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Izvlecek:

Hormonski motilci so snovi, katerih mnoge so v okolje priSle s pomocjo cloveskih
dejavnosti na podro¢ju industrije, agrokulture, proizvodnje pija¢, hrane, kozmetinih n
farmacevtskih produktov. Med hormonske motilce uvr§¢amo snovi iz razlinih skupin
kot so: naravni in sintetiCni steroidni hormoni, fitoestrogeni, poliaromatske spojine,
fitofarmacevtska sredstva, organske kisikove spojine, povrSinsko aktivne snovi
aditivi Leta 1993 so bile opravljene prve raziskave s katerimi so dokazali Skodljive
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V prihodnosti je potrebno posvetiti trud razvoju testov, ki so potrebni tako za
identifikacijo kot za kvantifikacijo. Kot glavni cilj se je potrebno osredoto¢iti na

raziskave kombiniranih vplivov hormonskih motilcev na okolje in zdravje.
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Abstract:
Endocrine disruptors are substances, many of which have come into the environment

through human activities in industry, agriculture, production of beverages, food,
cosmetic and pharmaceutical products. Endocrine disrupting substances are classified
into  different  categories such as: natural and synthetic steroid hormones,
phytoestrogens, polyaromantic compounds, pesticides, organic oxygen compounds,
surfactants and additives. In 1993 the first study was carried out to show adverse effects
on reproductive and developmental systems of fish and birds, as well as possessing

substances with effects qualified as environmental problem.

Numerous studies have been conducted in animal organisms with a view to examine
hormonal disorders in different developmental stages of animals. In 1996 the US
Environmental Protection Agency has published undesirable effects of endocrine
disruptors, and later it turns out that not only affect the endocrine system of fish and
birds but also endocrine system of reptiles and mammals, among which human is

dominated.

In the future, it is necessary to devote efforts to develop tests that are required for both
identification and quantification. The main objective is to focus the researches on

combined effects of endocrine disruptors on health and environment.
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1 UvOD

Z razvojem socialne ekonomije, urbanizacije, velikega porasta Stevila prebivalcev in
modernizacije se je posledicno povecal tudi vnos Skodljivih onesnazil v okolje. Te snovi so
lahko bodisi kemi¢nega in/ali bioloSkega izvora.

Okoljska onesnazevala v doloCenih koncentracijah oziroma doloc¢eni jakosti povzrocijo
posledice, ki so za organizem neposredno ali posredno Skodljive preko prehranjevalne
verige. Izpostavljenost organizmov okoljskim onesnazevalom, lahko povzro¢a motnje v
delovanju njihovega notranjega okolja ali pa so lahko za njih celo usodne. Veliko primerov
videnih v preteklosti, nam je pokazalo kako lahko kemino onesnazenje vode, tal in zraka
povzro¢i velike katastrofe in Skodo na vseh ravneh bioloske organizacije.

Zato je poznavanje, identifikacija in obvladovanje teh snovi, kot tudi preprecevanje
pojavljanja v okolju, kljucnega pomena za varovanje tako zdravja lLudi kot okolja v
katerem zivimo.

Kljub temu, da nam doba ekspanzivno znanstveno-tehnoloskega napredka, omogoca
odkrivati in prepreCevati onesnazevanje okolja, pa ni mo¢ prezreti pomanjkljivosti, ki se ob
tem pojavljajo, dosti krat gre za finanéni vidik, ker imamo primerno tehnologijo za
prepreCevanje onesnazevanja okolja, vendar pa zaradi drage nove tehnologije Se vedno
uporabljamo  zastarelo, katera nam onemogoca, da bi Vv celoti lahko preprecil
oneshazevanje okolja.

Kljub temu, da industrija stremi k temu, da poskusa zmanjSati vnos Skodljivih snovi v
okolje, predvsem z uporabo cistinih naprav in filtrov, pa je zaradi konkuren¢nosti trga po
drugi strani prisilena v poveCano proizvodnjo izdelkov in uporabo cenejSih surovin,
aditivov in novih postopkov proizvodnje, za katere morda ne obviaduje vseh dejavnikov
tveganja.

Mnoge od teh snovi, spros¢enih v okolje skoz ¢loveske dejavnosti, so sposobne motiti
endokrini sistem ali hormone zivali in ljudi ki uravnavajo presnovo in delovanje telesa.
Taksne endokrine aktivne snovi (EAS) se pojavljajo v razlicnih kategorijah kemikalij,
vkljuéno s sinteticnimi drogami, fitofarmacevitskimi sredstvi, snovmi, ki se uporabljajo v
ndustrji i potro$niSkih izdelkih, mndustrijskih stranskih proizvodih i onesnazevalih,

vklju¢no z nekaterimi kovinami Velko Stevilo EAS naravnega izvora, ki jih lahko
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vsebujejo nekatere uZitne rastline, kakor tudi nekateri sekundarni presnovki gliv, ki lahko
onesnazijo zvila in krmo, izraZajo-endokrino podobno dejavnost.

Studije, ki bi raziskovale u¢inke na Cloveski endokrini sistem so zelo omejene, za razliko
od teh, pa nam Studje opravljene na Zvalh omogocajo merjenje vseh indeksov
hormonskega delovanja v razliénih ¢asovnih obdobjih razvoja in s tem lahko razlozjo
razimerje med izpostavljenostjo in vsemi ucinki na endokrini sistem. Tako dobljeni podatki
predstavljajo dovolj argumentov za interpretiranje kemi¢no-inducirane endokrine motnje
kot enega od dejavnikov v vzro¢ni zvezi motenj reproduktivnega sistema in bolezni v
Cloveski in populaciji prosto zive¢ih zivali (Diamanti-Kandarakis s sod. 2009).

V zafetku 90. let prejSnjega stoletja so se prvic pojavile informacije o spojnah, ki
negativno vplivajo na hormonski sistem pri zvalh. Prva uradna porocila ucinkov
hormonskih motilcev v okolju na vodne organizme so bila objavijena leta 1980 ko so
Howell s sod. (2014) v populaciji rib opazili nenormalne sekundarne spolne znake in jih
povezali z onesnazenostjo okolja. Ena od prvih raziskav leta 1993, ko so Colborn in sod.
(1993) dokazali u¢inke organoklornih spojin na spremembe pri razvoju in razmnoZevanju
divjih populacij pticev in rb, ki so se pokazale kot spremembe pri razvoju in
razmnozevanju le-teh. Leta 1996 je ameriSka agencija za zasCito okolja objavila nezazelene
zdravstvene vplive onesnazval z estrogenskim delovanjem (Barlow 2001).

Kasneje se je izkazalo, da hormonski motilci ne vplivajo le na endokrini sistem (ES) rib in
ptic pa¢ pa tudi na ES plazicev in sesalcev med katerimi najvecji odstotek populacije
predstavlja clovek.

Na podro¢ju Kklasifikacije in identifikacije hormonskih motilcev je bilo opravijenih veliko
raziskav in ze od leta 1995 so bile na to temo objavljene prve znanstvene publikacije.
Vec¢mo teh snovi, ki delujejo tako da oponasajo delovanje naravnih estrogenov imenujemo
ksenoestrogeni in vkljuCujejo alkilfenole, poliklorirane spojine, pesticide, plastifikatorje in
polibromirane difeniletre ("IEH" 1995). Poleg zgoraj navedenih spojin pa predstavijajo
pomemben del hormonskih motilcev tudi naravni in sinteticni hormoni z delovanjem na
endokrini sistem ("IEH" 1995).

Uporaba nekaterh od teh kemikalj je sedaj prepovedana v mnoghh drzavah (npr.
alkilfenoli, nekateri mehcalci na osnovi ftalatov, fitofarmaceviska sredstva, PCB in DDT,
in sinteticni hormon dietilstibestrol), druge pa so $e vedno v Siroki uporabi. V zadnjem

obdobju se vse ve¢ ugotavlja, da od teh kemikaliji, ki so v Siroki uporabi, lahko veliko



Kralj M. Estrogenska in androgenska aktivnost onesnazeval v zvilih in okolju.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2015 3

Stevilo moti moSke in Zenske reprodukciske funkcije m ufinki nekaterih od teh
hormonskih motilcev so vidni Ze pri zelo nizkih koncentracijah (ng/l).

Informacije o endokrinem delovanju kemikalij je mogoce pridobiti iz obstojecih podatkov,
analiznih orodij ter »in vitro« in »in vivo« preskusnih metodah (1, 2 in 3 kategorije)*, ali z
drugimi mehanicisti¢nimi preiskavami. Ugotavljanje neZelenih u¢inkov je predpogoj za to,
da endokrino aktivno snov uvrstimo med hormonske motilce. Naceloma noben posamicen
test ne more zagotoviti vseh potrebnih mnformaci, na osnovi katerih bi se odlocCilo, ali je
snov hormonski motilec. Za to se lahko poleg preskusnih »in vivo« metod s katerimi
ocenimo rezultate izpostavljenosti organizma, uporablja podatke iz obstoje¢ih informacij in
drugh »in vivo« testih eko-toksi¢nosti ki zagotavljajo informacije o rezultatih
izpostavljenosti (EFSA 2013).

Ceprav Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj (OECD), daje na voljo dostop
do virov podatkov, OECD smernice za preskusanje in standardizirane preskusne metode
ter razvija nove preskusne metode in predlaga ocenjevanje kemikalij, ki bi lahko
predstavijale potencialne hormonske motilce, je trenutno wvelko wrzeli v razpoloZjivih
preskusnih metodah za identifikacijo endokrinh motilcev in ustreznost obstojecih
preskusnih metod za ocenjevanje ucinkov, ki jih povzrocajo te snovi na zdravje hudi n
okolje (EFSA 2013). Pomanjkljivosti so vidne predvsem na podro¢ju razpoloZjivih
preskusnih metod, saj trenutno Se niso razviti regulativni testi za mnoge taksone
prostozivec¢ih zivali in ravno tako ni na voljo testov za sesalce. Vecina ne zajema dovolj
dobro endokrinih parametrov za odkrivanje ucinkov endokrinth motilcev in kar je morda
najpomembneje, obdobja izpostavljenosti ne pokrivajo kriticnega razvojnega okna
povecane dovzetnosti za motnje hormonskega sistema ter zapoznelih uc¢inkov, ki se lahko
kazejo v starejsi dobi (EFSA 2013).

! Kategorija 1 - dokazi o hormonskih motilcih v vsajeni vrsti zivalih; Kategorija 2 - vsaj nekateri in vitro dokazi o biologki aktivnosti,
povezanih s hormonskimi motnjami; Kategorija 3 - ni dokazov o hormonski motilcih ali podatkov ni na voljo.
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2 UPORABNI DEL

2.1 Endokrini sistem

Osnovne znaCilnosti endokrinega sistema predstavlja serija Zlez z notranjim izloCanjem
(endokrinih Zlez), ki izlo¢ajo hormone neposredno v kri ali dolo¢eno tkivo in tako urejajo
razline telesne funkcije. Tradicionalni koncept endokrinih Zlez vklju¢uje hipofizo,
Cesariko, S$Citnico, prizeljc, nadledviéne Zleze, spolne Zleze in nekatere dele trebusne
slinavke. Poleg teh specializiranih endokrinih Zlez, imajo mnogi drugi organi, kot so srce,
mascobno tkivo, miSice, jetra, Crevesje in ledvice, sekundarne endokrine funkcije in tudi
izlo¢ajo hormone (Bhagavan in Ha 2015).

Primarna funkcija endokrinega sistema je sintetiziranje hormonov v teh Zlezah, katere
proizvajajo in izlo¢ajo hormone v natanéno dolo¢enih kolicinah i omogocajo kasnejsi
prenos le-teh do tar¢ne celice ali organa po krvnem obtoku. Hormoni se po krvi prenasajo
bodisi prosto ali pa s pomoéjo specificnih prenaSalnih proteinov. Hormoni se v tar¢nih
organih vezejo na specifi‘ne proteinske receptorje, ki se nahajajo na povrSini ali znotraj
tarénth organov. Hormoni se na receptorje vezejo po principu »kljuc-kljuavnica«, kar jim

omogoca specificno vezavo za par hormon — receptor (Jason 2002).

Hormoni so pomembni za vse organizme in So bistvenega pomena za uravnavanje Stevilnih
procesov v telesu, od zgodnjih procesov, kot so celicna diferenciacija med embrionalnim
razvojem in oblikovanjem organov, kakor za uravnavanje delovanja tkiv in organov v
odrasli dobi. Npr. reproduktivni hormoni, steroidi (estrogeni, androgeni, progesteroni) in
proteini (LH m FSH) nadzorujejo kompleksne fizioloSke procese, povezane z reprodukcijo.
Séitniéni hormoni nadzorujejo presnovne procese in jih usklajujejo z ostalimi hormoni, ki
sodelyjejo pri apetitu in regulaciji presnove in telesne teze. Hormoni nadledvicne Zleze
nadzoryjejo razlicne fizioloske odzive na stres (Melmed s sod. 2011).

Poleg tega, da hormoni nadzorujejo vecje fizioloske funkcije, tudi usklajujejo te funkcije
med sistemi in tako urejajo ravnotezje hormonov (homeostazo) v telesu. Zato, da ne pride
do nepravilnosti delovanja endokrinega sistema, hormoni nadzorujejo tudi svoje izloCanje

z negativno povratno zanko. Kljub kompleksnosti tega sistema pa je le-ta zelo obcutljiv na
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zunanje vplive, kot npr. prisotnost eksogenih kemikalij, ki lahko motijo njegovo delovanje

in pri mlajsih osebkih lahko celo povzro¢ijo motnje v razvoju organizma (Jason 2002).

2.2 Hormonski motilci

2.2.1 Definicija hormonskih motilcev

V literaturi so hormonski motilci definirani:

»Hormonski motilec je eksogena snov ali zmes, ki spremeni funkcijo endokrinega sistema
in zato povzroca Skodljive u¢inke na zdravje tarnega organizma, ali njegovih potomcev,
ali (sub) populacije. Potencialni hormonski motilec je eksogena snov ali zmes, katera
poseduje lastnosti, katerih pricakovani ucinki lahko vodijo do hormonske motnje v tarénem

organizmu, ali njegovih potomcev, ali (sub) populacije.« (Damstra s sod. 2002)

»Hormonski motilec je eksogeni agent, kateri posega v sintezo, sekrecijo, transport,
vezavo, akcijo ali ekskrecijo naravnih hormonov v telesu, katerega glavna naloga je

uravnavanje homeostaze, reprodukcije, razvoja in/ali vedenja.« (Crisp s sod. 1998).

»le katerakoli kemikalija, katere lastnost je da direktno ali indirektno vzajemno deluje z
endokrinim sistemom in njene posledice se kazejo kot vpliv na hormonali sistem, taréne

organe ali tkiva.« (S. Barlow s sod. 2010).

2.2.2 Viri hormonskih motilcev

Hormonski motilci so vseprisotni v okolju, v katerem najveckrat povzro¢ajo nezazelene

ucinke. Poznamo tako naravne kakor tudi smteticne, ki jih je ustvaril Clovek.

Naravni steroidni hormoni, ki jih proizvajajo tako ljudje kot Zzvali in jih z izlo¢anjem
spros¢ajo v okolle. Med najznacinejSe predstavnike naravnih steroidnih hormonov
uvrs¢amo progesteron, testosteron od katerih so najStevilénejSi predstavniki estrogeni

hormone med katere spadajo: 17B-estradiol (E2), estron (E1) in estriol (E3), ki se
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sitetizirajo v endokrinth Zlezah (ovariji in testisi), iz telesa pa se izlojo z urinom n
fecesom v okolje (Lintelmann s sod. 2003)

Sinteti¢ni steroidni hormoni, so skupina farmacevtskih izdelkov s katerimi je mozna
preprecitev ovulacije ter uporaba za terapije v menopavzi Primer sintetinih hormonov pa
sta etinilestradiol (EE2) in mestranol (MeEE2), ki sta sestavina kontracepcijskih sredstev
(Ying s sod. 2002). Med dobro poznanimi pa je tudi dietilstilbestrol (DES), ki se je v
preteklosti uporabljal za prepreCevanje splavov in prezgodnjega rojstva (Bergman s sod.
2012).

Fitoestrogeni, so naravni proizvodi rastlin z estrogensko aktivnostjo, mednje Stejemo tudi
proizvode gliv z estrogenskim delovanjem mikoestrogeni (Lintelmann s sod. 2003).
Poliaromatske spojine, so industrijsko sintetizirane organske spojine iz skupine cikli¢nih
oglikkovodikov. So med najbolj toksinimi in nevarnimi spojinami, ki jih je ustvaril
Clovek. Mednje spadajo: PCB (poliklorirani bifenili), ki so uporabljeni kot sredstva za
termoizolacijo, mazivna sredstva (hidravljicna olja, ...), aditivi za plastine mase, dodatki
za impregnacijo, ... ; PAH (policklini aromatski ogljkovodiki) nastajajo kot stranski
produkt pri nepopolnem izgorevanju (Lintelmann s sod. 2003).

Fitofarmacevtska sredstva (FFS), so obsezna skupina biolosko aktivnih snovi namenjena
unicevanju  Skodljivcev na obdelovalnih powvrSinah (DDT, insekticidi, herbicidi, ...)
(Lintelmann s sod. 2003).

Organske Kkisikove spojine, mednje spadajo bisfenoli in ostale snovi, ki se dodajajo
plastiki in dioksine prisotne v smolah, plastiki in belilih (Lintelmann s sod. 2003).
Povisinsko aktivne snovi, to so skupina kemikalij, ki se pretezno uporablja v proizvodnji
detergentov npr. alkilfenol etoksilati (APnEQO), predvsem nonilfenolne in oktilfenolne
spojine (Lintelmann s sod. 2003).

Aditivi, so kemine snovi, katere dodajamo zvilom z namenom konzerviranja,
zgoSCevanja, ojacevanja Okusa, izboljsane arome in izgleda. V dana$nji industriji hrane in
pija¢ so nepogresljivi Na vsaki embalazi so v seznamu sestavin navedeni z imenom ali s
kratico, ki se zacne s ¢rko E in trimestnim Stevilom. Seznam odobrenih aditivov, ki se
lahko dodajajo zvilom je opredelien s Prilogo II (Uredba (ES) st. 1333/2008, z dne 16.
decembra 2008, str. 16).
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2.2.3 Delovanje hormonskih motilcev

Mehanizmi delovanja hormonskih motilcev so razlicni. Lahko se veZejo neposredno na
hormonske receptorje ali pa na njih posredno wplivajo in tako spremenijo
lastnosti/delovanja na razliénih ravneh.

Nekateri od hormonskih motilcev oponasajo hormon tako, da se vezejo na njegov receptor
in aktivirajo isti ali mocnejSi odziv kakor naravni hormon, ali lahko spodbujajo
proizvodnjo ve¢ hormonskih receptorjev. Ta wrsta snovi povzroCa agonisticno delovanje
tako, da ojaci u¢inke endogenih hormonov (Jason 2002).

Po drugi strani pa je posledica antagonisticnega delovanja zaviranje oz zmanj$ano
delovanje receptorja s Cimer je prepreceno delovanje naravnega hormona. Te spojine se
vezejo na receptor in sprozjo SibkejSi ucinek kot naravno prisoten hormon ali nimajo
nobenega biokemi¢nega uc¢inka, vendar preprecujejo hormonsko delovanje preprosto tako,
da zasedajo mesto ustreznega hormona na tem receptorju (Sumpter 2008). Vezava na
receptor lahko poteka kot kompeticija, pri kateri naravni hormon in antagonist tekmujeta
za isto vezavno mesto na receptorju, kar lahko vodi do popolne deaktivacije receptorja;
lahko pa je vezava nekompetitivna, kjer se antagonist veze v blizino aktivnega mesta, na
alostericno mesto receptorja, kar povzroci pocasnejSe delovanja receptorja.

Doloc¢eni hormonski motilci se veZejo na prenasalno beljakovino s ¢imer se zmanjsa
razpoloZljivost teh proteinov za transport hormonov skozi krvni obtok. Drugi spreminjajo
raven endogenih hormonov, tako da pospeSujejo njihovo razgradnjo in odstranitev ali
inaktivirajo encime, ki omogocajo njihovo razgradnjo; nekateri reagirajo neposredno s
hormoni in spremenijo njihovo strukturo ali vplivajo na njinovo sintezo (Cook s sod. 1993;
Kelce s sod. 1995).

V splosnem hormonski motilci vplivajo na delovanje hormonskega sistema in s tem na
zdravje ljudi in prosto zvecih zvali. Njihov vpliv se lahko kaze na kateri koli hormonski
sistem v organizmu; npr. hormonski sistem vpleten v razvoj osebkov, funkcije
reproduktivnin - organov, metabolne, Kkardio-vaskularne in vedenjske funkcije. Ceprav
obstaja veliko hormonov in sistemov je vecina dosedanjih studij hormonskih motilcev
pretezno  osredotoCena na  kemikalije, ki sodelujejo z estrogenskimi, androgenskimi in
S¢itniénimi hormonskimi - sistemi. Novejse studije kazejo, da lahko okoljske kemikalije

motijo tudi druge endokrine sisteme (Casals-Casas in Desvergne 2011).
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2.2.4 Hormonski motilci estrogenskega in androgenskega hormonskega sistema

Razvoj in funkcija reproduktivnega sistema je odvisna od koncentracije in ravnovesja
hormonov. Anomalije so lahko posledica modulacije koncentracij estrogenih, androgenih
in §¢itni¢nih hormonov.

Prvi dokaz potencialnih uc¢inkov endokrinih motilcev prihaja iz posledic uporabe umetnih
hormonov, kot npr. dietilstibestrola (DES). Vidne posledice uéinkov teh hormonskih
motilcev je spodbudilo raziskovalce, da so v zadnjem desetletju opravili steviine Studije na
prostozivecih zivalih in raziskave na laboratorijskih zvalih, ki so pokazale Siroko paleto
u¢inkov endokrinth motilcev na reproduktivno zdravje. Rezultati teh raziskav so danes
nyno izhodis¢e za obravnavo posledic motenj reproduktivnega sistema pri ljudeh
(Voulvoulis in Scrimshaw 2003).

Zgodnja opozarjanja na neZelene ucinke kemikalj so se zaCele z izjavo multidisciplinarne
skupine znanstvenikov leta 1991, v Kkateri so obravnavali dokaze o hormonskih motnjah
povzrocenih s strani kemikalij prisotnh v okolju. V svojem dokumentu so povzel
naslednje uCinke hormonskih motilcev na zdravje reproduktivnega sistema prostozivecih
zivali: »zmanjSana plodnost ptic, rib, Skolik in sesalcev; zmanjSano izleganje ptic, rib in
zelv; prirojene deformacije ptic, rib in Zelv; presnovne motnje ptic, rib in sesalcev;
vedenjske motnje pri pticah; demaskulinizacija in feminizacija rib, ptic in sesalcev
moskega spola; defeminizacija in maskulinizacija rib in ptic zenskega spola.« (Colborn,
1996).

Povzetek nekaterih raziskav o wvplivu hormonskin motilcev na reproduktivni = sistem
prostozivecih zvali (podgana, mis, aligator) (WHO 2012):
Dietilstilbestrol
e Moski reproduktivni sistem: zviSane vrednosti gonadotropina (Yamamoto s sod.
2003); epididimalne ciste, sterilnost in kriptohorizem (McLachlan 1977)
e Zenski reproduktivni sistem: zmanjSanje reproduktivne kapacitete (McLachlan
1977); povecanje teze maternice (Lewis s sod. 2003).
Tributilkositer

e Moski reproduktivni sistem: povecanje anogenitalne razdalje (Adeeko s sod. 2003).
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e Zenski reproduktivni sistem: zmanj$anje Stevila zarodnih celic v fetalih jajénikih

(Kishta s sod. 2007).
Fitoestrogeni (Genistein, Daidzein)

e Moski reproduktivni Sistem: znizanje koncentracije plazemskega testosterona (Pan
s sod. 2008); povecanje mase testisov (Fisher s sod. 1999).

e Zenski reproduktivni sistem: histopatoloske spremembe v jajénikih in maternici,
nereden mestrualni ciklus (Nagao s sod. 2001); povecanje mase maternice (Lewis s
sod. 2003).

Alkil fenol etoksilati (p-tert-oktilfenol, p-nonilfenol)

e Moski reproduktivni sistem: poveCanje mase testisov, redukcija epitelijske viSine
eferentnih vodov (Fisher s sod. 1999).

o Zenski reproduktivni sistem: nereden mestrualni ciklus (Katsuda s sod. 2000;
Pocock s sod. 2002); trajajo¢ estrus (Katsuda s sod. 2000); zmanjSanje mase
jajénikov (Pocock s sod. 2002).

Ftalatni estri (DEHP, BBP, DINP, DBP)

e Moski reproduktivni sistem: zmanjSana plodnost (Wolf s sod. 1999); znizanje ravni
serumskega testosterona (Andrade s sod. 2006).

e Zenski reproduktivni sistem: nepravinosti maternice in zmanjSana plodnost (WOoIf
s sod. 1999).

Klorirani pesticidi (DDE)

e Moski reproduktivni sistem: zmanjSanje anogenitalne razdalje (Kelce s sod. 1995;
You s sod. 1998); neobicajno majhen penis (Guillette s sod. 1994).

e Zenski reproduktivni  sistem: zviSanje vrednosti  plazemskega  estradiola,
nenormalna morfologja jajénikov z velkim Stevilom poliovularnih foliklov n
policiklicnih jajénih celic (Guillette ssod. 1994).

Dioksini

e Moski reproduktivni sistem: zmanjSana dnevna produkcija sperme (Mably s sod.
1992).

e Zenski reproduktivni sistem: zmanjSana plodnost, reducirana masa maternice,

vaginalna nit (Gray in Ostby 1995).
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Poliklorirani bifenili (PCBji; PCB 77, 118, 126, 132, 169)

e Moski reproduktivni sistem: poveCanje mase testisov, zmanjSana anogenitalna
razdalja (Fagi s sod. 1998); povecanje anogenitalne razdalje (Kuriyama in Chahoud
2004).

e Zenski reproduktivni sistem: vaginalna nit (Wolf s sod. 1999); Gasovno zadrzano
odpiranje noznice (Faqgi s sod. 1998).

Dikarboksimidni fungicidi (Vinklozolin, Procimidon)

e Moski reproduktivni sistem: povecano Stevilo apoptotskih zarodnih celic v testisih
(Cowin s sod. 2010); nenormalna morfologija semenskih tubulov (Elzeinova s sod.
2008; Gray s sod. 1994).

Herbicidi (Linuron)

e Moski reproduktivni sistem: zadrzan razvoj bradavic, zmanjSanje teZe testisov,

reducirano $tevilo spermatid, zmanjSana anogenitalna razdalja (WOolf s sod. 1999).
Svinec

e Moski reproduktivni sistem: poveCanje mase prostate (McGivern s sod. 1991);
zmanjSanje mase testisov (Ronis s sod. 1996).

e Zenski reproduktivni sistem: motnje menstrualnega ciklusa (Ronis s sod. 1996);
nepravilen vzorec sproscanja gonadotropinov, daljSa in neredna obdobja diestrusa
(McGivern ssod. 1991).

Kadmij

e Moski reproduktivni sistem: poveCanje premera semenskih tubulov, dela ali
celotna evakuacija semenskih tubulov (Toman s sod. 2002); zmanjSanje v koli¢ine
izhodne sperme (Foote 1999).

e Zenski reproduktivni sistem: predhodni pojav odpiranja vaginalne odprtine
(Johnson s sod. 2003); teznja k zapoznelemu odpiranju vaginalne odprtine (Ishitobi
in Watanabe 2005).

Mangan

e Moski reproduktivni sistem: zviSanje vrednosti serumskega gonadotropina in
zviSanje vrednosti serumskega testosterona (Lee s sod. 2006).

e Zenski reproduktivni sistem: zviSanje vrednosti serumskega estradiola in zviSanje

vrednosti serumskega gonadotropina (Pine s sod. 2005).
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2.2.5 Sinergisticna modulacija estrogenske in androgenske aktivnosti zmesi
onesnaZzeval

Sinteticni  hormonski motilci se razlikujejo v ucinkovitosti in stopnji izpostavljenosti, ki je
potrebna za povzroitev Skodljivega ucinka. Zakonodaja sicer predvideva regulacijo
njlhovega spus€anja v okolje na individualni ravni, tako da morajo biti koncentracije
izpusCenih snovi v okolije v mejah, ki ne povzroajo tveganje za zdravje ljudi in okolja.
Zaskrbljujo¢e pri tem pa je, da niso upoStevani ucinki kroni¢ne izpostavijenosti nizkimi
koncentracijam hormonskih motilcev (Colborn s sod. 1993). Poleg tega se te snovi v
okolju ne pojavljajo posamitno, ampak v razlicnih kombinacijah in lahko medsebojno
delujejo sinergisticno. V nekaterin eksperimentalnin sistemih, se je kombinacija celo dveh
Sibkih spojin izkazala za ve¢ kot 1000-krat ucinkovitejSa v primerjavi z ucinkom

posamezne spojine (Arnold s sod. 1996).

Kortenkamp (2007) se je v c¢lanku posvetil pregledu kombiniranih efektov kemikalij s
hormonsko aktivnostjo, ki spadajo v isto skupino (npr. estrogeni, androgeni,...itd). Zelo
malo je znanega 0 kombiniranih u¢inkih kemikalij, katere spadajo v razlicne skupine. V ta
namen je podal predlog za razwstitev kemikalij v razrede s primerljivimi lastnostmi in
Skodljivimi ucinki na organizem. S kombinacijo razlicnih kemikalij uvrS¢enih v iste
skupine, je z analizo dobljenih rezultatov ugotovil, da za sproztev endokrine motnje Vv
meSanici ne potrebujemo enakih kolicin potrebnih, da kemikalija samostojno izzove
Skodljiv u¢inek. Za sproztev Skodljivega ucinka meSanice endokrino aktivnih kemikalij so
potrebne manjSe koli¢ine posamezne kemikalije, saj se endokrina motnja ene kemikalije

lahko inducira s pomoc¢jo prisotnosti ene ali ve¢ drugih kemikalij v meSanici.

2.3 Vrednotenje hormonskih motilcev v zivilih in okolju

2.3.1 Kiriteriji za identifikacijo hormonskih motilcev

Kriteriji za identifikacijo hormonskih motilcev morajo definirati znanstvena merila, ki jih
je potrebno uporabiti, da lahko doloCeno snov identificramo kot hormonski motiec in
definirati Skodljive ucinke specifiéne za endokrini sistem ter podati razlke od endokrine
modulacije (EFSA 2013).
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Znanstvena merila, ki dolo¢ajo hormonske motilce so (EFSA 2013):
- Prisotnost endokrine aktivnosti in Skodljivega ucinka v tarCnem organizmu ali
njegovih subpopulacijah,
- relativni odziv v primerjavi s kontrolo/ in vzorcem brez prisotnosti hormonsko
aktivnih snovi,
- verjetna ali dokazana vzro¢na zveza med endokrino aktivnostjo in Skodljivim

uéinkom.

Skodljivi uéinki specifiéni za endokrini sistem (EFSA 2013):
- na reprodukcijo,
- rastin

- razvoj.

Skodljive u¢inke je potrebno opazovati v »nedotaknjenih« prvotnih organizmih na katerih
niso bili opravljeni nobeni posegi. Iz tega stalis¢a je potrebno poudariti, da je pomembnost
teh testov za netaréne populacije zelo velika. Posebno pozornost je potrebno pri tovrstnih
testh kot tudi pri konCnih rezultatih posvetiti posledicam, katere so klju¢nega pomena in
imajo velk vpliv na razmnoZevanje in stabilnost populacii. Endokrini sistem zagotavija
ohranjanje homeostaze preko mehanizmov povratnin informacij, ki se sprozijo v primeru
razli¢cnih  endokrinh modulacij ali motenj. V primeru da je endokrina modulacija
povzroCena s strani Skodljive snovi zaCasna ali v mejah pri v katerih so homeostatski
mehanizmi Se sposobni/zmozni uravnavanja, ucinek imenujemo »endokrina modulacija«.
V nasprotnem primeru ko mehanizmi, induciranin sprememb niso sposobni uravnati je
potrebno slednje obravnavati kot Skodljive ucinke na hormonski sistem. Kratkotrajne oz
zaCasne modulacije na katere se obiCajno odrasel organizem lahko prilagodi, pa lahko
povzro€ijo trajne spremembe Vv razvoju ali Se ne razvitih homeostatskih mehanizmih

mlajsih osebkov (WHO 2012).

Homeostatski  mehanizmi  uravnavajo delovanje organizma in s tem zagotavijajo
homeostazo, vendar je za ve¢ino toksikoloskih procesov znano, da obstaja meja pod katero

velja, da ne bo induciranja pomembnega bioloskega procesa (Dybing s sod. 2002). Zato
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velja, da za dolocitev mejne vrednosti, Ki predstavlja koli¢ino kemikalije potrebne za
sprozitev Skodljivega ucinka ne moremo uporabiti eksperimentalnin pristopov. Omenjeni
pristopi s pomo¢jo Kkaterih analiztamo ucinke kemikalij/snovi posedujejo detekcijske
omejitve, Ki posledicno rezultirajo v nejasnih mejnih vrednostih ¢e le te obstajajo
(Kortenkamp s sod. 2011). Skodliiva snov mora kljub prisotnosti homeostatskih
mehanizmov doseCi in prese¢i mejne vrednosti, katere ji omogocijo sproztev S$kodljivih
ucinkov v tarénem organizmu. Na podlagi omenjenih pogojev kateri morajo biti izpolnjeni,

lahko kemikalijo ovrednotimo kot hormonski motilec (Dybing s sod. 2002).

2.3.2 RazpoloZljivost in primernost preskusnih metod za identifikacijo in
karakterizacijo ucinkov hormonskih motilcev

Leta 1998 je OECD (ang. Organisation for Economic Co-operation and Development)
pricela z izvajanjem programa namenjenega reviziji obstojeCih in razvoju novih metod za
identifikacijo in karakterizacijo hormonskih motiicev (OECD 2012). Ustvarili so
shematske sezname standardiziranth metod, ter jim dodali pripadajo¢a navodila katera je
potrebno upoStevati pri izvedbi preskusov. Navodila prav tako vsebujejo predloge s
pomocjo katerih lahko ovrednotimo hormonsko motnjo preiskovane kemikalije (EFSA
2013).

Nadzomi odbor OECD dolo¢a in potrjuje preskusne metode, ter podaja smernice za njihov
nadaljnji razvoj in izboljSave. Vse standardizirane metode so s podpisom dokumenta o
soglasju sprejete s strani drzav ¢lanic OECD (EFSA 2013).

Ker je na voljo zelo Sirok spekter testnih metod s katerimi je mogoce indeficirati in
karakterizirati HM (Keith s sod. 2000), je pomembna izbira primerne metode kakor tudi
njeno vrednotenje po opravijenih analizah. V ta namen si moramo postaviti jasne cilje,
kateri vkljuCujejo pet pomembnih vprasanj (EFSA 2013):

e Kaksen je na$ namen analiz, ki jih bomo uporabili,

e kaj zelimo determinirati,

o ali je metoda/model veljaven,

e ali so vse nformacije zdruzene in ali je bila izvedba testov pravilna (npr.: Al je

prislo do kaksnih nepravilnostih pri izvedbi metode?),
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e je bila izbrana metoda pravilna.

2.3.3 Biotesti in vivo

So testi pri katerin je tretiran celoten Zvalski osebek. To je lahko test pri katerem je

tretiran individualen osebek ali test v katerega so vkljuene prostoziveCe populacije Zival

(WHO 2012).

Biotesti in vivo so kljuénega pomena, saj je v testiranje vkljuCen celoten organizem.
Predlagano je, da se za popolno razumevanje, multigeneracijske reprodukcijske Studije
slednji izvajajo skupaj z drugimi toksikoloSkimi testi S pomocjo teh testov lahko
dokazemo in napovemo Skodljive ucinke na primeru zivih organizmov (O'Connor s sod.
1998).

Dva najbolj Siroko uporabljena testa za identifikacijo Oestrogenov sta maternicni test v
glodalcih (OECD TG 440) in vaginalni test v samicah glodalcev (Dorfman in Dorfman
1954). Ucinke hormonskih motilcev pri maternicnem testu v glodalcih (OECD TG 440)
ovrednotimo s spremembo mase maternice pri nezrelih ali ovariektomiziranin samicah
glodalcev (odziv organa, da zmanjSa uCinek endogenih substanc). Test poteka 3-4 dni.
Materniéni test v samicah glodalcev (OECD TG 440) s pomo¢jo katerega detektiramo
spremembe v histologiji in vaginalnem epiteliju, ki se pojavijo ob prisotnosti hormonskih
motilcev (Martin in Claringbold 1960).

Med kratkoro¢ne teste za identifikacijo hormonskih motilcev se uvrs¢a tudi test, namenjen
preiskovanju  reproduktivnih  u¢inkov HM v samicah glodalcev in se imenuje
Hershbergerjev test (Hershberger s sod. 1953). Z njegovo pomocjo detektiramo sposobnost
HM, da sproz agonistiCni ali antagonisticni uéinek na androgenem receptorji in se izvaja v
kastriranih podganah, kjer dobimo rezultate na podlagi meritev, ki se kazejo v povecanju

teze ventralne prostate in semmnalnih vezklov.

OECD TG 234 je akutna metoda, ki temelji na doloCanju vitelogenina v krvi mladih rib in

samcev wrste Danio rerio. Izpostavljenost odraslih zebric (EE2) pri koli¢ini 5ng/l izzove
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vitelogenezo v  izpostavljenin samcih  (Petersen s sod. 2000). VTG je welik
fosfoglikoprotein z vsebnostjo kalcija katerega lastnosti so pri slednjem testu uporabljene
za posredno kvantifikacijo proteina v plazmi rib. Zaradi zelo nizkin vrednosti, ki so
potrebne da se izzove vitelogeneza je potrebno za dosego nizke meje detekcije uporabiti
bolj obcutljivejSe metode kot so RIA in ELISA (Andersen 2000).

Preglednica 1: Dostopni in vivo testi za identifikacijo hormonskih motilcev s strani OECD (ang.

Organisation for economic Co - operation and development) (Committee in Testing 2012).

Identifikacijska Poimenovanje metode Leto

$tevilka metode sprejetja
(TG) metode

440 Materni¢ni biotest v glodalcih: Akutni pregledni preskus 2007

oestrogenskih lastnosti

407 28-dnevna oralna Studija toksi¢nosti v glodalcih 2008
211 Preskus razmnozevanja vrste Daphnia Magna 2008
441 Hershbergerjev biotest v podganah: Akutni pregledni 2009

preskus (anti) androgenih lastnosti

229 Akutni preskus razmnozevanja rib 2009
230 21-dnevni preskus na ribah: Akutni preskus za pregled 2009
oestrogenskih in androgenskih aktivnosti in inhibicije
aromataze
231 Preskus metamorfoze dvozivk 2009

234 Preskus spolnega razvoja rib 2011
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2.3.4 Biotesti in vitro

Ena glavnin prednosti in vitro testov je, da so dobljeni rezultati v veéini primerov zelo
natanéni in dobro definirani Navkljub dobrim karakterizacijskim in identifikacijskim
lastnostim in vivo testov pa je potrebno poleg njih izvesti tudi in vitro teste, saj morajo biti
izvedeni obe metodi, preden preiskovano snov lahko razglasimo kot hormonski motilec
(Beresford s sod. 2000).

»Biotesti in vitro so testi pri Kkaterih ni uporabljen celoten organizem. Sistemi Kkateri so
uporabljeni lahko vkljuCyjejo celiCne linije ali subcelicne preparate, kateri so pridoblieni iz
netretiranih organizmov.« (WHO 2012). So metode katere izvajamo v laboratoriju in na
katere imajo vpliv samo laboratorijski pogoji. Med in vitro metode uvrs¢amo teste, ki
vkljuCujejo pomnozevanje celic, kompetitivno vezavo ligandov in testi kateri temeljjo na

ekspresiji genov.

Testi s kompetitivno vezavo ligandov temeljijo na primarnem nadinu delovanja
estrogenov in ksenoestrogenov katerin primarna lastnost je, da se veZejo na estrogenski
receptor (ER). Na ER so vezani radioaktivno oznaCeni estrogeni S katerimi tisti v vzorcu
tekmujejo za vezavna mesta. Po primerjavi vzorcev s kontrolo, ki najveckrat vsebuje 17p-
estradiol lahko Kkvantificiramo prisotne estrogene v vzorcu. Slabost, ki jo poseduje
omenjeni test in je v primeru hormonskih motilcev zelo pomembna je, da ne razlikuje med
agonisticnim in antagonisticnim vplivom spojin ki jih analiziiamo (de Mes 2007; Shelby s
sod. 1996).

Testi pomnoZevanja celic oz. »E-screen«, tovrstne metode temeljijo na predpostavki, da
pride do pomnozevanja cloveskih celiénih linij, ko so le-te izpostavljene hormonskemu
motilcu z estrogensko aktivnostjo. Najveckrat uporabljene celicne lnjje za doloCanje
estrogenskin aktivnosti so MCF-7 ali T47-D. Obe celi¢ni linji sta pridobljeni iz rakavih
celic pri Cloveku (Soto s sod. 1995; Zacharewski 1997).

Test ER-Calux, metoda vkljucuje gensko spremenjene celice raka dojke (T47D) v katerih

jedro je vkljucena rekombinantna DNA. Ob prisotnosti estrogenov pride do aktivacije
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receptorja in posledino vezave kompleksa ligand-receptor na promotorsko regijo, ki se
nahaja na stabilno integriranem luziferaznem genu. Protein luciferaza se nato inducira in je
lahko enostavno merjen s pomocjo lize celice. Po dodatku substrata luciferin potece
reakcija z luciferazo, katere reakcijo zaznamo kot spremembo intenzitete svetlobe, ki jo
izmerimo s pomocjo spektrofotometra (Legler 2002). Drugi pogosto uporabljen test, Ki

vkljuCuyje gensko spremenjene kvasovke Saccharomyces cerevisiae, je YES test.

YES test ( ang, Yeast estrogen screen) je test katerega namen je identifikacija spojin oz.
snovi, katere lahko reagirajo z humanim estrogenskim receptorjem (hER). Razvili so ga na
Oddelku za genetiko v Glaxo (UK) pod vodstvom profesorja John P. Sumpterja in sicer
leta 1996. Zasnova testa je temeljila na dejstvu, da normalne celice kvasovk ne vsebujejo
nobenih estrogenskih receptorjev, zato so DNA sekvenco hER wvstavili v primarni
kromosom kvasovke Saccharomyces cerevisiae BJ 1991. Poleg zgoraj omenjenega
humanega endokrinega receptorja pa celice vsebujejo tudi ekspresijski plazmid, ki nosi
zapis za reporterski gen lacZ, kateri kodira encim p-galaktozidazo, ki je pomemben pri
razgradnji disaharida laktoze na glukozo in galaktozo (Sele te dva monosaharida se lahko
absorbirata). Primarna uporaba encima p-galaktozidaza, pa je merjenje receptorske
aktivnosti.V sistemu je hER izrazen v obliki, ki dopus¢a da se le-ta veZe na estrogen-
odzivni element (ang. estrogen-responsive sequences; ERE). Te se nahajajo znotraj
sekvence mocCnega promotorja, lociranega na ekspresijskem plazmidu. Po vezavi aktivnega
liganda, ERE reagira z transkripcijskim faktorjem in  drugimi transkripcijskimi
komponentami , da se lahko modulira transkripcija gena (Katzenellenbogen in sod., 1993).
To povzroci ekspresijo reporterskega gena lac-Z in proizvedeni encim (f-galaktozidaza) se
sprosti na medij, kjer pride do pretvorbe kromogenega substrata chlorphenol red-p-D-
galactopyranosidase (CPRG) iz obiajne rumene v rdeco bravo, kateri lahko izmerimo

absorbanco pri valovni dolzini 540 nm (Routledge in Sumpter 1996).

2.4 Metode za kvantifikacijo hormonskih motilcev

Analize za identifkacijo hormonskih motilcev predstavljajo ‘“analiticen izziv’, saj Mmorajo

biti zaradi veliko razlicnih spojin in zelo majhne vsebnosti v okoljskih vzorcih ter zelo



Kralj M. Estrogenska in androgenska aktivnost onesnazeval v zvilih in okolju.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2015 18

nizke detekcijske vrednosti potrebne za identifikacijo (manj kot 1 ng/l vzorca), analitiCne
metode visoko obcutljive in morajo imeti dobro detekcijsko sposobnost (Alda in Barceld
2001).

V danasnjem casu so se potrebe po testh s tovrstnimi lastnostmi zelo povecale in tovrstna
potreba se bo samo stopnjevala. Po odvzemu vzorca oz snovi bodisi Zivila ali npr. vzorca
vode je potrebno sam vzorec prvotno skoncentrirati z uporabo izbrane fizikalne metode in
Sele nato sledi izbira primerne kemijske metode s pomocjo katere identificiramo in
kvantificiramo spojine in/ali zmesi, katerih lastnosti jim omogocajo estrogensko ali
androgensko aktivnost.

Velik izziv pa predstavljajo testi z vidika samih snovi, katerin analize opravljamo, saj
nekatere snovi medsebojno reagirajo in tako lahko popolnoma spremenijo lastnosti zmesi.
V takemu primeru je kljuénega pomena, da analizo opravljamo na celokupnem vzorcu, Saj
bomo ravno s takim pristopom dosegli Zeleni rezultat.  Towrstni testi nam kasneje
pripomorejo k upravljanju in postavljanju priporocenih odmerkov posamezne snovi,
kateremu je lahko organizem izpostavljen oz. koli¢ino, ki je Se sprejemljiva da jo dodamo

zivilu n ki je zaradi tako namernih in nenamernih izpustov prisotna v okolju.

Ker so hormonska onsenaZevala vseprisotna v okolju, tako v celinskih, pitnih in odpadnih
vodah, zraku in tleh v koli¢nah ng/L ali pg/L je pri takih vzorcih potrebno predhodno
koncentriranje. V veCini primerov si pri tem postopku pomagamo z ekstrakcijo na trdni

fazi (ang. solid phase extraction; SPE) (De Mes s sod. 2005).

V prvi fazi ko izbiramo metodo najprej uporabimo ustrezno fizikalno metodo, kasneje pa v
drugi fazi z ustrezno kemijsko analizo identificiramo in kvantificiramo estrogensko aktivno
spojino. Ni pomembno samo poznavanje spojin, Ki jih vsebuje odpadna, pitna voda, zrak,
zemlja, hrana saj nam le-te informacije ne podajo odgovora o Skodljivih ucinkih na

organizme zaradi nepoznavanja dostopnosti teh spojin (Wharfe 2004).

Najpogosteje uporablijene metode za kvantifikacijo hormonskih motilcev (izbira analize
odvisna od cilinih spojin) so GC/MS, HPLC/MS, LC/UV in GC/tandemska masna
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spektrometrija. Seveda pa se ne moremo izogniti dejstvu, da vsaka od nasStetih analiz
zahteva dolo¢eno koli¢ino zacetnega kapitala in Cas za osebni trening, ki je kljunega
pomena da analize opravimo uinkovito in hitro. Kasheje nam to prinese prepotrebne

izkusnje in odlicne kvantitativne informacije (Chang s sod. 2009).

2.4.1 Vzorcenje in shranjevanje vzorcev

Postopek kvantifikacije motilcev se za¢ne z odvzemom vzorca in izbrano metodo za
shranjevanje ter transport vzorcev do laboratorija. Vecina vzorce shranjuje v kozarCke iz
rjave steklovine brez predhodne ekstrakcije medtem, ko se nekateri posluzujejo ekstrakcije
na trdni fazi zZe na mestu odvzema vzorca ter si s tem prihranijo veliko Casa. Ko je
vzoréenje konCano, je kot konzervans najveckrat uporablen 1% formaldehid in po
konfanem konzerviranju, ki ga opravimo tako da na povrSino vzorca nalijemo konzervans
ter nato vzorce zmrznemo in s tem prepreCimo izgube snovi katere Zelimo kolicinsko

dolo¢iti.

2.4.2 Kromatografske metode

Med kromatografske metode katere so uporabljene za detekcijo hormonskih motilcev, sta
najveCkrat uporabljeni tekoCinska kromatografija (ang. liquid chromatography — LC),
plinska kromatografija (ang. gas chromatography — GC) in visokotlatna tekocinska
kromatografija (HPLC).

2.4.3 Plinska kromatografija

Pri plinski kromatografiji princip temelji na loCitvi snovi iz meSanice na porazdelitvi
mobilno — plinasto fazo in tekoCo 0z. stacionarno (trdno) fazo, ki je lahko adsorbirana na
stene kolone ali pa je adsorbirana na inertne nosilce daknadno vnesene v kolono. Ta tip
kromatografije je namenjen loCevanju plinov in visoko hlapnih tekoc¢in, katere se pred
neposrednim vstopom v kolono uplinijo v injektorju. Elucija poteka s tokom inertne
plinske mobilne faze skozi adsorbirano stacionarno fazo. Locitev snovi iz meSanice poteka

v koloni, medtem ko detekcija v detektorju.
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V nasprotju z drugimi vrstami kromatografije tu ne pride do interakcije med mobilno fazo
in preucevano snovjo; glavna funkcija mobine faze pri slednji kromatografiji je transport

preucevane spojine skoz kolono (Skoog in West 1980).

2.4.4 Tekocinska kromatografija

Kot pri ostalih kromatografskih metodah se tudi pri tekoCinski kromatografiji posamezne
komponente v vzorcu lo€ijo s porazdeljevanjem med dve faz, stacionarno in mobino fazo.
Mobilna faza pronica skozi stacionarno fazo, katera je nanesena v koloni. Mobilna faza pri
tekoc¢inski kromatografiji je tekoCina nizke viskoznosti, stacionarna faza pa je iz poroznih
mikrodelcev z razlicno sestavo. NajveCkrat pa se za stacionarno fazo uporablja silka gel,

porozni grafit, porozni organski polimeri,...

2.4.5 Visokotlacna tekocinska kromatografija (HPLCM)

Pri visokotla¢ni teko¢mnski kromatografiji preko kolone s pritiskom okoli 100 atmosfer
¢rpamo mobino fazo. Kolone so poljene z razlicnimi polili, premer delcev pa je
obicajno okoli um. Majhen premer delcev pa je odgovoren, da ima ta tip kromatografije
visoko resolucijo. Histrosti analize so wvelike, saj so zaradi visokega pritiska pretoka

mobilne faze v obmoc¢ju ml/min.

2.4.6 Masna spektrometrija

Kot detekcijska metoda za hormonske motilce pa je najveCkrat uporabliena masna
spektrometrija (MS). Metoda nam omogoca dolo¢itev strukture molekul, izmerimo njihovo
molekulsko maso in opredelitev molekulske formule. Ta metoda je predvsem uporabna za
detekcijo hormonskih motilcev, saj je zelo obcutljiva analizna metoda katera nam omogoca

Zaznavo vsebnosti spojine v obmocju ng do pg.
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2.4.7 Imunoloske metode

Imunoloske metode katere se v vecini primerov uporabljajo za kvantifikacijo HM so RIA
(ang. radioimmunoassay) in ELISA (enzyme-linked ummunosorbent assay), med katerimi
je slednja najveckrat uporabliena za kvantifikacijo pesticidov in v okolju prisotnih
onesnazeval (Meulenberg s sod. 1995).

Metode delujejo na principu vezave dolocenega antigena (estrogen) na ustrezna protitelesa
beljakovinskega izvora, katera so pritrjena na stene luknjic mikrotiterske plosce. Doloc¢eni
antigen se veze na oznaCevalec v primeru ELISA testa medtem, ko je pri RIA testu antigen
oznacen z radioizotopom. Protitelesa so proizvedena s strani imunskega sistema Kateri
sprozi proces imenovan imunski odziv ob vdoru Skodljivih snovi v organizem. Lahko pa se
protitelesa tvorjo iz celicne kulture medija. Po zakljucku ELISA testa dodamo obarvan
substrat za encim vezan na estrogen in kvantificiramo estrogen vezan na protitelesa. Pri
RIA testu uporabimo seintilacijski Stevec s pomoéjo Kkaterega izmerimo radioaktivno

sevanje estrogena vezanega na protitelesa (Voulvoulis in Scrimshaw 2003).
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2.5 Aditivi v zivilih

Hiter Zvljenjski tempo in predvsem hitra rast svetovnega prebivalstva spodbuja
pridelovalce zvil kot tudi samo zvilsko industrijo, da wuporablja vse veC barvil,
konzervansov in Se Vveliko drugih umetnih sredstev. Z dodanjanjem omenjenin aditivov
hrana ostane dlje Casa sveza, ima lepsi izgled, okus, teksturo ter zadostiti merila po

mikrobioloSko varni hrani.

Kljub informiranju javnosti ter oznakah in informacijah vsebovanih snovi v proizvodu se
nihce popolnoma ne zaveda, da snovi ki jih vsakodnevno posredno zauzijemo s hrano
lahko wvsebujejo endokrino aktivne snovi, ki lahko motijo delovanje procesov tako v

zivalskem kot tudi v ¢loveSkem telesu.

2.5.1 Propil galat (E 310)

Propil galat je propilni ester 3,4,5-trihidroksibenzojske Kkisline. Je antioksidant, katerega
lastnost je, da zavira antimikrobno aktivnost. Ze od leta 1948 se uporablja kot
antioksidativno sredstvo v kozmeticni, zvilski industriji ter v proizvodnji mascob, olja

etrov, emulzij in voskov, Kjer preprecuje njihovo oksidacijo (Becker 2007).

Preglednica 2: Tehni¢ne lastnosti Propil galata.

Molska masa 212.19928 g/mol

Molekulska formula C10H1205

Topnost pri (25 °C) Voda 0.35 ¢g/100 ml Alkohol 103 g /100 g
IUPAC poimenovanje 3,4,5 - trihidroksibenzoat

Kemijsko poimenovanje n-propil 3,4,5-trihidrobenzoat
Struktura/ izgled bel/ kremasto-bel kristalni prah
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Temperatura tali§¢a 150 °C

2.5.1.1 Proizvodnja Propil galata

Propil galat proizvajajo z esterifikacijo galne Kkisline s propanoilom pri temperaturi, ki se
giblie med 100 in 180 °C. Proizvodnja reakcije je katalizirana s strani mo¢nih kislin (npr.
zveplena kislina). Voda, ki je proizvedena med reakcijo pa je odstranjena s pomocjo
azeotropne distilacije z nereagiranim alkilnim alkoholom. Po Katalizaciji in odstranitvi
vode je produkt propil galat izoliran in ociSen s postopkom kristalizacije. Po kristalizaciji
se kristali lahko izperejo in rekristalizirajo ter se tako odstranijo ostale neéistoCe, ki so Se
prisotne v produktu. Konéni produkt se osuSi preseje in zapakira v za to namenjene
embalaze (Rebafka in Nickels 1986; Sas s sod. 2001).

1
HO 0~ CHs

HO
HO

Slika 1: Strukturna formula Propil galata. (Vir:http://www.pharmacopeia.cn/v29240/images/v29240/g-
1161.gif)

2.5.1.2 Uporaba v zivilih

Uporablja se kot antioksidant, ki prepreCuje oksidacijo mas¢ob in je dovoljen s strani
Evropske unije, katera je dolocila maksimalne dovoljene koli¢ine v Zzvilih, ki se gibljejo
med 25 n 1000 mgkg Lahko se uporablja sam, vendar se v vecini primerov uporablja
skupaj z oktil galatom, dodecil galatom, terciarnim butilhidrokinom (TBHQ) in butiliranim
hidroksianizolom (BHA). V primeru, da je uporabljen Se z slednjimi snovmi je potrebno

predhodno dolociti proporcijske kolicine za posamezen aditiv.
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V spodnji tabeli so prikazane maksimalne dovoljene koli¢me za nekatera zvila, v katerih

je uporabljen konzervans E 310 sam ali pa v kombinaciji z zgoraj navedenimi spojinami.

Preglednica 3: Maksimalne dovoljene vrednosti propil galata v nekaterih Zvilih. (Vir: Regulation (EC)
N01333/2008 of the European Parliament and of the Council on food additives. AnnexIlI)

Zivilo Omejitve Maksimalna dovoljena
koli¢ina (mg/l1 ali mg/kg)
Zvetilni gumi / 400
Zitarice za zajterk samo predkuhane 200
Zitarice

Omake / 200
Prehranski dodatki v teko¢i / 400
obliki
Prehranski dodatki v obliki / 400
sirupa ali v Zve€ljivi obliki
Predelani paradiznikovi samo dehidriran 25
proizvodi paradiznik
Predelani oreScki / 200
Juhe in raguji samo dehidrirani 200

proizvodi

2.5.1.3 Vpliv na ¢loveka mn zvali

V klinicni raziskavi, pri kateri si je odrasla oseba moskega spola mjecirala propil galat v

odmerkin 7-10 mg/kg telesne teze 6 zaporednmih dni, so po konCani raziskavi analizirali

njegov urin. Analiza urina ni pokazala nikaker$nih stranskih u¢inkov propil galata na
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ledvice, saj se ni zadrzal v telesu ampak se v celoti izloCil z urinom (Boehm in Williams
1943).

Znanstveniki iz Romunije so opravili tridnevni poskus na nezrelih podganjin samicah s
pomocjo suspenzije snovi, katere se uporabljajo kot antioksidanti in dodatki sestavinam
embalaze v kozmeticni, prehranski in farmacevtski industriji. Suspenzija je vsebovala
butiliran hidroksianizol, butiliran hidkroksitoluen i propil galat v koli¢inah 300 mgkg, 75
mg/kg in 405 mgkg telesne teZze osebkov. Vse substance so pokazale zaviralni ucinek,
vendar je propil galat edini izmed treh preiskovanih snovi povzrozl u¢inke ki so se kazali
kot obCutno zmanjSanje relativne mase maternice in jajénikov v primerjavi s kontrolo (Pop
s sod. 2013).

252 Dibutil ftalat (DBP)

Je ftalatni ester z Siroko uporabo v svetovni industriji (Grant 1986). Je Siroko uporaben v
proizvodnji plastike (PVC), razlicnih barv, lakov, medicinskih pripomockov (transfuzi),
avtomobilskih  varnostnih  stekel, pakiranja hrane, kozmetike (laki, parfumska olja) in
papirnatin  premazov. Njegova uporaba v kozmetiki (laki za lakiranje nohtov) je
prepovedana v Evropski uniji po direktivi 76/768/EEC 1976.

Preglednica 4: Tehni¢ne lastnosti Dibutil ftalata.

Molska masa 278,35 g/mol

Molekulska formula C16H2204

Topnost pri (25 °C) Voda 13 mg/L

IUPAC poimenovanije Dibutil ftalat

Kemijsko poimenovanje 1,2-benzen-dikarboksilat

Struktura/ izgled Brezbarvna do rahlo rumena tekocina z aromatiénim
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vonjem
Temperatura tali§c¢a -35°C

2.5.2.1 Proizvodnja Dibutil ftalata

Proizvajajo ga z reakcijo med ftalanhidridom in n-butanolom ob prisotnosti Zveplove
kisline kot Kkatalizatorja. PreseZzek alkohola nato rekuperirajo in reciklirajo ter di-n-butil

ftalat oCistjo s pomo¢jo vakumske destilacije ali s pomocjo aktivnega oglja.

Slika 2: Struktura formula Dibutil ftalata. (Vir: http://www.sigmaaldrich.comv/content/danvsigma-
aldrich/structure0/041/mfcd00009441.eps/_jcr_content/renditions/mfcd00009441 -mediu m.png)

2.5.2.2 Vpliv na Cloveka in zvali

DBP se uporablja kot plastifikator in v zvalsko ali ¢lovesko telo lahko pride s pomocjo
zauzite hrane, ki je bila ovita oz shranjena v plasticni embalaz, ki je vsebovala dibutil
ftalat. Po zauzitju omenjene hrane DBP preide v kri in se tako z njeno pomo¢jo prenese po
celotnem telesu organizma (Guess s sod. 1967).

Leta 2005 je bil EFS-in Znanstveni odbor za aditive za zivila, arome, pomozna tehnoloska
sredstva in materiale za stk z Zvili zaproSen, da ponovno oceni varnost di-butilftalata

(DBP), za uporabo v proizvodnji materialov za stik z zivili.
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Po pregledu literature je odbor podal mnenje o glavnih kriticnih u¢inkih n dolo¢il dopustni
dnevni vnos za ljudi (TDI). Prej, zacasni dolo¢en dopustni dnevni vnos 0,05 mg / kg
telesne teze, je temeljil na podlagi preskusa proliferacije peroksisoma v jetrin glodalcev.
Novo znanstveno soglasje nakazuje, da preskus proliferacije peroksisoma v jetrin
glodalcev ni ustrezen za oceno tveganja pri ljudeh, ker se kritiéni u¢nki DBP nanaSajo na
reprodukcijo. Zato so, kot osnovo za dolo¢itev TDI uporabili odmerek, pri katerem so se
pokazali u¢inki na razvoj moSkih in Zenskih potomcev podgan, to je LOEL 2 mgkg
telesne teze na dan in uporabili faktor negotovosti 200. Tako je novo postavljen TDI 0,01
mg / kg telesne teze (EFSA 2005).

Izpostavljenost DBP preko hrane je ocenjena le v nekaterih drzavah. V Veliki Britaniji so v
eni izmed takSnih Studij ocenili da skupme Zvil, kot so meso, jajca perutnina in mleko
prispevajo priblizno 85% vseh zauzith ftalatov s prehrano in da znaSa povprecen vnos
DBP preko teh virov 0.2 pg/kg telesne teze /dan za odraslo populacijo.

Primer raziskave migriranja DBP za posamezna zvila, kjer so znanstveniki so s pomocjo
metode E-screen preucevali razlicna pakiranja ustekleniCenih vod in ugotavljali kaks$no
estrogensko aktivnost izkazuje voda v razlicnih steklenicah. Preiskovali so kartonsko,
stekleno in PET (plasticno) embalaZo. Rezultati testa so pokazali, da najve¢jo estrogensko
aktivnost vsebuje voda usteklenicena v PET plastenkah in sicer najvi§ja vrednost je bila
5,84 EEQ o0z. 1,15 pg DBP na liter ustekleni¢ene vode (Wagner in Oehlmann 2011).

Preglednica 5: Prikaz vrednosti LCsq in LDsg, ter poti vstopa za izpostavljene organizme, ter uporabljene
koncentracije DBP (Povzeto po (Marsman 1995).

Izpostavljen organizem Nacin izpostavljenosti LCsp ali LDsg
Podgana Inhalacija 4,25 g/m®
Podgana Oralno 12g/kg
Mi§ Inhalacija 25 g/m’
Mis Oralno 9 g/kg
Mis§ Intravenozno 720 mg/kg
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Zajec Dermalno > 20 g/kg
Morski prasi¢ek Oralno 10 g/kg

2.5.3 Metilparaben (E 218)

Je metilni ester p-hidroksibenzojske kisline. Parabeni so uporablieni v ve¢ kot 22.000
kozmeticnih proizvodih (Andersen 2008). Uporablja se tako v kozmeti¢ni kot tudi v
zivilski industriji kot konzervans, ki prepreCuje mikrobno aktivnost. Lahko se uporablja
samostojno, v kombinaciji z drugimi parabeni ali v kombinaciji z ostalimi konzervansi,
med katerimi izkazuje veCje vplive hormonskih motenj (Decker Jr in Wenninger 1987;
Soni s sod. 2002).

Preglednica 6: Tehni¢ne lastnosti Metilparabena.

Molska masa 152,15 g/mol
Molekulska formula CgHgO3
Topnost pri (25 °C) 2,50/L

IUPAC poimenovanje Metil 4-hidroksibenzoat
Kemijsko poimenovanje Metil paraben
Struktura/ izgled Bel kristalicen prah

2.5.3.1 Proizvodnja parabenov

Parabene pridobimo z esterifikacijo p-hidroksibenzojske kisline z ustreznim alkoholom v

prisotnosti kisline kot katalizatorja (najveCkrat je uporabliena zveplena kislina). Kislino
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nato nevtralzicamo z natrijevim lugom. Produkt kristalizitamo s pomoc¢jo ohlajanja,
centrifugiranja, posuS$imo z vakumom, zmeljemo in na koncu Se premesamo (Andersen
2008).

OH

Slika 3: Strukturna formula Metil parabena. (Vir:
https://en.wikipedia.org/wiki/Methylparaben#/media/File:Methylparaben.svg)
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Preglednica 7: Uporaba Metil parabena v kozmeti¢nih izdelkih za leto 1981 in 2006, ter koncentracije E
218 vizdelkih za leto 1981 in 2003 (cit. po (Andersen 2008).

Izdelek Uporaba leta | Uporaba leta | Koncentracija | Koncentracija
1981 2006 leta 1981 leta 2003

gamponi za lase 364 izdelkov 381 izdelkov <01-1% 01-0,4%

Obrazni puder 186 izdelkov 282 izdelkov <01-5% 0,1-05%

OtroSki  losjoni, 13 izdelkov 33 izdelkov <01-1% 0,2-04%

olja, pudri in

kreme

Sencila za o¢i 883 613 <0,1-5% 0,15-0,5%

Rdecilo za li¢nice 274 338 <0,1-25% 0,17 - 0,6 %

Preparati za nego 556 631 <0,1-5% 0,15-0,4 %

telesa in rok

Podlage za licila 419 189 <0,1-1% 0,1-0,3%

Preglednica 8: Uporabljene in maksimalne dovoljene koli¢ine Metil parabena v Zvilih (Soni s sod. 2002).

Izdelek Obicajno uporabljena | Maksimalna dovoljena
koli¢ina koli¢ina
Mehki bonboni 0,00 ppm 0,001 ppm
Predelana zelenjava 1,00 ppm 1,00 ppm
Pecivo 0,99 ppm 0,99 ppm
Nadomestki sladkorja 0,50 ppm 0,50 ppm
Mesni izdelki 0,00 ppm 0,00 ppm
Brezalkoholne pijace 0,00 ppm 0,01 ppm
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Liao s sod. (2013) so analizirali 267 razlicni zivil v ZDA iz skupin pija¢, mas¢ob i olj, rib
in lupinarjev, Zztaric, mesa, sadja in zelenjave. Preiskovali so wvsebnost parabenov v
omenjenth zvilih in rezultati so pokazali da je najviSja vsebnost parabenov v Ztaricah in

sicer 10 ng/g medtem ko je najnizja vsebnost v mascobah i oljih in sicer 0,8 ng/g.

2.5.3.2 Vpliv na Cloveka in zvali

Metil paraben preide v organizem skozi kozo ali se absorbira v prebavnem traktu. Po
absorbciji se v telesu hidrolizira v p-hidroksibenzojsko Kkislino, katero se konjugira in
konjugati se v celoti izlo€ijo iz telesa preko urina. Dosedanje Studije metil parabena niso
pokazale nikakrSnega zadrzevanja v izpostavljenih organizmih in nikakrSnih kancerogenih
lastnosti (Soni s sod. 2002).

2.5.4 Butiliran hidroksianizol (BHA, E 320)

BHA (E 320) je sinteticni antioksidant, ki sestoji iz dveh organskih izomerov. Uporablja se
kot antioksidant ali kot konzervans v hrani, hrani za Zzvali, kozmetki, proizvodnji
pakiranja hrane in gum, petrolejevih produktih in tudi v medicini, medtem ko uporaba
BHA v proizvodnji pija¢ ni dovoljena (EFSA 2011).

Preglednica 9: Tehni¢ne lastnosti E 320.

Molska masa 180,25 g/mol

Molekulska formula C11H1602

Topnost pri (25 °C) Netopen v vodi

IUPAC poimenovanje 2-tert-butil-4-hidroksianizol in 3-tert-butil-hidroksianizol

(meSanica obeh)

Kemijsko poimenovanje Butiliran hidroksianizol

Struktura/ izgled Trda voskasta snov




Kralj M. Estrogenska in androgenska aktivnost onesnazeval v zvilih in okolju.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2015 32

2.5.4.1 Proizvodnja BHA

BHA pripravijo iz 4-metoksifenola in tert-butilnega alkohola pri temperaturi 150 °C ob
uporabi silicijevega ali aluminijevega oksida kot katalizatorja. Z metilacijo hidrokinona
dobimo intermediat, kateri poda zmes 2-tert-butil-4-hidroksianizola in 3-tert-butil-4-
hidroksianizola po obdelavi s tert-butilnim alkoholom in fosforno kislino. Butilacija
hidrokinona in kasnejSa metilacja z dimetil sulfatom i natrjevim hidroksidom se lahko

uporablja tudi za izdelavo zmesi dveh BHA izomerov.

~o ~o

OH OH

Slika 4: Strukturni formuli BHA izomerov; 2-tert-butil-4-hidroksianizol (levo) in 3-tert-butil-4-
hidroksianizol (desno). (Vir: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/6/65/2-tert-Butyl-4-
hydroxyanisole_and_3-tert-butyl-4-hydroxyanisole_2D.svg/320px-2-tert-Butyl-4-hydroxyanisole_and_3-
tert-butyl-4-hydroxyanisole_2D.svg.png)

Preglednica 10: Maksimalne dovoljene koli¢ine uporabe BHA v zvilih v skladu z Direktivo Sveta No
95/2/EC. (EFSA 2011)

Zivilo Maksimalna dovoljena koli¢ina (mg/kg)

Ribje olje. Goveje, piscanje in ov¢je masti. 200

Masti in olja za cvrtje.

Dehidriran paradiznik. 25
Zacimbe i diSave. 200
Etericna olja. 1000

Mleko v prahu za prodajne avtomate. 200




Kralj M. Estrogenska in androgenska aktivnost onesnazeval v zvilih in okolju.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2015 33

2.5.4.2 Vpliv na Cloveka in zvali

Po ocenah naj bi odrasel ¢lovek dnevno zauwzil do 0,1 mg/kg telesne teze omenjenega
antioksidanta BHA. V primeru, da bi Cloveka izpostavili 0z. da bi zauzil koli¢ino 50 mg/kg
telesne teze dnevno to nebi rezultiralo v nikakrSnih poskodbah ali stranskih ucinkih.
Znanstveniki so v raziskavi z opicami in glodalci katere so zawzile BHA v koli¢inah 500
mg/kg telesne teze opazli patoloske, encimske spremembe ter spremembe v lipidih
(Branen 1975).

Znanstveniki so v raziskavi analizirali u¢inke BHA na samooplodne F344 podgane,
katerim so v obdobju 2 let v hrano dozirali BHA na ravneh od 0,5 do 2,0 %. Rezultati so
pokazali, da antioksidant v vecjih odmerkih povzro¢a poveCano pojavnost papiloma in
ploscatih celic pri obeh spolih. V obeh primerih tako pri nizjih kot pri vi§jih odmerkih se je
pojavila hiperplazija predzelodca. Na koncu so na podlagi tega podali mnenje da je BHA
kancerogen v predzelodcu F344 podgan (Ito s sod. 1983).

2.6 OnesnaZevala v okolju

Hormonski motilci se pojavljajo tudi v okolju, ki nas obdaja. Poti vstopa onesnazeval v
okolje so razlicna. V grobem lo¢imo dve poti vstopa: tockovne in netockovne poti vstopa.
Pri toCkovnih gre za lokacije oz. najveckrat za poti, ki jih lazje dolo¢imo in so laze
kontrolirane. Med toCkovne poti vstopa Stejemo iztocne cevi iz tovarn in razbremenilnikov.
Pri neto¢kovnih poteh vnosa pa vstop v okolje ni tockovno dolo¢en, ampak se le-ta lahko
prenasa s pomocjo izhlapevanja iz tal n nato z deziem ponovno pade na zemljo. Eden
izmed pomembnih netoCkovnih poti vstopa je tudi pronicanje skoz plasti tal in posledicno

vstop v podtalnico s pomocjo katere se nato Onesnazevala razsirjajo naprej (Birkett 2003).

2.6.1 Poliklorirane spojine

Med poliklorirane spojine uvrS¢amo industrijsko sintetizirane organske spojine iz skupine
ciklicnih ogljikovodikov.
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Preglednica 11: Prikaz nekaterih polikloriranih spojin, tip testa na doloéenem organizmu ter u¢inki na izpostavljen organizem

Tip Organizem Kategorija | Na¢in Kriterij | Koncentracija | Stranski u¢inek

testa izpostavljenosti

Poliklorirani bifenili (PCB)

In / +y / / / Ucinek na spolno reprodukcijo samcev.

/\Y0)

Teren | Severnoameriski | y hrana / 25 pg/dan Zelo zmanjSan reproduktivni uspeh.
mink

PCB 128 (2,2',3,3',4,4'- Heksaklorobifenil)

In Podgana +re hrana / / Relativno zmanj$ana raven vitamina A v jetrih.

VIVO

PCB 136 (2,2',3,3',6,6'- Heksaklorobifenil)

In Celice MCF-7 +e / EC 100 | 10 uM Spodbujanje proliferacije.

Vitro
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Bromirani in polibromirani difeniletri

2,2',4,4'-Tetrabromirani difenil eter, BDE-47 (2,2',4,4'-tetraBDE)

In Podgana +re oralno LOEL |25 mg/kg | Znizane jeterne in pljucne retinoidne ravni.

VIVO telesne teze

In Podgana +1th oralno LOEL |/ Znizanje vrednosti celotne plazme T4.

Vivo

Oktabromirani difenil eter

In Beli zajec +y oralno / 15 mg/kg Rahla fetotoksi¢nost na ravni materalnih toksicnih
Vivo odmerkov.

In Podgana +y / LOEL | 50 mg/kg Povecano Stevilo poznih resorbcij in zmanjSanje
VIVO teze plodov.




Kralj M. Estrogenska in androgenska aktivnost onesnazeval v zvilih in okolju.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2015 36

2.6.1.1 Poliklorirani bifenili (PCB)

So med najbolj strupenimi organskimi spojinami, ki jih je ustvaril Clovek. Vcasih so jih na
Siroko uporabljali: v industriji kot sredstva za termoizolacijo, aditivi za plastiéne mase,
dodatki za impregnatorje, aditivi pri pripravi pesticidov in insekticidov, aditivi za barve,
lake, kavcuk, tekstil, itd. Leta 1970 so uporabo PCB-jev zaradi njihove strupenosti
prepovedali (Lovrenc¢ic 2001).

Znanstveniki so v poskusu hranili podgane s PCB 128, katerega so zmesali s 4 % koruznim
oliem in meSanico vsakodnevno dodajali obrokom. Podgane so bile razdeljene v osem
skupin in vsaka je vsebovala 10 samcev in 10 samic. Ena izmed osmih skupin je bila
kontrolna in predstavnikom te skupine so v hrano dodajali samo 4 % koruzno olje. Po 13
tednih so 10 samCkom in 10 samicam odvzeli jetra ter jih pregledali s pomocjo elektronske
mikroskopije. Opazli so abnormalne mitohondrije v jetrih podgan in poveCan profil
gladkega endoplazmatskega retikuluma (Singh s sod. 2000). V splosnem meSanice PCB-
jev povzrocajo motnje imunskega, reproduktivnega, zivénega ter endokrinega sistema.
Medtem ko visoki odmerki povzrocajo raka pri poskusnih zivalih, neposrednih dokazov,
da povzrocajo raka pri ljudeh ni. PCB-ji so torej potencialne mutagene in kancerogene
snovi (ATSDR 1998).

2.6.1.2 Bromirani in polibromirani difenil etri

Spadajo v skupino policikliénih aromatskih ogljikkovodikov, kateri nastanejo kot produkt
pri nepopolnem izgorevanju. Slednje so organobromidne spojine, ki zavirajo vzg in
gorenje gorljivih organskih snovi Vecinoma se uporabljajo kot dodatek plastikam
(tekstilna industrija, elektro industrija, itd.). Predvsem se uporabljajo v proizvodnji
elektronskih izdelkov kot sredstva za zmanjSevanje vnetljivosti proizvoda. BDE-47 je med
najpogosteje  detektiranimi snovmi v okolju i najbolj toksiCnimi substancami za

organizme (Lu ssod. 2012).



Kralj M. Estrogenska in androgenska aktivnost onesnazeval v zvilih in okolju.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2015 37

2.6.2 Naravni in sinteti¢ni steroidni hormoni

Med naravne steroidne hormone uvrS€amo progesteron in testosteron, med katerimi so
najznacilnej$i predstavniki 17-Pestradiol (E2), estron (E1l) in estriol (E3). So wrsta
hormonov, ki jih ljudje in Zvali proizvajamo sami in jih skupaj z urinom in fecesom
izloamo v okolje kjer pridejo v stik z drugimi organizmi. Dolga leta so steroidne hormone
uporabljali tudi v Zivinoreji, vendar je bila leta 1989 s strani Evropske unije njihova

uporaba prepovedana (Andersson in Skakkebaek 1999).

Sinteti€ni  steroidni hormoni se uporabljajo predvsem za oralno kontracepcijo in za
hormonske terapije. Leta 1990 je v ZDA 10 milionov Zzensk uporabljalo oralno
kontracepcijo (Arcand-Hoy s sod. 1998).

2.6.3 Fitoestrogeni

So snovi, ki posedujejo estrogensko aktivnost in so proizvedene s strani rastlin. V ¢lovesko
ali zivalsko telo vstopijo z rastlino, ki jo je zival ali ¢lovek zauvzil. Ker posedujejo podobno
strukturo in lastnosti kot 17p-etilestradiol delujejo kot hormonski motilci v tar¢nem

organizmu (Phillips in Harrison 1999).

2.6.4 Fitofarmacevtska sredstva (FFS)

Najve¢ji deleZ svetovne uporabe pesticidov se uporabi za namene kmetijstva, pravtako pa
se uporabljajo v tezki industriji kot aditivi za hladilne tekoCine pri strojni obdelavi kovin
(Wright in Welbourn 2002). Glifosat je svetovno eden najbolj uporabljenih pesticidov
predvsem na poljih soje in koruze, kjer zavira rast velikega Stevila plevelov. Poseduje zelo
nizko toksi¢nost v zvalh in US EPA ga je uvrstila v skupino E kamor sodijo snovi, Ki niso
kancerogene za Cloveka (Facts 1993). Klordimeform je akaracid, ki se uporablja predvsem
za zatiranje klopov in prSic. Njegova lastnost je tudi, da zmanjSuje uspeSnost izleganja pri
nekaterin vrstah metuliev (Matsumura in Beeman 1976). Alaklor in dibromoetan oba
posedujeta lasnosti herbicidov, vendar je dibromoetan tudi mocan insekticid predvsem za

zatrranje zuzelk.
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Preglednica 12: Prikaz nekaterih pesticidov, tip testa na dolo¢enem organizmu ter uéinki na izpostavljen organizem (Commission).

Tip | Organizem | Kategorija | Nacin Kriterij | Koncentracija | Stranski u¢inek

testa izpostavljenosti

Glifosat

In Salmo -y / NOEC | 24 mg/L Spremembe v obnaSanju.

vivo | gairdneri

Klordimeform

In Mis +e oralno LOEL | 148 mg/kg | Zavlaevanje  vala  lutemizirajoCega  hormona in

ViVO telesne teze sprememba v Casovnem  razporedu  oksitocitnega
sproscanja.

Klorfentenzin

In Glodalec +th / / / Tumorji; povecane vrednosti tirotropnega hormona.

VIVO
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Dibromoetan
In Teleta; +e oralno LOEL |2 mg/kg | ZmanjSana gostota in gibljivost sperme.
vivo | lzraelsko- telesne teze
frizijski bik
Alaklor
In Samci +th hrana; 12| ED 126 mg/kg | Rahla  fetotoksiCnost na  ravni  materalnih  toksicnih
vivo | podgan tednov telesne teze odmerkov.
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2.6.5 Organske kisikove spojine

Med organske kisikove spojine priStevamo bisfenole in ostale snovi, ki se dodajajo plastiki
ter dioksine ki so npr. prisotni v smolah, belilih. Bisfenol A (BPA) se proizvaja v velikih
koli¢mah in kar 90 % je porablienega v industriji plastike za produkcijo polikarbonatnih in
epoksi smol ter zaviralcev gorenja (Fromme s sod. 2002). Med ftalati je v najvecjih
koli¢inah uporablien DEHP. Med letoma 1994/1995 je bio v Nemliji proizvedenega
250.000 ton DEHP (Fromme s sod. 2002). Dioksini se komercialno ne proizvajajo, ampak
nastajajo kot stranski produkt pri nekaterih industrijskih procesin in procesih izgorevanja
(Vallack s sod. 1998).
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Preglednica 13: Prikaz nekaterih pesticidov, tip testa na dolo¢enem organizmu ter u¢inki na izpostavljen organizem.

Tip Organizem | Kategorija | Na¢in Kriterij | Koncentracija Stranski ucinek

testa izpostavljenosti

Dioksini

2,3,7,8-Tetraklorodibenzo-p-dioksin

In PiS¢anec +y / LDso 0,24 pgkg teze | Prezivetje embrijev.

ViVO jajca

Bisfenoli

Tetrabromobisfenol A (TBBP-A)

Dibromoetan

In Podgana -y hrana NOEL 50 mg/kg Pridobile na masi, spremenjeno
VivO obnaSanje, vecja umrljivost.
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Ftalati

In Breja +te oralno / 1 mg/L ZmanjSana velikost testisov.
VivO podgana

Di-(2-etilheksil) ftalat (DEHP)

In Deva +y / LOEL 600 mg/kg ZmanjSana uspesnost ulova.
Vivo
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2.6.6 PoviSinsko aktivne snovi (Surfaktanti)

V skupino surfaktantov spadajo snovi, katere se pretezno uporablla v proizvodnji
detergentov. Med glavne predstavnike skupine surfaktantov, ki lahko delujejo kot

hormonski motilci uvr§¢amo alkilfenole, njihove etoksilate in nonilfenole. (Birkett 2003)
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Preglednica 14: Prikaz nekaterih surfaktantov, tip testa na doloGenem organizmu ter u¢inki na izpostavljen organizem.

Tip Organizem | Kategorija | Nacin Kriterij | Koncentracija | Stranski u¢inek

testa izpostavljenosti

Alkilfenoli in njihovi derivati

4-tert-Butilfenol

Invitro | MCF-7 +e / LOEL | 10 uM Stimulacija proliferacije celic.
celice

4-tert-Oktilfenol

In Podganja | +e oralno LOEL | 100 mg/kg | Pospeseno vaginalno odpiranje.

/\Y0) samica telesne

teze/dnevno
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4-Nonilfenoldietoksilat (NP2 EO)

In Sarenka te / / 30 po/L Zvisanje vitelogenina v plazmi.
vitro

4-Nonilfenolnonaetoksilat (Tergitol NP 9)

In Poto¢na +e / ECso 82,31 uM Povecana sinteza vitelogenina.
vitro

postrv
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2.7 Ucinki njihove uporabe na ¢loveka in okolje

S povecanjem obsega kemiCne, tekstine, prehranske, kozmetiéne in farmacevtske
mdustrije je priSlo tudi do porasta bolezni in motenj endokrinega sistem. Med vsemi
motnjami, ki jih povzroc¢ajo hormonski motilci so najbolj perece reproduktivne in razvojne
motnje (EEA 2012).

Endokrini sistem poleg imunskega in Zivénega predstavlja pomemben regulatorni sistem v
Cloveskem in Zivalskem telesu. S tega staliS¢a lahko predpostavimo, da je izpostavljenost

onesnazevalom, ki izkazujejo hormonsko aktivnost velik svetovni problem.

Veliko stevilo raziskav na temo HM je pokazalo, da kar nekaj snovi prisotnih v okolju moti
delovanje reproduktivnega sistema tako samic kot tudi samcev. Pri samicah se ucinki HM
kazejo predvsem v neplodnosti, nenormali spoli diferenciaciji, rasti foliklov na jajcnikih.
Pri samcih pa je najopaznejSi znak pri izpostavljenosti koli¢ma producirane sperme in

anomalije reproduktivnega trakta (npr. zelo zmanjSan penis) (Crisp s sod. 1998).

Pri ludeh so skodljivi u¢inki hormonskih motilcev, kateri so najbolj pogosti: pri moskih je
najbolj pogost pojav izpostavljenosti HM zmanjSana produkcija sperme in zmanjSana
reproduktivna sposobnost, medtem ko je pri Zenskah zmanjSana reprodukcijska sposobnost

in povecana moznost za nastanek raka dojk (Safe 2000).
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3 ZAKLJUCEK

Hormonski motilci s svojo prisotnostjo v okolju, odpadnih wvodah, hrani in piaci
povzroCajo za mnoge resne stranske ucinke tudi v zelo nizkih koncentracijah. Njihova
prisotnost se z leti povecuje, saj hitro rastoCe prebivalstvo »sili« pridelovalce in industrijo
v uporabo sredstev (konzervansi, sladila, arome, detergenti, repelenti, fitofarmacevtska
sredstva, zaviralci gorenja, itd.), ki lahko v dolo¢enih koli¢inah povzroéijo nezazelene

Skodljive u¢inke v tarcnem organizmu i/ ali tkivu.

Hormonske motilce delimo v 6 skupin in sicer: naravni in sinteticni steroidni hormoni,
fitoestrogeni, fitofarmaceviska sredstva, organske kisikove spojine, povrSinsko aktivne
snovi in aditivi Po naSem mnenju med najbolj problematitno skupino hormonskih
motilcev spadajo fitofarmacevtska sredstva, saj se le ti Siroko uporabljajo v kmetijstvu in
se lahko prenasajo z vetrom, podtalnico, in tudi organizmi, ki zauzijejo tretirano sadje ali

zelenjavo.

Veliko je bilo ze napisanega in narejenega na temo prisotnosti onesnazeval S hormonsko
aktivnostjo v okolju, vendar Se vedno obstajajo nezapolnjene wrzeli tako v znanju o
njihovih wplivih, zakonodaji ki ureja to podrocje, industriji, arhitekturi, prawvu, itd., ki bi

nam pomagale zmanjSati vnos tovrstnih onesnaZeval v okolje.

Testi za identifikacijo in karakterizacijo hormonskih motilcev so kljunega pomena, saj
nam omogocijo identifikacijo spojin v razlicnth vzorcih i posledicno prikaz njhovih
Skodljivih ufinkov na izpostavljene organizme. Tezava kvantifikacije in prav tako
identifikacije towrstnih snovi je, da nastopajo v zelo nizkih koncentracijah v okoljskih
vzorcih, ki bi lahko imele vpliv na okolje in zdravje. Bistvo pri hormonskih motilcih je, da
lahko delujejo/uéinkujejo ze pri zelo nizkih koncentracijah v okolju, ni pa nujno, da so v
takih koncentracijah Skodljive bodisi za okolje bodisi za zdravje. V ta namen je potrebno
tovrstne metode dopolnjevati, izboljSevati ali predpisati nove, ki nam bodo v pomo¢ pri

identifikaciji in posledi¢no morebitnemu zmanjSanju vnosov v oKolje. Prav tako je
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potrebno pri metodah »in vitro« in »in Vivo« preveriti razpoloZljive teste, jih izboljSati in
ustvariti nove, kateri bodo imeli nizjo detekcijo in bodo posledicno sposobni dolociti vec

Skodljivih snovi prisotnih v okolju in zvilih.

S testi si pomagamo, da kemikalije identifictamo i kvantificiramo, vendar je kljuCnega
pomena pri zmanjSevanju vnosov kemikalij v okolje in zmanjSevanje njhove uporabe
Clovesko udejstvovanje na tem podrocju. V ta namen bi bilo potrebno organizirati ¢im vec
sestankov in dogodkov za mformiranje javnosti na tem podrocju, kajti le na tak nacmn bi se
lahko njihova uporaba zmanjSala in predvsem ¢lovesko zavedanje izboljSalo. Prav tako bi
se morali v prihodnosti vsi pridelovalci in predvsem farmacevtska, zivilska, kemina in
kozmeti¢na industrija posvetiti zmanjSevanju uporabe snovi S hormonsko aktivnostjo v

svojih produktih.

Najpomembnej$i cilj prihodnosti na podro¢ju je analiziranje kombiniranih  vplivov
hormonskih motilcev. Na tematiko je zelo melo napisanega in tudi opravijenih je bilo
malo raziskav. Kar nekaj kemikalij je katere same ne izkazujejo hormonske aktivnosti,
lahko pa jo sprozijo v mesanici z doloenimi drugimi spojinami. Potrebno bi bilo opraviti
¢im veCje Stevilo testov v katerth bi kombmirali razlicna onesnazevala in opazovali njihovo

sinergijo in skupni vpliv na hormonski sistem ljudi in Zvali.

V prihodnje bi bilo potrebno tudi zmanjSati Stevilo metod, ki temeljijo na vklju¢evanju
zivali, saj je vsako dejanje, ki Skodyje zivali nehumano in neprimerno. V ta namen bi zivali

v metodah lahko npr. zamenjali s kvasovkami.
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PRILOGE

Priloga A : Tabela z oznakami in njihovimi razlagami za preglednice v poglavju OnesnaZevala v okolju.

e — predvideni estrogenski ucinki

re —retnoidni uc€inki

th — u¢inek na $¢itniéni organ

Kategorija
y —ucinki na reprodukcijo
Z — drugi ucinki
» - « nobenih ucinkov v vseh testnih koncentracijah
» + « se nanaSa na ugotovitev, da so bili u¢inki ugotovljeni v
poskusu
Kriterij NOEL — raven brez opazenega ucinka

LOEL — najnizja raven izpostavljenosti z opazenim uc¢inkom




Kriterij

LCso — letalna koncentracija pri kateri umre 50 % populacije

LDso — letalna doza pri kateri umre 50 % populacije

ECs0 — poloviéna maksimalna ucinkujoca koncentracija

EC100 — celotna maksimalna u¢inkujoca koncentracija

ED — dozni efekt

NOEC — koncentracija brez opaZenega ucinka

LOEC —najnizja koncentracija z opazenim uc¢inkom




