strupenosti smo zeleli ugotoviti Se vpliv drugega analoga BPA na
gibljivost vodnih bolh v petrijevkah in kasneje s pomocjo vseh dobljenih rezultatov
dolociti, katera izmed treh snovi je najbolj strupena za testirane organizme. Kot pri testu z
zarodki rib zebric smo morali tudi pri vodnih bolhah za dolocitev u¢inkov uporabiti nizje
koncentracije kot pri BPA oz. BPF. Delez negibnosti se je z visanjem koncentracij
sorazmerno poveceval in kot vidimo na spodnjih grafih, smo 100 % negibnost vodnih bolh
po 24 h in 48 h dosegli mnogo prej oz. pri niZji koncentraciji kot pri BPA oz. BPF. Po 24 h
smo izracunali ECsp, ki zna$a 9,45 uM, poleg tega pa smo na grafu deleza negibnih vodnih
bolh v odvisnosti od razli¢énih koncentracij BPAF oznacili tudi ECio (5,76 puM) in ECgo
(15,49 uM) (slika 28). Vse vodne bolhe pa so bile negibne v vzorcu s koncentracijo 23,80
uM. Gibljivost vodnih bolh smo spremljali tudi po 48 h izpostavitve in kot pri BPA oz.
BPF ugotovili vec¢jo smrtnost oz. negibnost v primerjavi z rezultati po 24 h inkubacije. Pri
koncentraciji 2,97 uM, kjer smo po 24 h dosegli 5 % negibnost, smo po 48 h zaznali
negibnost pri Stirih od 20 izpostavljenih vodnih bolh, kar pomeni, da delez negibnosti s
casom izpostavljenosti narasca, saj je bil po 48 h pri omenjeni koncentraciji 4 krat vecji.
Izra¢unan 48 h ECsp znasa 6,45 uM, hkrati pa smo dolo¢ili tudi EC10 (2,03 uM) in ECgo
(20,53 uM), kar smo grafi¢no prikazali na spodnji krivulji (slika 29). V tabelah X1 in XII v
prilogi D so predstavljena $tevila in delezi negibnih vodnih bolh po 24 urni oz. 48 urni

izpostavitvi razlicnim koncentracijah BPAF.

53




100 - U
90 1 ECq
80 -
70 A
60 -
50 1 ECs
40 A
30 A
20 A
10 1 ECyo

0 T 1
1 10 100

KONCENTRACIJA BPAF [pM]

NEGIBNOST [%)]

Slika 28: Delezi negibnih vodnih bolh (Daphnia magna) po 24 h v odvisnosti od razli¢nih
koncentracij BPAF
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Slika 29: Delezi negibnih vodnih bolh (Daphnia magna) po 48 h v odvisnosti od razli¢nih
koncentracij BPAF

4.3.3 Strupenost bisfenola AF za luminiscen¢ne bakterije Vibrio fischeri

Bisfenol AF je bil zadnji hormonski motilec, katerega smo uporabili za akutni toksi¢ni test,
s katerim smo zeleli dobiti informacije 0 sami strupenosti BPAF za luminiscencne
bakterije Vibrio fischeri. Na spodnjem grafu in v tabeli XIII v prilogi D lahko vidimo, da
delez zaviranja luminiscence z viSanjem koncentracij BPAF sorazmerno narasca, Ceprav
lahko opazimo vecja odstopanja od logaritemske trendne ¢rte kot pri BPA oz. BPF (slika
30). V vzorcu z najnizjo testirano koncentracijo 1,86 uM je prislo do 5,5 % zaviranja
luminiscence, pri koncentraciji 2,79 uM smo dosegli 9,9 % zaviranje in ob izpostavitvi

vzorcu s koncentracijo 3,72 uM 14,0 %. Test akutne strupenosti za luminiscencne bakterije
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ey

linearne regresije smo izracunali 30 min ICsp, ki znasa 13,76 uM, po vzoru ostalih dveh

endokrinih motilcev smo na grafu oznacili tudi vrednosti, ki sta povzrocili 10 % (IC10 =

3,55 uM) o0z. 90 % (ICe0= 53,35 uM) zaviranje naravne emisije svetlobe.
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Slika 30: Delezi zaviranja luminiscence bakterij Vibrio fischeri po 30 min v odvisnosti od razli¢nih
koncentracij BPAF

4.3.4 Odziv testnih organizmov na strupenost BPAF

Odgovor testnih organizmov na strupenost BPAF smo primerjali s pomocjo izratunanih

LC, EC in IC vrednosti, ki so predstavljene v spodnji tabeli (preglednica VII). Za 48 h

LCso, ECso in 30 min ICsp vrednosti smo podali tudi 95 % interval zaupanja (tabela XVI v

prilogi E).
Preglednica VII: Primerjava izraGunanih 48 h, 72 h 0z. 30 min LC / EC / IC vrednosti vpliva BPAF na testne
organizme
ORGANIZMI

Ribe zebrice Vodne bolhe Bakterije

(Danio rerio) (Daphnia magna) (Vibrio fischeri)
Cas izpostavitve 48hLC | 72hEC 48 hEC 30 min IC
VREDNOSTI [pM]
LCi/ ECi0/ ICyo 5,22 I* 2,03 3,55
LCso/ ECso/ I1Cso 8,97 I* 6,45 13,76
959 interval 7,93 * 6,01 - 6,89 12,79 - 14,73
zaupanja 10,02
LCo/ ECgo/ I1Cq0 15,42 I* 20,53 53,35
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V preglednici VII lahko vidimo, da smo za zarodke rib zebric (Danio rerio) lahko
izraCunali LCso, Ki se navezuje na smrtnost zarodkov po 48 h, vendar zaradi pomanjkanja
podatkov nismo mogli prikazati 72 h EC vrednosti, ki so vezane na najbolj obcutljiv
subletalni znak (neizvalitev zarodkov), katerega smo opazili ob izpostavitvi zarodkov
zarodkov dosegla 80 %, kar kaze na visoko obcutljivost omenjenih organizmov na BPAF.
Za lazjo primerjavo odzivov organizmov na strupenost BPAF, bi morali pri zarodkih rib
zebric poseci po nizjih koncentracijah, vendar lahko na osnovi visokega % neizvalitve pri
izkazal kot najbolj obcutljiv. V primerjavi z zarodki rib zebric smo pri delu z vodnimi
bolhami opazili manjsi vpliv strupenosti izbranih koncentracij BPAF, saj znaSa 48 h ECso
6,45 uM. Najsibkejsi vpliv strupenosti vzorcev BPAF pa smo ugotovili pri akutnem testu z
luminiscen¢nimi bakterijami, saj znaSa 30 min ICsp 13,76 pM. S pomocjo izracunanih
vrednosti lahko zanesljivo trdimo, da se je testni sistem z bakterijami Vibrio fischeri

izkazal kot najmanj obcutljiv.

44 PRIMERJAVA STRUPENOSTI BISFENOLOV A, Fin AF ZA
TESTNE ORGANIZME

V tem poglavju se bomo nekoliko bolj posvetili sami primerjavi strupenosti bisfenolov A,
F in AF za zarodke rib zebric (Danio rerio), vodne bolhe (Daphnia magna) in bakterije
Vibrio fischeri. S pomo¢jo tega bomo dobili $irsi vpogled v to, katera izmed testiranih
substanc je povzroCila najve¢ sprememb v razvoju, gibanju in samem obnaSanju
organizmov, ter pri kateri je bil vpliv strupenosti najmanj izrazen. Pri akutnem testu, ki
smo ga izvedli z zarodki rib zebric, smo primerjali strupenost testiranih substanc na osnovi
opazenih subletalnih, letalnih in teratogenih razvojnih sprememb ter dolo¢enih LC in EC
vrednosti. Zanesljivo lahko potrdimo, da je bil pri BPAF vpliv strupenosti na razvoj
zarodkov najbolj izrazit, saj so se razvojni u¢inki na organizme pokazali pri bistveno nizjih
koncentracijah kot pri BPA in BPF. Pri veéini subletalnih znakov (krvni obtok, prisotnost
edemov in izvalitev) smo opazili, da je bila strupenost BPAF v primerjavi z ostalima
spojinama precej vecja, saj smo ECso vrednosti za prej omenjene razvojne spremembe
dosegli pri koncentracijah, ki so bile nizje od 10 uM. V primerjavi z BPAF smo namre¢ pri
BPA in BPF dolo¢ili 50 % ucinke pri visjih koncentracijah (~ 50 pM, izjema je samo 50 %
neizvalitev, ki smo jo pri BPA dosegli pri koncentraciji 17.81 uM, pri BPF pa pri 38,92
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uM). Glede pigmentacije telesa in o¢i, ki sta bila pri BPA in BPF doloc¢ena kot najbolj
obcutljiva subletalna znaka, pa se je izkazalo, da je bila nepigmentiranost najbolj o€itna pri
izpostavitvi zarodkov vzorcem, ki so vsebovali BPF, saj so bili vsi zarodki popolnoma
nepigmentirani Ze pri koncentraciji 9,99 uM. Pri letalnih znakih (smrtnost) pa se je BPAF
zopet izkazal kot najbolj strupen (LCso= 8,97 uM), sledil mu je BPA (LCso=66,58 uM),
testirani koncentraciji (99,89 uM) zaceli pojavljati mrtvi zarodki (preglednice II, IV in VI).
Iz tega lahko sklepamo, da ima BPF precej manjsi vpliv na $tevilo mrtvih zarodkov kot
ostala dva endokrina motilca, vendar je bil pri pigmentaciji njegov ucinek najbolj izrazit.
Teratogene razvojne spremembe (deformacije glave, repa, hrbtenice) so se najprej pojavile
pri zarodkih, ki so bili izpostavljeni pripravljenim raztopinam BPAF (prvi znaki so bili
prisotni ze pri koncentraciji 5,95 uM), na drugo mesto glede strupenosti smo uvrstili BPF
(prvi znaki so se zaleli pojavljati pri koncentraciji 49,95 uM), najkasneje pa smo
teratogene znake opazili ob izpostavitvi zarodkov BPA (pojav prvih znakov pri
koncentraciji 61,33 uM). ECso vrednosti pa nismo mogli izraunati zaradi premajhnega
Stevila podatkov.

Poleg spremljanja razvoja zarodkov rib zebric, smo primerjali tudi uc¢inke bisfenolov na
gibljivost vodnih bolh. Na osnovi izracunanih 48 h ECsg vrednosti lahko trdimo, da se je
BPAF tudi pri akutnem testu strupenosti z vodnimi bolhami izkazal kot najbolj strupen od
testiranih spojin, saj smo 50 % negibnosti dosegli pri koncentraciji 6,45 uM. Na drugo
mesto smo uvrstili BPA (ECsp = 34,25 uM), najmanjsi vpliv strupenosti pri izvedbi
testiranj pa smo ugotovili pri BPF, kjer znasa ECso 45,87 uM (preglednice 111, V in VII).
Poleg tega je pri BPF delez negibnih vodnih bolh nara$c¢al pocasneje kot pri BPA, kar
lahko vidimo tudi po naklonu trendne ¢rte na grafih deleza negibnosti v odvisnosti od
koncentracije dolo¢ene spojine (Slika 19 in 24). Na manj$o strupenost kaze tudi dejstvo, da
smo pri BPA in BPAF z izbranim intervalom koncentracij dosegli 100 % negibnost, pri
Primerjavo strupenosti izbranih bisfenolov smo izvedli tudi pri akutnem testu z
luminiscen¢nimi bakterijami Vibrio fischeri. Medtem ko smo pri zarodkih rib zebric in
vodnih bolhah na osnovi dobljenih rezultatov zlahka dolo¢ili najbolj 0z. najmanj strupeno
spojino, pa pri bakterijah izratunane ICso vrednosti v zgornjih tabelah nakazujejo na
podobno strupenost treh testiranih hormonskih motilcev. Na osnovi teh izracunov lahko

vidimo, da ni bistvene razlike v sami strupenosti med BPA in BPAF, saj znasa ICso za BPA
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13,63 uM, za BPAF pa 13,76 uM. Nekoliko vecjo strupenost smo opazili pri izvedbi
poskusov z BPF, kjer smo 50 % zaviranje luminiscence dosegli pri koncentraciji 12,15 uM
(preglednice 11, V in VII).

Na osnovi napisanega lahko zaklju¢imo, da je bil vpliv strupenosti BPAF na zarodke rib
zebric in vodne bolhe precej veéji kot pri ostalih dveh hormonskih motilcih, medtem ko so
pri luminiscen¢nih bakterijah Vibrio fischeri BPA, BPF in BPAF izkazovali podobno
strupenost. Vzrok za vecjo strupenost BPAF v primerjavi z BPA in BPF lahko i§¢emo v
sami strukturi omenjene substance. Vkljucitev fluorovih atomov v molekulo spojine lahko
namre¢ spremeni Stevilne stericne, elektronske in lipofilne parametre in posledi¢no vpliva
na farmakokinetiko in farmakodinamiko dolo¢ene spojine. Poleg tega so C-F vezi (116
kcal/mol) moénejSe kot C-H (99 kcal/mol) vezi, kar zagotavlja vecjo oksidativno in
toplotno stabilnost spojin s C-F skupinami, poleg tega pa imajo fluorove komponente
sposobnost podaljSanja bioloske razpolovne dobe in posledi¢no potencial za izboljSanje
presnovne stabilnosti molekul. Fluorovi atomi povzrocijo povecanje lipofilnosti, saj je CF3
skupina, ki jo najdemo v strukturi BPAF, ena izmed najbolj lipofilnih skupin. Povecanje
lipofilnosti vodi do izboljSanja pasivne difuzije spojin preko membran, kar vpliva na vecjo
biorazpolozljivost in kopic¢enje snovi v organizmih (48). To v vecini primerov pomeni tudi
ve¢ negativnih ucinkov takSnih spojin na organizme. Na osnovi te razlage in naSih
spoznanj lahko zaklju¢imo, da je verjetno bisfenol AF pri vodnih bolhah in ribah zebricah
lazje in hitreje prehajal v organizem kot pri luminiscen¢nih bakterijah in posledi¢no
povzrocil vec strupenih u¢inkov. Moramo pa poudariti, da so testi akutne strupenosti, ki jih
izvajamo Vv laboratorijih zelo pomembni, saj ponazarjajo realne pogoje, v katerih zivijo
prostoZive¢i proucevani organizmi, vendar je kljub temu tezko predpostaviti odziv
organizmov Vv naravi na okoljsko prisotne koncentracije hormonskih motilcev, saj so le-te v
primerjavi z uporabljenimi v laboratorijskih raziskavah precej nizje (BPA, BPF in BPAF
prisotni v okolju v pg/L oz. ng/L; npr. okoljske koncentracije BPA (povrSinske vode,
sediment) znaSajo okoli 12 pg/LL ali manj, izjema so izcedne vode, kjer so zaznali
koncentracije tudi do 17 mg/L), poleg tega pa spojin v naravi skoraj ne najdemo v Cisti
obliki, saj so vecinoma prisotne kot zmesi razlicnih snovi, kar Se dodatno otezuje

ocenjevanje vpliva strupenosti (4).
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5 SKLEP

Izpostavljenost zarodkov rib zebric (Danio rerio), vodnih bolh (Daphnia magna) in
luminiscen¢nih bakterij Vibrio fischeri izbranim koncentracijam motilcev endokrinega
sistema (BPA, BPF in BPAF) je povzrocila Stevilne spremembe v razvoju in obnasanju
testnih organizmov. S pomocjo akutnih testov strupenosti smo spremljali pojav razli¢nih
subletalnih (pigmentacija telesa in o€i, krvni obtok, izvalitev, prisotnost edemov), letalnih
(koaguliranost, odsotnost lo¢enega repa od rumenjaka) in teratogenih (deformacije glave,
repa in srca) ucinkov na zarodke rib zebric, ugotavljali delez negibnih vodnih bolh ter
merili zaviranje naravne emisije svetlobe luminiscen¢nih bakterij Vibrio fischeri. Rezultati
kazejo, da so vse tri testirane substance izkazovale strupenost za izbrane organizme, vendar
smo skuSali s pomocjo izraCunov in primerjave vrstno-specificnih vplivov dolociti
organsko spojino, pri kateri je bila jakost izrazenih ucinkov najvecja oz. je bil vpliv
strupenosti najbolj izrazen. Pri testu z zarodki rib zebric (Danio rerio) je bila pigmentacija
telesa pri BPA in BPF najbolj obcutljiv razvojni znak, najvecjo strupenost pri tem
subletalnem znaku smo opazili pri delu z vzorci BPF, saj se je 100 % nepigmentiranost
pojavila Ze pri najnizji izpostavljeni koncentraciji (9,99 uM). Pri ostalih subletalnih
uéinkih (krvni obtok, edemi, izvalitev) in glede smrtnosti lahko zanesljivo potrdimo
najvecji vpliv strupenosti s strani BPAF, saj so izra¢unane ECso in LCso vrednosti nizje v
primerjavi z rezultati pri BPA in BPF (preglednice II, 1V in VI). Vodne bolhe (Daphnia
magna) so bile najbolj obcutljive na strupeni vpliv BPAF, saj znasa izra¢unan 48 h ECso
6,45 uM, pri luminiscencnih bakterijah pa smo ugotovili primerljivo strupenost BPA, BPF
in BPAF. Na osnovi opazenih razvojnih sprememb in izracunov lahko tako hipotezo, da je
BPAF zaradi prisotnih fluorovih atomov v strukturi bolj strupen od BPA in BPF, le delno
potrdimo.

Kot smo ze omenili v poglavju $tevilka 4.4, kjer smo primerjali strupenost hormonskih
motilcev, je BPA najvecjo strupenost pokazal pri akutnem testu z zebricami in bakterijami,
BPF in BPAF pa zanesljivo pri ribah zebricah. Zanimivo pa je dejstvo, da sta imela tako
BPA kot BPF najmanjsi vpliv strupenosti na gibljivost vodnih bolh, medtem ko je BPAF
najmanjSo strupenost pokazal pri testu z luminiscenénimi bakterijami. S pomocjo teh
ugotovitev lahko drugo postavljeno hipotezo, da pri vseh treh testnih organizmih

strupenost pada v istem vrstnem redu (BPAF>BPA>BPF), zavrnemo.
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Tretjo postavljeno domnevo, ki pravi, da z naras¢anjem koncentracij spojin, ki so jim
preucevani organizmi izpostavljeni, naras¢a tudi jakost ucinkov, lahko zanesljivo
in BPF nad 50 uM, pri BPAF nad 10 uM) smo namreC pri ribah zebricah opazili vec
razvojnih nepravilnosti kot v vzorcih z nizjimi koncentracijami, pri vodnih bolhah se je z
naras¢anjem koncentracij delez negibnosti poveceval, pri bakterijah pa smo pri visjih
koncentracijah (pri BPA in BPF nad 30 uM, pri BPAF nad 10 uM) opazili ve¢ji odziv
omenjenih mikroorganizmov in s tem mocnejSe zaviranje luminiscence.

Zadnjo postavljeno hipotezo, ki pravi, da so koncentracije izbranih hormonskih motilcev,
ki so povzrodile signifikantne ucinke pri obravnavanih organizmih, prisotne tudi v okolju,
lahko delno potrdimo. BPA in njegovi analogi so v okolju ponavadi prisotni pri precej
nizjih koncentracijah (npr. BPA < 12 pg/L), kot smo jih mi uporabili pri testih akutne
strupenosti, vendar so Stevilne Studije pokazale, da so spojine lahko Skodljive tudi pri
tak$nih koncentracijah. Kljub temu pa so v eni izmed $tudij ugotovili visoko vsebnost BPA
v izcednih vodah iz komunalnih odlagali$¢ in industrijskih odpadkov (npr. na Japonskem
do 17,2 mg/L; v Severni Italiji pa celo 33,5 mg/L BPA), kar pa je dober priblizek
koncentracijam, ki smo jih uporabili pri ugotavljanju strupenosti (44). Treba pa je
poudariti, da je vecina toksikoloskih §tudij izvedena na laboratorijskih zivalih in to
poveCuje tezavnost za natan¢no opredelitev odziva prostozivecih zivali na okoljsko
prisotne koncentracije BPA in njegovih analogov.

Zaklju¢imo lahko, da so bili organizmi dobro odzivni na izbrane koncentracije hormonskih
motilcev, najveC tezav pa smo imeli na zacetku pri delu z zarodki rib zebric, saj je v
prostoru za inkubacijo temperatura ozracja in akvarija nihala, kar je mo¢no vplivalo na
samo brstenje, smrtnost, razvoj zarodkov in na delo v laboratoriju, saj teh zarodkov nismo
mogli uporabiti za teste akutne strupenosti.

Dokazano je, da lahko pride do motenj endokrinega sistema pri prostozivecih zivalih,
ve¢inoma pri vodnih vrstah, vendar je danes glavno vpraSanje, pri katerih koncentracijah se
zgodi motnja, kateri mehanizmi so vkljuceni in ali bo motnja v endokrinem sistemu vodila
do ekolosko pomembnih u¢inkov. Do sedaj je bilo objavljenih Ze veliko Studij, ki so se
ukvarjale z vprasanjem ali so snovi S sposobnostjo motnje endokrinega sistema v
vretencarjih aktivne tudi v nevretencarskih organizmih in Se danes je na tem podrocju
veliko nejasnosti, vendar lahko na osnovi lastnih rezultatov trdimo, da so BPA, BPF in

BPAF povzrocili Stevilne razvojne spremembe pri vretencarjih, poleg tega pa se je pokazal
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strupeni vpliv le teh tudi pri nevretencarjih (vodne bolhe). Testi akutne strupenosti
predstavljajo dober temelj za odkritje dolo¢enih ucinkov endokrinih motilcev, saj
omogoc¢ajo hiter in intenziven odgovor testnih organizmov, vendar se zavedamo, da bi bili
za razumevanje in razlago mehanizmov, preko katerih pride do Skodljivih u¢inkov snovi
(motnje v razvoju, rasti, obnasanju, razmnozevanju) na organizme, potrebni $irsi vidiki

testiranj v obliki kroni¢nih testov.
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7 PRILOGE

Priloga A: Nacini delovanja proucevanih bisfenolov

Tabela I: U¢inki bisfenolov A, F in AF (6,10,11,15,16,18,19)

TESTIRANE SPOJINE

UCINKI

BPA

kombinirana agonisticna/antagonisticna
aktivnost (antagonisti¢no delovanje na
aktivnost estrogena v mozganih in
maternici)

sposobnost vezave na klasi¢ne in
neklasiéne membranske estrogenske
receptorje, na receptorje povezane z G-
proteinom, na androgeni receptor, arilni
OH receptor, na PPAR

sposobnost motnje endokrinega sistema,
hipometilacije DNA, oksidativno in
moznost mutagenega delovanja;
posledica so vecsmerni toksi¢ni ucinki
pri zivalih in verjetno tudi pri ljudeh
sposobnost motnje delovanja Stevilnih
hormonov, kot so: spolni hormoni,
leptin, inzulin in tiroksin; posledica so

hepatotoksi¢ni in imunotoksi¢ni ucinki

BPF

agonisti¢ni ucinki na estrogen
izraza rahlo do zmerno akutno

strupenost in Sibko estrogenost

BPAF

na estrogenski receptor o (ERa) se veze
s pribl. 20 x vecjo jakostjo kot BPA, na
estrogenski receptor B (ERP) pa skoraj s
50 x vecjo jakostjo kot BPA

motnja endokrinega sistema preko
vezave na jedrne steroidne receptorje
(ERo, ERB in androgeni receptor)
visoka estrogenska (zaradi fluorovih

atomov) in antiandrogena aktivnost

67




Priloga B: Rezultati akutnih testov strupenosti BPA za izbrane testne organizme

Tabela Il: Opazene subletalne, letalne in teratogene razvojne spremembe pri desetih zarodkih rib zebric

(Danio rerio) v vzorcu s koncentracijo 70,09 uM BPA

STEVILO ZARODKOV
SUBLETALNI
ZNAKI 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Razvoj o€i 4 % v v v
Spontano gibanje v v v v x
Krvni obtok x x x x x
Pigmentacija telesa | % x x x x
Pigmentacija oci x x x x %
Deformacija < v x v v
rumenjakove vrece
Prisotnost edemov-
72 h v v v v v
Izvalitev -72 h x x x x x
LETALNI
ZNAKI
Koagulacija x x x x v x v v v v
Loéitey repa od v " v v v
rumenjaka
RERT) v |x v |v v
somitov/vretenc
Sréni utrip v x v v v
TERATOGENI
ZNAKI-72 h
Deformacije glave | % x x
Deformacije repa 4 4
Deforr_nacije « v «
hrbtenice
Zastoj v rasti x x x

Tabela I11: Negibne vodne bolhe (Daphnia magna) po 24 urni izpostavitvi vzorcem z izbranimi

koncentracijami BPA

St. negibnih vodnih bolh - .
Koncentracija BPA [uM] | /§t. izsostavljenih vodnih v neglbr!hz;r/(;]dnlh poln
bolh
26,28 0/20 0
30,66 2120 10
35,04 5/20 25
39,42 8/20 40
43,80 14/20 70
65,71 18/20 90
87,61 20/20 100
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Tabela IV: Negibne vodne bolhe (Daphnia magna) po 48 urni izpostavitvi vzorcem z izbranimi

koncentracijami BPA

St. negibnih vodnih bolh _— .
Koncentracija BPA [uM] | / st. iz;%ostavljenih vodnih % neglbrllflllg/c;]dnlh bolh
bolh
24,09 0/20 0
26,28 2/20 10
30,66 6/20 30
35,04 13/20 65
39,42 14/20 70
43,80 19/20 95
65,71 20/20 100

Tabela V: Zaviranje luminiscence bakterij Vibrio fischeri po 30 min izpostavitvi vzorcem z izbranimi

koncentracijami BPA

Koncentracija BPA [uM] % zaviranja luminiscence
3,65 16,14
5,48 27,77
7,30 32,69
10,95 45,11
14,60 52,93
21,90 63,23
29,20 70,08
43,80 76,99
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Priloga C: Rezultati akutnih testov strupenosti BPF za izbrane testne organizme

Tabela VI: Opazene subletalne, letalne in teratogene razvojne spremembe pri desetih zarodkih rib zebric

(Danio rerio) v vzorcu s koncentracijo 79,91 uM BPF

STEVILO ZARODKOV
SUBLETALNI
ZNAKI 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Razvoj o¢i v v v v v v v v v v
Spontano gibanje v v v v v v v x v v
Krvni obtok v v v v v v v v v v
Pigmentacija telesa x x x x x % x x x x
Pigmentacija oci x x x x x x x x x x
Deformacua . x % v v % x x x x x
rumenjakove vrece
sglzotnost edemov- v v v v v v « v v v
Izvalitev-72 h x x x x x x x x x %
LETALNI
ZNAKI
Koagulacija x x x x x x x x x x
Locitev repa od vilivi ivi iv iv]|iv v |v]|v|v
rumenjaka
Razvoj v v v v v v v v |v|v
somitov/vretenc
Sréni utrip v v v v v v v v v v
TERATOGENI
ZNAKI- 72 h
Deformacije glave v v v x x v v v v v
Deformacije repa x x v v v v v x x x
Deformacije * x | v | v | = x | v | v | v | v
hrbtenice
Zastoj v rasti x x x x x x x x x x

Tabela VII: Negibne vodne bolhe (Daphnia magna) po 24 urni izpostavitvi vzorcem z izbranimi
koncentracijami BPF

St. negibnih vodnih bolh I .
Koncentracija BPF [uM] | / §t. izsostavljenih vodnih % neglegZ%dnlh holh
bolh

27,47 0/20 0

29,97 3/20 15

34,96 4/20 20

39,95 5/20 25

43,80 6/20 30

49,94 7120 35

74,91 10/20 50

99,89 15/20 75
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Tabela VII1: Negibne vodne bolhe (Daphnia magna) po 48 urni izpostavitvi vzorcem z izbranimi

koncentracijami BPF

St. negibnih vodnih bolh I .
Koncentracija BPF [uM] | /§t. izgostavljenih vodnih % negleZg/%dnlh bolh
bolh
19,98 0/20 0
27,47 7120 35
32,46 8/20 40
37,46 9/20 45
39,95 8/20 40
43,80 10/20 50
49,94 11/20 55
74,91 15/20 75
99,89 20/20 100

Tabela IX: Zaviranje luminiscence bakterij Vibrio fischeri po 30 min izpostavitvi vzorcem z izbranimi

koncentracijami BPF

Koncentracija BPF [uM] % zaviranja luminiscence
4,16 28,21
6,24 35,41
8,32 40,95
12,49 50,58
16,65 56,57
24,97 65,27
33,30 73,21
49,94 78,67

Priloga D: Rezultati akutnih testov strupenosti BPAF za izbrane testne organizme

Tabela X: Opazene subletalne, letalne in teratogene razvojne spremembe pri desetih zarodkih rib zebric

(Danio rerio) v vzorcu s koncentracijo 11,90 uM BPAF

STEVILO ZARODKOV

SUBLETALNI
ZNAKI U 3 | 4 | 5 | 6 | 7 8 | 9 | 10
Razvoj o¢i % x v x v x x v
Spontano gibanje v v x x v x v v
Krvni obtok x x v x x x x x
Pigmentacija telesa x x v % x x x x
Pigmentacija oci x x v x x x x x
Deforrpacua ) v v < < < v v M
rumenjakove vrece
Prisotnost edemov-

v v v v
72h *
Izvalitev-72 h x x x x %
LETALNI
ZNAKI
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Koagulacija x x

Loéitey repa od < < v < v . . v
rumenjaka

ey x x | v x | v | v | x| v
somitov/vretenc

Sréni utrip x x v x v v v x
TERATOGENI

ZNAKI-72 h

Deformacije glave v x v %
Deformacije repa v v v x
Deformacije v < < v «
hrbtenice

Zastoj v rasti v x x x x

Tabela XI: Negibne vodne bolhe (Daphnia magna) po 24 h izpostavitvi vzorcem z izbranimi koncentracijami
BPAF

Koncentracija BPAF Svt' l.legibnih ym!nih b°l.h % negibnih vodnih bolh
/ §t. izpostavljenih vodnih
[nM] bolh —-24h

2,97 1/20 5

5,95 3/20 15

8,92 10/20 50

11,90 14/20 70

14,87 18/20 90

23,79 20/20 100

Tabela XII: Negibne vodne bolhe (Daphnia magna) po 48 h izpostavitvi vzorcem z izbranimi
koncentracijami BPAF

Koncentracija BPAF Svt' l.leglbmh .Voth b°l.h % negibnih vodnih bolh
/ §t. izpostavljenih vodnih
[nM] bolh —48h
2,97 4/20 20
5,95 9/20 45
8,92 13/20 65
11,90 15/20 75
14,87 20/20 100

Tabela XIII: Zaviranje luminiscence bakterij Vibrio fischeri po 30 min izpostavitvi vzorcem z izbranimi

koncentracijami BPAF

Koncentracija BPAF [uM] % zaviranja luminiscence

1,86 5,45

2,79 9,87

3,72 13,99
5,58 21,14
7,44 23,81
11,15 33,24
14,87 52,10
22,31 75,60
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Priloga E: Izra¢uni standardnih deviacij in 95 % intervala zaupanja

Tabela XIV: Izraéun standardnih deviacij in 95 % intervala zaupanja za LC50, EC50 in IC50 vrednosti pri

BPA
RIBE Povpretje (T) Stand. ;gjggr?jsg 95 % interval

ZEBRICE deviacija (s) (Confidence) zaupanja
LCso [uM]
66,58 63,53
6347 65,03 2,20 3,05 69.63
VODNE
BOLHE
ECso [uM]
34,25 32,83
35,69 34,97 1,02 1,42 35,66
BAKTERIJE
1Cs0 [uM]
13,63 11,26
11,23 13,42 2,09 2,37 16,00
15,40

Tabela XV: Izracun standardnih deviacij in 95 % intervala zaupanja za EC50 in IC50 vrednosti pri BPF

RIBE | ooy | Stand. ;gjg;‘r‘]’f; 95 % interval

ZEBRICE deviacija (s) (Confidence) zaupanja
EC50_
PIGMENTACIJA
[eM]
* *
;* /* /* /* ;*
VODNE
BOLHE
ECso [uM]
45,87 44,23
44,19 45,03 1,19 1,64 47.52
BAKTERIJE
1Cs0 [uM]
12,15 10,68
10,65 11,40 1,06 1,48 13.63

* vrednosti nismo izracunali zaradi pomanjkanja podatkov




Tabela XV1I: Izraun standardnih deviacij in 95 % intervala zaupanja za LC50, EC50 in IC50 vrednosti pri

BPAF
RIBE Povpretje (T) Stand. ;/arjggr?jsatl 95 % interval

ZEBRICE deviacija (s) (Confidence) zaupanja
LCso [uM]
8,97 7,93
10,04 9,50 0,75 1,04 10,02
ECso-
NEIZVALITEV
[nM]

* *
z x x I 2
VODNE
BOLHE
ECso [uM]
6,45 6,01
6.90 6,68 0,32 0,44 6.89
BAKTERIJE
1Cso [uM]
13,76 12,79
15,36 14,38 0,85 0,97 14,73
14,02

* vrednosti nismo izracunali zaradi pomanjkanja podatkov
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