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IZVLEČEK 

 

Namen prvega sklopa doktorske naloge je bil preučiti toksikokinetične (TK) parametre pri ovci 

in ovnih pasme istrska pramenka po zaporednem dietarnem in podkožnem vnosu bisfenola A 

(BPA). Za določanje koncentracije prostega in celokupnega BPA v krvni plazmi, mleku, urinu 

in iztrebkih ovce ter za določanje koncentracije celokupnega BPA v krvni plazmi ovnov smo 

razvili in validirali tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti na obrnjeni stacionarni fazi ter 

s fluorescenčno detekcijo. V prvi, pilotni raziskavi, opravljeni na eni ovci v laktaciji s sesnim 

jagnjetom, smo na podlagi meritev koncentracije prostega in celokupnega BPA v krvni plazmi 

z neprostorsko TK analizo izračunali osnovne TK parametre po dietarnem in podkožnem vnosu 

v odmerku 100 µg/kg t. m./dan in ugotovili, da je način vnosa vplival na TK parametre prostega 

BPA pri ovci. Po dietarnem vnosu je bila izpostavljenost ovce prostemu BPA manjša in krajša 

– površina pod koncentracijsko krivuljo v krvni plazmi (AUC) je bila 1,28 µg h/l v primerjavi 

s podkožnim vnosom, pri katerem je bila AUC prostega BPA 33,3 µg h/l. TK profila 

celokupnega BPA pa sta si bila zelo podobna. Z razvojem prostorskega TK modela smo ocenili, 

da se je v mleko izločilo manj kot 0,1 % odmerka, ki ga je prejela ovca, ne glede na način vnosa. 

V urinu ovce smo izmerili zelo nizke vrednosti prostega BPA in visoke vrednosti celokupnega 

BPA. V iztrebkih ovce smo izmerili zelo nizke vrednosti prostega in celokupnega BPA. Po 

štirikrat manjšem odmerku, ki so ga prejeli ovni, smo v krvni plazmi določili tudi približno 

štirikrat manjšo najvišjo koncentracijo (Cmax) celokupnega BPA. 

Namen drugega sklopa doktorske naloge je bil preučiti vpliv dvomesečne dietarne 

izpostavljenosti  v odmerku BPA 25 µg/kg t. m./dan na spolne organe ovnov v puberteti. Med 

tretirano skupino in kontrolno skupino ovnov nismo ugotovili statistično značilnih razlik v 

telesni masi, masi mod, pogostosti ali jakosti histopatoloških sprememb v modih in nadmodkih, 

v kvalitativnih lastnostih semenčic ter koncentraciji semenčic v nadmodkih in semenovodih. 

Prav tako nismo ugotovili statistično značilnih razlik v premeru in površini zvitih semenskih 

kanalčkov. Statistično značilno razliko smo ugotovili le pri višini zarodnega epitela zvitih 

semenskih cevk, ki je bila nižja pri tretiranih ovnih. 

 

Ključne besede: fenoli – analize; toksikokinetika; kromatografija, tekočinska; kemijske 

analize krvi; mleko – analize; urin – analize; feces – analize; reprodukcija; modo; nadmodek; 

ovce     
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ABSTRACT 

 

The aim of the first part of the doctoral dissertation was to study toxicokinetic (TK) parameters 

in a ewe and rams of the Istrian pramenka sheep breed after sequential dietary and/or 

subcutaneous administration of bisphenol A (BPA). A chemical analysis using high 

performance liquid chromatography with reversed stationary phase and fluorescence detection 

was developed and validated for the determination of free and total BPA in sheep’s blood 

plasma, milk, urine and feces. In an initial pilot study conducted on a lactating ewe with a 

suckling lamb, a non-compartmental TK analysis was performed for both the dietary and the 

subcutaneous route. In each case, 100 µg BPA/kg body weight/day was administered, and the 

free and total BPA in the blood plasma was determined. It was found that the administration 

route affected the TK parameters of free BPA. After dietary administration, the ewe’s exposure 

to free BPA was lower and shorter - the area under the blood plasma concentration curve (AUC) 

was 1.28 µg h/l, compared to subcutaneous administration, where the AUC of free BPA was 

33.3 µg h/l. However, the TK profiles of total BPA were very similar. Moreover, with the 

development of the TK compartmental model, we estimated that the percentage of BPA 

excreted in milk was less than 0.1% of the received dose, regardless of the route of 

administration. In the urine of the ewe we also determined very low levels of free BPA and high 

levels of total BPA, while very low levels of both free and total BPA were also determined in 

the feces. After a fourfold reduction of the dose, which was administered to the rams, an 

approximately fourfold reduction of the maximum plasma concentration (Cmax) of total BPA in 

their blood plasma was also observed.  

The second part of the dissertation aimed to investigate the effect of a two-month dietary 

exposure of BPA to 25 µg/kg of body weight/day on the male reproductive organs of pubescent 

rams. We found no statistically significant difference between the treatment and control group 

of rams regarding body weight, testicular weight, frequency or severity of histopathological 

changes in the testes and epididymis, qualitative characteristics of spermatozoa, concentration 

of spermatozoa in the epididymis and in the ductus deferens. We also found no statistically 

significant difference in the diameter and surface area of the seminiferous tubules. The only 

statistically significant difference was a lower height of the germinal epithelium of the 

seminiferous tubules in the treated rams compared to the control rams. 
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Key words: phenols – analysis; toxicokinetics; chromatography, high pressure liquid; blood 

chemical analysis; milk – analysis; urine – analysis; feces – analysis; reproduction; testis; 

epididymis; sheep    
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ERRγ estrogenskemu receptorju podoben receptor gama; estrogen-related 

receptor γ 
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Administration 
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1 UVOD 

 

BPA je sestavni del polikarbonatne plastike in epoksi premazov. Nahaja se v embalaži za hrano 

in pijačo, zaviralcih gorenja, lepilih, gradbenem materialu, elektronskih komponentah, papirju 

za račune in v številnih drugih proizvodih (1). Slaba lastnost BPA je njegova zmožnost 

vplivanja na hormonski sistem živali in ljudi, zaradi česar ga uvrščamo med kemične 

povzročitelje hormonskih motenj (KPHM). KPHM so vnesene snovi oziroma zmesi snovi, ki s 

spremembami v delovanju hormonskega sistema povzročijo škodljive učinke na zdravje v 

intaktnega organizma, njegovega potomstva oziroma (sub)populacije. Škodljivi vplivi BPA pri 

visokih odmerkih veljajo za nedvomno dokazane, medtem ko predstavljajo vplivi nizkih 

koncentracij, ki smo jim vsakodnevno izpostavljeni, kontroverzno področje (2). Zaradi 

uporabnosti BPA in množične svetovne proizvodnje plastike in epoksi premazov ugotavljamo 

BPA, ki izhaja iz plastične embalaže, v hrani in pijači ter v različnih okoljskih vzorcih. Izločanje 

BPA v okolje je nevarno za ves ekosistem (3), potencialno tudi za živali za proizvodnjo živil, 

ki bi lahko v stik z BPA prišle prek kontaminirane vode, krme in okolja (4). Študije absorpcije, 

distribucije in izločanja BPA ter njegovega vpliva na zdravje ljudi so bile pretežno opravljene 

na laboratorijskih glodavcih, pri katerih so raziskovalci pogosto uporabljali nerealno visoke 

odmerke, parenteralni vnos ali vnos s sondo. Za opisane pristope nekateri raziskovalci 

domnevajo, da ne predstavljajo realnega vnosa BPA v organizem (5). Raziskovalce je zanimal 

tudi vpliv KPHM na zdravje živali, namenjenih za proizvodnjo živil. Ugotovili so, da nekateri 

KPHM lahko vplivajo na zdravstveno stanje takih živali. Uporaba alternativnih živalskih 

modelov pri preučevanju škodljivih učinkov KPHM je pomembna tudi zaradi ugotavljanja 

edinstvenosti škodljivih učinkov pri laboratorijskih živalih (6). Zanimivo je namreč, da se 

rezultati raziskav o vplivu BPA na različne organske sisteme močno razlikujejo že znotraj ene 

živalske vrste, npr. pri podganah različnih sojev (7). Eno izmed občutljivejših področij 

vplivanja BPA na zdravje predstavlja potencialen vpliv BPA na reproduktivno zdravje moških. 

Do sedaj so v nekaterih in vivo raziskavah, ki so preučevale toksičnost BPA na moške spolne 

organe in so bile večinoma opravljene na glodavcih, ugotovili vpliv BPA na spermatogenezo 

in seme živali (8), v drugih raziskavah pa tovrstnega škodljivega vpliva niso ugotovili (9).  

Naše raziskave smo izvedli na domačih ovcah (Ovis aries) avtohtone slovenske pasme istrska 

pramenka. V prvem sklopu doktorske naloge smo preučevali TK BPA pri ovci v laktaciji z 

jagnjetom in ovnih. Oba postopka, postopek z ovco v laktaciji z jagnjetom in postopek z ovni, 

sta bila opravljena v Centru za sonaravno rekultiviranje Vremščica Univerze v Ljubljani 
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Veterinarske fakultete. Postopek na ovci je bil izveden za določitev načina vnosa in odmerka v 

postopku z ovni. Poleg tega smo v postopku z ovco preučevali tudi izločanje BPA z urinom, 

iztrebki in mlekom. Ker je mleko pomembno živilo za ljudi, v literaturi pa nismo zasledili 

raziskav, ki bi že dokazale izločanje BPA z mlekom pri prežvekovalcih, smo postavili našo 

prvo hipotezo, da je BPA v vzorcih ovce mogoče zaznati po dietarnem in podkožnem vnosu. V 

postopku z ovni pa smo želeli dokazati notranjo izpostavljenost ovnov BPA, zato smo prvi dan 

postopka pridobili zaporedne vzorce krvne plazme ovnov. Postavili smo drugo hipotezo, da 

način vnosa in fiziološko obdobje živali vplivata na TK profil BPA. Predpogoj za preučevanje 

TK pa je bil razvoj kemijskih analiznih metod za določanje koncentracije prostega BPA in 

celokupnega BPA v kompleksnih bioloških vzorcih. Izraz prosti BPA se v doktorski nalogi in 

v objavljenih znanstvenih delih nanaša na aglikon oz. nekonjugirani BPA, medtem ko se izraz 

celokupni BPA nanaša na vsoto aglikona in konjugiranega BPA, katerega glavni del je 

metabolit, BPA glukuronid (BPAG). Izraz celokupni BPA je bil izbran zaradi načina priprave 

vzorcev, tj. z encimsko dekonjugacijo glukuronidne vezi z encimom ß-glukuronidaza iz Helix 

pomatia vrste HP-2, ki smo ga uporabili v nalogi in s katerim najpravilneje navedemo rezultate 

analize.  

V drugem sklopu doktorske naloge smo preučevali učinkovanje BPA na spolne organe ovnov 

v puberteti. Za ugotavljanje potencialnih škodljivih učinkov BPA smo opravili histopatološko 

preiskavo mod in nadmodkov, morfometrične meritve zvitih semenskih cevk in osnovne 

reprodukcijske teste semena. Poleg tega smo ugotavljali vpliv na telesno maso in maso mod 

ovnov. Vzorce za drugi sklop doktorske naloge smo pridobili iz postopka z ovni, ki jim je bila 

prvi dan odvzeta krvna plazma. Ovni so bili po dvomesečnem vsakodnevnem dietarnem vnosu 

BPA žrtvovani in raztelešeni. Med  raztelesbo smo jim odvzeli moda, nadmodke in pripadajoče 

semenovode za prej navedene preiskave in teste. Glede na ugotovitve številnih raziskav, 

opravljenih na glodavcih, smo pričakovali, da bomo z izbranimi metodami dokazali škodljiv 

učinek BPA na spolne organe ovnov, zato je bila naša tretja hipoteza, da 64-dnevna 

izpostavljenost BPA s hrano v odmerku 25 µg/kg t. m. vpliva na morfološke značilnosti mod 

in osnovne parametre semena. 
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1.1 PREGLED LITERATURE  

 

V vseh večceličnih organizmih je nujen ustrezno delujoč hormonski sistem, ki zagotavlja 

usklajeno delovanje hormonov. Ti delujejo kot kemični prenašalci sporočil med organi in tkivi. 

Hormone izločajo žleze z notranjim izločanjem, ti se nato prenesejo do ciljnih celic, kjer se 

vežejo na celične receptorje. Za normalno delovanje organizma je potrebno usklajeno delovanje 

številnih hormonov, ki delujejo sinhrono, v pravih koncentracijah in ob pravem času. Na 

hormonski sistem lahko vplivajo snovi, ki motijo njegovo delovanje na različne načine; lahko 

spreminjajo sintezo, transport, metabolizem hormonov in/ali tekmujejo za vezavo na celičnih 

receptorjih oz. spreminjajo nivo receptorjev na ciljnih celicah. Spremembe lahko vključujejo 

povečano ali zmanjšano aktivnost ali spodbujanje aktivnosti v neprimernih časih. Te snovi 

imenujemo hormonski motilci (angl. endocrine disruptors). Nekateri hormonski motilci so 

prisotni v naravi in so rastlinskega izvora (fitoestrogeni), druge proizvajajo glive 

(mikoestrogeni) (10, 11). Naravne hormonske motilce poznamo že dolgo časa. Prvi podatki o 

mikoestrogenih so se v literaturi pojavili že leta 1920, ko so na farmah prašičev v ZDA poročali 

o zmanjšanju reproduktivne sposobnosti svinj, ki so bile krmljene s plesnivim žitom (12). 

Kasneje so ugotovili, da je razlog za zmanjšanje reproduktivne sposobnosti svinj uživanje 

mikoestrogenov, ki jih vsebuje plesen (13). Drugi hormonski motilci, ki so javnosti postali bolje 

znani šele sredi devetdesetih let prejšnjega stoletja, so narejeni sintetično in jih zaradi tega 

natančneje imenujemo kemični povzročitelji hormonskih motenj (KPHM) (2). Med te spadajo 

zelo različne antropogene snovi, kot so sestavine plastike, detergentov in goriv, konzervansi, 

obstojna organska onesnaževala, pesticidi in produkti gorenja (11).  

 

1.1.1 Kemični povzročitelji hormonskih motenj 

KPHM je glede na definicijo Svetovne zdravstvene organizacije iz leta 2002 od zunaj vnesena 

snov oziroma zmes snovi, ki vpliva na delovanje hormonskega sistema in povzroči škodljive 

učinke na zdravje intaktnega organizma, njegovega potomstva oziroma (sub)populacije. 

Skladno z definicijo je za uvrstitev snovi med KPHM potreben dokaz vzročne povezave med 

izpostavljenostjo intaktnega organizma vneseni snovi in škodljivim učinkom po hormonskem 

načinu delovanja (2). Podobne definicije so podale tudi druge nacionalne in mednarodne 

organizacije, kot so Nemški zvezni urad za oceno tveganja (nem. Das Bundesinstitut für 

Risikobewertung; BfR), Evropska komisija (angl. European Commission; EC), Evropska 
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agencija za varnost hrane (angl. European Food Safety Agency; EFSA) in Ameriška agencija 

za varstvo okolja (angl. Environmental Protection Agency; EPA). Iz vseh definicij izhaja, da 

mora KPHM povzročiti škodljive učinke, kot so morfološke in funkcionalne spremembe celic, 

tkiv, organa ali organizma (14-17). Trenutno je na seznamu v Evropi priznanih KPHM, ki so 

ga leta 2020 na spletni strani edlists.org objavile nekatere evropske države (Belgija, Danska, 

Francija, Nizozemska, Švedska in Španija), več kot sto substanc, med njimi tudi BPA (18).  

 

1.1.2 Prežvekovalci kot model za preučevanje KPHM 

Za preiskovanje KPHM so bili ustvarjeni protokoli, na podlagi katerih se sprejemajo 

regulatorne odločitve. V protokolih je skoraj ekskluzivno predpisana raba in vitro metod ali 

laboratorijskih glodavcev, rezultate pa uporabljajo za oceno tveganja za ljudi. Laboratorijski 

glodavci se v raziskavah uporabljajo zaradi relativno nizke cene, kratkih razvojnih obdobij ter 

številnih in velikih legel (19).  

Pri delu z laboratorijskimi glodavci so se pokazale tudi nekatere omejitve, kot sta majhnost 

živali in s tem neprimernost za odvzem večjih količin vzorcev. Poleg tega sta interpretacija in 

ekstrapolacija rezultatov zaradi razlik v fiziologiji glodavcev in ljudi lahko zelo zahtevni ali 

celo nemogoči.  

Raziskovalce je obenem zanimalo, kako splošne ali edinstvene so ugotovitve o KPHM pri 

laboratorijskih glodavcih, zaradi česar so se odločili za uporabo drugih modelnih organizmov, 

med katere spadajo prašiči (20), psi (21), primati (22), koze (23) in ovce (19, 24, 25). Nekatere 

druge raziskovalce je zanimalo, ali lahko KPHM v okolju, vključno s tistimi v krmi, vplivajo 

na reprodukcijsko zmogljivost rejnih živali (26, 27). Zaenkrat ni dovolj dokazov, da bi KPHM 

v neeksperimentalnih pogojih vplivali na reprodukcijo domačih živali (27).  

 

1.1.3 Bisfenol A 

1.1.3.1 Kemijske lastnosti 

Bisfenol A (2,2'-bis(4-hidroksifenil)propan ali 4,4'-izopropildendifenol, BPA) s CAS številko 

80-05-7 je organska snov in spada med alkilfenole. Je zmerno hidrofoben (logP 3,25), slabo 

topen v vodi (89 mg/l) in izraža šibke kisle lastnosti (pKa = 9,7) (Slika 1) (28). Njegova molska 

masa znaša 228,29 g/mol  (29).  

 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=80-05-7&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=SI&focus=product
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Slika 1: Kemijska struktura BPA 

Figure 1: Chemical structure of BPA 

 

1.1.3.2 Zgodovina in uporaba 

BPA so po podatkih iz literature prvič sintetizirali že leta 1891 (30), vendar so ga šele v 

šestdesetih letih prejšnjega stoletja v industriji začeli uporabljati za proizvodnjo epoksi smol in 

polikarbonatne plastike (31). Ker je polikarbonatna plastika, ki vsebuje BPA, odporna na 

lomljenje in toploto ter je prozorna (32), je povpraševanje po BPA hitro naraščalo in še vedno 

narašča. Količina proizvedenega BPA naj bi samo v letu 2020 znašala 595307 ton (33). BPA 

se večinoma uporablja pri izdelavi polikarbonatih plastičnih materialov in epoksi smol, v manjši 

meri tudi pri proizvodnji zaviralcev gorenja, nenasičenih poliestrskih smol, polivinilklorida, 

poliakrilata in polisulfonskih smol. Najdemo ga v številnih izdelkih, kot so embalaža za hrano 

in pijačo, medicinski pripomočki, vodovodne cevi, barve, talne obloge, izolacije, tesnila, 

elektronika, tekstil, ogrevalni sistemi, pohištvo, papir, pesticidi, kozmetika, igrače in zobne 

plombe (29). 

Pred uporabo v industriji so iskali možnosti uporabe BPA v farmaciji. Leta 1934 sta Dodds in 

Lawson preizkušala sintetične snovi, ki bi lahko nadomestile drag naravni estrogen, in s 

pomočjo testa na podganah ugotovila, da ima BPA šibko estrogeno delovanje (34, 35). BPA je 

tako tudi ena izmed prvih poznanih sintetičnih snovi, ki posnema delovanje ženskega spolnega 

hormona estrogena. Ker sta Dodds in Lawson s sodelavci v tem obdobju odkrila tudi 

farmakološko aktivnejšo snov dietilstilbestrol (DES), se je za nekaj desetletij v farmacevtske 

namene obdržala zgolj slednja (36).  

 

1.1.3.3 Viri izpostavljenosti 

Prisotnost BPA v naravnem okolju je povezana z antropogeno aktivnostjo, saj BPA v naravi ne 

nastaja. Največ BPA se v okolje izloči ob njegovi proizvodnji in obdelavi ter ob degradaciji 

polimerov (epoksi premazov in polikarbonatov). BPA iz polikarbonatov izhaja v večji meri s 
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hidrolizo polimerov, v manjši pa z difuzijo (37). Čeprav v okolju hitro razpada, se vanj 

neprestano izloča (38). Do danes so ga zaznali v hrani in pijači, vodi, tleh in celo v ozračju (39). 

Izpostavljenost ljudi in živali BPA je velika; rezultati raziskave Centra za nadzor bolezni (angl. 

Center for Disease Control and Prevention; CDC), ki je bila izvedena na več kot 2500 

prebivalcih ZDA, so pokazali, da so v urinu pri več kot 92,6 % zaznali BPA (40). Prav tako so 

BPA zaznali v mleku doječih mater (41-47). 

Ljudje so BPA pretežno izpostavljeni z uživanjem hrane in pijače. Viri vnosa BPA pa so tudi 

zrak, prah, izdelki za osebno nego in termični papir (48, 49). Vnos je tako v manjši meri mogoč 

tudi z vdihavanjem ali skozi kožo (50).   

V literaturi nismo zasledili podatkov, v kolikšni meri so BPA izpostavljene živali. Gorecki in 

sod. so analizirali surovo meso rejnih živali in v njem ugotovili zgolj prosti BPA, ne pa drugih 

metabolitov monoglukuronida, diglukuronida in sulfata, ki bi nakazovali, da so bile rejne živali 

izpostavljene BPA (51). Pri maloštevilnih analizah hrane psov in mačk ter krme za živali (52-

56) so ugotovili, da lahko živali s hrano zaužijejo BPA. V mokri hrani za pse v konzervah so 

namreč namerili 11‒206 ng/g BPA (53) in 5‒208 ng/g BPA (55), v mačjih konzervah 13‒136 

ng/g BPA (53), v mokri mačji hrani 1,58 ng/g BPA, v vrečkah z mokro mačjo hrano 0,591 ng/g 

in v suhi mačji hrani 1,18 ng/g BPA (54). Na Kitajskem so ugotovili, da BPA prehaja tudi iz 

plastične embalaže v krmo za živali, saj so ga namerili v koncentracijah od  6,24 do 2443 ng/g 

BPA, odvisno od vrste plastične embalaže (52). 

 

1.1.3.4 Regulatorni vidiki 

Zaradi vseprisotnosti, široke uporabe in skrbi za zdravje ljudi je BPA v delih sveta reguliran na 

nekaterih področjih uporabe in izdelkov (57). 

 

Evropska unija 

EFSA je kmalu po ustanovitvi leta 2006 določila vrednost sprejemljivega dnevnega vnosa1 

(angl. tolerable daily intake; TDI) BPA na 50 µg BPA/kg t. m. Vrednost TDI je bila določena 

z uporabo 100-kratnega faktorja glede na vrednost najvišjega odmerka, pri katerem ni prišlo do 

opaznih neželenih učinkov (angl. no-observed-adverse-effect level; NOAEL). EFSA je svojo 

oceno tveganja za BPA posodobila v letih 2008 in 2010 in obakrat potrdila vrednost TDI iz leta 

                                                           
1 TDI je ocena količine onesnaževalca v hrani ali pitni vodi, izražena na podlagi t. m., ki se lahko zaužije vsak dan 

vse življenje brez znatnega tveganja za zdravje potrošnika na podlagi vseh znanih dejstev v času ocene (58).  
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2006 (59-61) ter leta 2010 podala mnenje, da je količina vnesenega BPA do te vrednosti varna 

ter da je verjetno izpostavljenost vseh skupin prebivalstva pod to mejo. Kljub temu je EFSA  

izrazila nekaj dvomov glede možnega vpliva BPA na dojenčke in ugotovila, da so glede tega 

potrebni zanesljivejši podatki (60, 61). Na podlagi tega mnenja je zaradi previdnosti januarja 

2011 EC prepovedala uporabo BPA v plastičnih stekleničkah za hranjenje dojenčkov v EU (62). 

Leta 2015 je EFSA na podlagi novih podatkov in metod za BPA začasno zmanjšala vrednost 

sprejemljivega dnevnega vnosa (angl. temporary TDI; t-TDI) na 4 µg/kg t. m. do pridobitve 

rezultatov dalj časa trajajočih raziskav na podganah, ki so bile BPA izpostavljene prenatalno in 

postnatalno. Na podlagi Znanstvenega mnenja o tveganjih za javno zdravje glede prisotnosti 

bisfenola A v živilih iz leta 2015 so zaključili, da je izpostavljenost BPA po dietarnem in 

nedietarnem vnosu pod dovoljeno mejo, in sicer dva- do petkrat nižja od vrednosti t-TDI, 

odvisno od starostne skupine (63). V osnutku ponovne ocene BPA, napisanem 15. 12. 2021, je 

strokovni svet EFSA za materiale v stiku z živili, encime in pripomočke za predelavo predlagal 

novo vrednost TDI 0,04 ng/kg t. m./dan. V osnutku so zapisali, da je znižanje vrednosti TDI 

predvsem posledica rezultatov raziskav na živalih v obdobju med letoma 2013 in 2018, ki so 

pokazale na škodljive učinke BPA na imunski sistem. V raziskavah na živalih so opazili 

povečanje števila T celic pomagalk, ki igrajo ključno vlogo pri celičnih imunskih mehanizmih 

in ki lahko povzročijo alergijsko vnetje pljuč (64). 

 

Druge države 

Kanada je bila prva država, v kateri so omejili uporabo, uvoz, oglaševanje in prodajo izdelkov, 

ki vsebujejo BPA. Ta omejitev se je nanašala na polikarbonatne otroške stekleničke, pločevinke 

in drugo embalažo, v kateri je bila otroška hrana (65).  

V ZDA je Uprava za hrano in zdravila (angl. Food and Drug Administration; FDA) junija 2012 

prepovedala uporabo BPA v otroških stekleničkah in skodelicah. Nato je junija 2013 

prepovedala uporabo BPA v embalaži za pakiranje živil, ki se uporabljajo za otroško prehrano. 

FDA je leta 2008 za BPA določila vrednost NOAEL za peroralni vnos na 5 mg/kg t. m./dan 

(66), na podlagi česar so postavili vrednost TDI 50 µg/kg t. m./dan, ki velja še danes (67).   

V državah Afrike, JV Azije ter Južne in Srednje Amerike, ki spadajo med države v razvoju, 

omejitev uporabe BPA skoraj ni (68).  
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1.1.3.5 Analogi 

Omejevanje uporabe BPA je privedlo do iskanja alternativnih snovi. Namesto BPA se zaradi 

strukturne podobnosti najpogosteje uporabljata bisfenol F (BPF) in bisfenol S (BPS) (69, 70). 

Po podatkih Evropske agencije za kemikalije (angl. European Chemical Agency; ECHA) se v 

Evropi letno proizvede ali uvozi 1000–10000 milijonov ton BPS (71) in 10–100 ton BPF (72). 

BPS in BPF so dokazali v izdelkih za osebno nego (73), v izdelkih iz papirja in v živilih (69, 

70). BPS se uporablja v čistilnih izdelkih, premazih za električne izdelke in različnih 

industrijskih aplikacijah kot sestavina fenolnih smol, v termičnem papirju, vključno z izdelki, 

ki se tržijo kot »papir brez BPA«. BPF je prisoten v vodovodnih ceveh, zobnih tesnilnih masah, 

premazih za rezervoarje in cevi, industrijskih tleh, premazih za ceste in mostove, strukturnih 

lepilih in malti. Poleg tega se uporablja tudi v embalaži za živila. BPF je tudi sestavni del 

epoksidnih smol (69, 70). Zaradi vse večje uporabe in strukturne podobnosti z BPA sta BPS in 

BPF pritegnila pozornost raziskovalcev, ki so ugotovili, da imajo lahko tudi analogi BPA 

škodljive učinke za zdravje, saj so lahko citotoksični, genotoksični in mutageni ter imajo lahko 

toksične učinke na reproduktivne organe (74-77).  

 

1.1.4 Metode za detekcijo BPA v bioloških vzorcih 

Določitev vsebnosti BPA v bioloških vzorcih vključuje naslednje korake: zbiranje in hranjenje 

vzorcev, pripravo vzorcev, ki vključuje predpripravo, ekstrakcijo in čiščenje vzorcev ter 

določitev koncentracije z inštrumentalno analizno metodo (28).  

 

1.1.4.1 Priprava vzorcev 

Za določanje BPA v bioloških vzorcih je ključen korak priprava vzorcev, ki je večinoma 

dolgotrajna in delovno intenzivna (78, 79). Priprava vzorcev je v veliki meri odvisna od vrste 

vzorca. Za predpripravo trdnih vzorcev se običajno uporablja homogenizacija, za predpripravo 

tekočih vzorcev pa se uporabljata filtracija in/ali centrifugiranje. Poleg tega je za posebne 

vzorce potrebna posebna predpriprava, npr. vzorci z visoko vsebnostjo beljakovin lahko 

zahtevajo njihovo odstranitev z obarjanjem (28).  

Za ekstrakcijo in čiščenje BPA v bioloških vzorcih se uporabljajo različni pristopi, najpogosteje 

so to ekstrakcija s topilom (angl. solvent extraction; SE), ekstrakcija tekoče-tekoče (angl. 

liquid-liquid extraction; LLE) in ekstrakcija na trdni fazi (angl. solid phase extraction; SPE). 

Drugi pristopi so še ekstrakcija s pomočjo mikrovalov (angl. microwave-assisted extraction, 
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MAE), tekočinska ekstrakcija pod visokim pritiskom (angl. pressurized liquid extraction; PLE), 

disperzija trdne faze v matriksu (angl. matrix solid-phase dispersion; MSPD), mikroekstrakcija 

na trdnem nosilcu (angl. solid-phase microextraction; SPME) in sorptivna ekstrakcija z 

mešalnimi palicami (angl. stir bar sorptive extraction; SBSE) (28). Od leta 2000 so se metode 

priprave vzorcev precej razvile, k temu sta v veliki meri prispevali tako uporaba nanostrukturnih 

tekočin, imenovanih supramolekularna topila, ki združujejo ekstrakcijo in čiščenje v eni fazi 

(80, 81), kot tudi uporaba selektivnih sorbentov, kot so molekularno vtisnjeni polimeri (angl. 

molecularly imprinted polymers; MIPs) (Slika 2). To so sintetični, po meri izdelani polimeri z 

vnaprej določeno strukturno selektivnostjo za določen analit ali skupino strukturno povezanih 

spojin. Nosilce MIP dobimo s polimerizacijo funkcionalnih in zamreženih monomerov okoli 

vzorčne molekule, pri čemer nastane močno zamrežen tridimenzionalni mrežni polimer (82, 

83). Nastali vtisnjeni polimeri so zelo stabilni, robustni in odporni proti fizikalno-kemijskim 

spremembam, kot so sprememba vrednosti pH, temperature in topil, zato tehnika 

molekularnega vtiskovanja predstavlja obetavno in ugodno alternativo za premagovanje težav, 

povezanih z biomolekulami, kot so protitelesa, encimi in druge receptorske molekule (84). 

Nosilci MIP lahko omogočijo izolacijo in čiščenje analitov v enem koraku ter zagotovijo 

čistejše ekstrakte v primerjavi s klasično SPE (28). Uporaba MIP v ekstrakciji na trdni fazi oz. 

tako imenovana ekstrakcija na trdni fazi z molekularnim odtisom (MISPE) je daleč 

najnaprednejša uporaba MIP (79).  

 

 

Slika 2: Ekstrakcijska kolona za ekstrakcijo na trdni fazi s selektivnim polnilom z MIP 

tehnologijo 

Figure 2: Solid phase extraction column with selective filler with MIP technology 
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1.1.4.2 Določitev koncentracije z inštrumentalno metodo 

Za določitev koncentracije BPA v kompleksnih bioloških vzorcih je potrebna uporaba visoko 

občutljivih in selektivnih analiznih metod. Zato se za določanje koncentracije BPA v slednjih 

uporabljajo predvsem kromatografske metode, in sicer najpogosteje tekočinska kromatografija 

visoke ločljivosti s fluorescenčno detekcijo (HPLC-FL), tekočinska kromatografija visoke 

ločljivosti s tandemsko masno spektrometrično detekcijo (HPLC-MS/MS) in plinska 

kromatografija s tandemsko masno spektrometrično detekcijo (GC-MS/MS).  

Tekočinska kromatografija je v primerjavi s plinsko kromatografijo enostavnejša, saj zanjo ni 

potrebna visoka temperaturna obstojnost analitov oz. ni potreben dodaten korak derivatizacije 

vzorcev, vendar plinska kromatografija zaradi dolgih kromatografskih kolon običajno omogoča 

boljšo resolucijo. Druge tehnike, kot so tekočinska kromatografija visoke ločljivosti z 

elektrokemično detekcijo, kapilarna elektroforeza (angl. capillary electrophoresis), 

imunoanaliza (ELISA in imunokromatografske metode), in nekatere nove metode, kot so 

senzorji, se uporabljajo v manjši meri (28, 78).  

 

Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti s fluorescenčno detekcijo 

HPLC-FL se zaradi svoje visoke specifičnosti in selektivnosti šteje za primerno potrditveno 

metodo za organske ostanke ali kontaminante, ki kažejo nativno fluorescenco, in za molekule, 

ki kažejo fluorescenco po kateri koli transformaciji ali derivatizaciji (85). Nativno fluorescenco 

z vzbujevalno in emisijsko valovno dolžino 275 oziroma 305 nm kaže tudi BPA, kar smo 

uporabili tudi pri naših meritvah. Običajne inštrumentalne meje za kvantifikacijo BPA s to 

metodo so v območju med 5 in 50 ng/ml. Metoda je tako primerna za določanje BPA v zelo 

različnih vzorcih. Uporabili so jo že za določanje BPA v pijači, vinu, hrani za živali, sadju, 

zelenjavi, medu in ribah (53, 86-91). Običajne meje detekcije za določanje BPA v hrani in pijači 

so bile med 0,1 in 2 ng/ml oz. med 1 in 5 ng/g (28).  

 

1.1.5 Toksikokinetika BPA  

TK je veda, ki proučuje vplive organizma na toksin, torej vplive na njegovo sprostitev, 

absorpcijo, presnovo v telesu in izločanje iz telesa. Določitev absorpcije, porazdelitve v tkivih, 

metabolizma in izločanja BPA so prvi pogoj za oceno tveganja, saj so ti parametri temeljni pri 

ugotavljanju toksičnosti. Ti procesi so odvisni od načina vnosa BPA v organizem (92).  
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1.1.5.1 Absorpcija in metabolizem 

Pri ljudeh, primatih in glodavcih se BPA po peroralnem vnosu v veliki meri in hitro absorbira 

iz gastrointestinalnega trakta (93-97); v raziskavi Völkla in sod. se je po peroralnem vnosu z 

urinom izločilo 97 % vnesenega odmerka pri moških in 84 % vnesenega odmerka pri ženskah 

(93, 94). Rezultati raziskav na ljudeh so sovpadali z rezultati raziskav na opicah (95).  

Po peroralni aplikaciji je absolutna biološka uporabnost pri primatih 0,9-1,9 %, pri podganah 

pa 2,8 % (98). BPA se iz gastrointestinalnega trakta prenese v jetra, kjer se s pomočjo jetrnih 

encimov  pretvori v metabolite (3). 

Glavni metabolit, ki nastane z mehanizmom konjugacije z glukuronsko kislino pod vplivom 

encimov UDP-glukuroniltransferaz, je BPAG (Slika 3) (93, 99).  

 

 

Slika 3: Reakcija konjugacije aglikona BPA v BPAG 

Figure 3: Conjugation reaction of aglycone BPA to BPAG 

 

Poleg glukuronidiranja je eden od procesov metabolizma BPA tudi sulfatiranje, ki poteka z 

encimi sulfotransferazami (100). Sulfatiranje je manj pomembna metabolna pot (101) in pri 

primatih predstavlja manj kot 20 %, pri podganah pa manj kot 5 % metabolizma BPA (61). Pri 

ljudeh so v raziskavi, izvedeni na 30 prostovoljcih, ugotovili, da je BPAG v urinu predstavljal 

69,5 % vnesenega odmerka, z 21 % mu je sledil BPA-sulfat, najmanj (9,5 %) pa je bilo prostega 

BPA (102). Provencher in sod. pa so v nedavni raziskavi na prostovoljcih ugotovili, da se je z 

urinom v obliki BPAG izločilo 94,6 % odmerka BPA, v obliki BPA-sulfata 3,7 % odmerka in 

v obliki prostega BPA 1,7 % odmerka (103).  

Poleg BPAG in BPA-sulfata nastanejo pri visokih koncentracijah vnesenega BPA še nekateri 

drugi metaboliti, in sicer 5-hidroksi BPA, 3-hidroksi BPA in BPA-O-kinon. Do njihovega 

nastanka pride ob nasičenju encimov, ki katalizirajo reakcijo glukuronidacije (104).  
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BPAG in BPA-sulfat nista več estrogensko aktivna, medtem ko so za oksidativne metabolite 

BPA v in vitro raziskavah ugotovili enako estrogensko aktivnost kot pri prostem BPA (101).  

V primerjavi s peroralnim vnosom je biološka uporabnost BPA večja pri parenteralnih vnosih, 

kot so podkožni, intravenski in intraperitonealni vnos (105). Raziskovalci menijo, da peroralni 

vnos s sondo ni enak dietarnemu vnosu (106). Dietarni vnos BPA so uporabili v raziskavi s psi 

(21), primati (107), na ljudeh (108, 109) ter v eni raziskavi z ovcami (5), kjer so ugotovili, da 

se TK parametri razlikujejo glede na način vnosa. Pri dietarnem vnosu se BPA absorbira skozi 

sluznico ustne votline in iz želodca ter črevesja, medtem ko se pri peroralnem vnosu s kapsulami 

ali sondo absorbira le v prebavnem traktu. Biološka uporabnost BPA po dietarnem vnosu je 

bila prav tako večja v primerjavi s peroralnim vnosom s sondo (21). 

 

1.1.5.2 Izločanje 

Pri ljudeh in primatih se BPAG zaradi povečane hidrofilnosti izloča predvsem skozi ledvice z 

urinom (61), razpolovni čas (t1/2) pri ljudeh je manj kot 6 ur (108). Pri glodavcih se BPAG 

izloča v žolč in iz žolča v črevo, kjer se iz črevesja v krvni obtok reabsorbira v prosti obliki 

(enterohepatični cikel). Opisani cikel se večkrat ponovi. Izločanje BPA pri glodavcih v večji 

meri poteka z iztrebki. Pri podganah je t1/2 med 19 in 78 urami. Zaradi počasnega izločanja so 

glodavci dlje časa izpostavljeni prostemu BPA (110). 

 

Izločanje  v mleko 

Raziskave, v katerih so preučevali prenos BPA v mleko, so zelo redke. Vse in vivo raziskave 

so bile opravljene na glodavcih (111-114).  

Doerge in sod. so raziskovali prenos BPA v mleko podgan po ponavljajočem peroralnem vnosu 

in ugotovili 0,19 µg/l prostega BPA in 1,6 µg/l celokupnega BPA eno uro po vnosu 100 µg 

BPA/kg t. m. Na podlagi rezultatov so izračunali, da mladiči z mlekom prejmejo zgolj 1/300 

odmerka, ki so ga dali materam (113). Da bi se raziskovalci izognili kontaminaciji vzorcev 

zaradi vsesplošne razširjenosti BPA v okolju, so v raziskavi uporabili z izotopom označen BPA. 

Odmerek 100 µg/kg t. m. je bil izbran zato, da je bil znotraj linearnega TK območja in da je bil 

čim bližje območju predlagane izpostavljenosti ljudi, vendar dovolj visok za merjenje proste in 

konjugirane oblike. Raziskovalci menijo, da je prenos BPA v mleko omejen s serumskimi 

ravnmi prostega BPA, čeprav se lipofilna oblika prostega BPA učinkovito porazdeli v mleko 

(koeficient porazdelitve mleko/serum je 1,3). Ta vrednost je podobna razmerju mleko/serum 
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vrednosti 2,5, o kateri so poročali v raziskavi Yoo in sod., kjer so podganam namestili 

intravensko infuzijo in jim BPA vnašali do stacionarnega stanja v krvni plazmi (111). 

Koncentracije prostega BPA v raziskavi Doerge in sod. (113) so bile podobne koncentracijam 

(2000 nM) iz raziskave Okabayashija in Watanabeja, ki so jih v mleku izmerili 2 uri po 

peroralnem vnosu BPA podganam Sprague–Dawley (112). V raziskavi so Doerge in sod. glede 

na porazdelitveni koeficient, ki je bil manjši za konjugirano kot za prosto obliko BPA, 

domnevali, da konjugirana oblika BPA slabo prehaja v mleko (porazdelitveni koeficient = 

0,062) (113). Podobno vrednost (0,06) bi dobili iz meritev skupne radioaktivnosti v mleku in 

krvni plazmi pri podganah F344 v laktaciji eno uro po peroralnem vnosu 500 μg 14C-BPA/kg t. 

m. (115).  

 

1.1.6 Toksikodinamika BPA 

Zaradi visoke proizvodnje, uporabe v širokem razponu izdelkov in posledične razširjenosti v 

okolju ter izpostavljenosti ljudi je BPA danes eden izmed najbolj raziskanih KPHM (116). 

BPA se lahko veže na oba estrogenska receptorja: na estrogenski receptor alfa (Erα) in beta 

(Erβ) s tem, da je njegova afiniteta do Erβ večja (117). Njegova estrogenska aktivnost je 

približno pet velikostnih redov nižja od estrogenske aktivnosti 17β-estradiola (118, 119). BPA 

v in vitro testih kaže tudi antiandrogensko delovanje (101, 120). Prav tako je opisano njegovo 

delovanje na pregnanske X receptorje (PRX) (35), estrogenskemu receptorju podobne 

receptorje gama (ERRγ) (36), aril ogljikovodikove receptorje (AhR) (121), na membranske 

estrogenske receptorje ter s proteinom G sklopljene receptorje 30. BPA je tudi antagonist 

receptorju za ščitnične hormone (TR) (57, 122).  

Iz navedenih rezultatov raziskav izhaja, da BPA lahko deluje na različne organske sisteme in 

tkiva. V raziskavah so ugotovili, da lahko vpliva na presnovo in na imunski, živčni in 

reproduktivni sistem (123). 

 

1.1.6.1 Vpliv na moške spolne organe 

Vpliv BPA na moške spolne organe so ugotavljali številni raziskovalci v epidemioloških, in 

vitro ter in vivo raziskavah.  
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Epidemiološke raziskave 

V epidemiološki raziskavi, opravljeni na Kitajskem, so ugotovili, da so imeli delavci, ki so bili 

izpostavljeni visokim dozam BPA na delovnem mestu v proizvodnji BPA, manjši libido in 

večje težave z erekcijo in ejakulacijo (124). V naslednji raziskavi so ugotovili, da imajo moški 

z višjimi koncentracijami BPA v urinu nižjo koncentracijo semena, nižji odstotek gibljivih 

semenčic in nižji odstotek vitalnih semenčic (125). Meeker in sod. so med preučevanjem 

neplodnih parov ugotovili, da sta večja fragmentacija DNA semenčic in manjša kvaliteta 

semena povezani z višjo koncentracijo BPA v urinu teh moških (126). Po drugi strani Goldstone 

in sod. (127) ter Mendiola in sod. (128) niso ugotovili nobene povezave med višjimi vrednostmi 

BPA in reprodukcijskimi parametri.   

 

In vitro raziskave 

In vitro raziskave, pretežno opravljene na celičnih kulturah Sertolijevih celic podgan, so 

pokazale, da BPA negativno vpliva na njihovo vitalnost in celo povzroča apoptozo (129). Wang 

in sod. menijo, da je apoptoza Sertolijevih celic, ki so bile izpostavljene BPA, posledica 

delovanja BPA na PTEN/AKT signalno pot (130). Medtem so Qi in sod. dokazali, da BPA 

lahko povzroči apoptozo Sertolijevih celic z aktivacijo JNK/p38 MPAK signalne poti in da 

translokacija NF- κB in Fas/FasL sistema igra ključno vlogo v sproženju apoptoze (131). Poleg 

tega so Wang in sod. ugotovili, da po izpostavitvi podganjih Sertolijevih celic BPA (50 in 70 

μM na dan) pride do povečanega nastanka reaktivnih kisikovih zvrsti (angl. reactive oxygen 

species; ROS) in disfunkcije mitohondrijev (132). Barbonetti in sod. so enak rezultat dobili, ko 

so seme moških izpostavili BPA v koncentraciji 300 μM  (133).  

 

In vivo raziskave 

V literaturi so najštevilčnejše prav in vivo raziskave na živalih v postopkih, med katerimi 

prevladujejo raziskave na glodavcih. Kljub temu da velja, da so zarodki, novorojenčki in 

dojenčki najbolj občutljivi za škodljive učinke BPA (134), so bile nekatere raziskave opravljene 

tudi na glodavcih v kasnejših obdobjih življenja, v puberteti in v odrasli dobi (135-160). V teh 

raziskavah so ugotovili zmanjšanje absolutne in/ali relativne mase mod in/ali nadmodkov (135-

141) oz. povečanje mase mod (142), manjši premer zvitih semenskih cevk (136, 140, 143), 

nižjo višino zarodnega epitela zvitih semenskih cevk (142, 144, 145) ali večje število 

apoptotičnih celic (146-149). S histopatološko preiskavo so v modih ugotovili zmanjšanje 
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števila Leydigovih celic (136, 138), degeneracijo Leydigovih celic in zarodnih celic (141), 

zmanjšano število zarodnih celic (146, 147), odluščene zarodne celice (143, 150), nekrozo 

zarodnega epitela (151) in citoplazemsko vakuolizacijo zarodnih celic (145). V nekaterih 

raziskavah so ugotovili vpliv BPA na kakovost in količino semena, in sicer je BPA zmanjšal 

gibljivost semenčic v nadmodku, število semenčic, proizvodnjo semenčic, zaloge semena in 

tranzitni čas semena ter povzročil poškodbe DNK semenčic (135, 145, 152-155). Poleg tega je 

BPA porušil prooksidativno-antioksidativno ravnovesje v tkivu mod in nadmodka odraslih 

podgan (135, 137, 153, 156). Eden izmed razlogov za različne rezultate opisanih raziskav je 

lahko uporaba protokolov raziskav, ki so si bili med seboj zelo različni. V raziskavah so bili 

uporabljeni odmerki v širokem razponu (0,0002 do 960 mg/kg t. m. (135, 136), v različnih 

časovnih izpostavljenostih (od 6 dni do 48 tednov) (142, 150) in pri različnih načinih vnosa 

(pitna voda, dajanje v žrelo, podkožno, intraperitonealno) (144, 150, 152, 157). Poleg tega so 

raziskovalci uporabili različne soje podgan (Wistar, Sprague-Dawley, albino) (137, 144, 153) 

in mišk (Kunming, Pzh: SFIS, CD-1 miške, švicarsko-albinske miške, ICR miške, C57BL/6 

miške) (146, 147, 150, 158-160), ki so prav tako različno dovzetne za učinke estrogenih snovi 

(7).  

Le dve in vivo raziskavi sta bili izvedeni na drugih vrstah sesalcev, na navadnih marmozetkah 

(Callithrix jacchus) (22) in kozah (Capra hircus) (161). Navadne marmozetke so v omenjeni 

raziskavi  prejemale BPA v odmerku 2,5, 12,5 ali 25 μg/kg t. m./dan. V skupini opic, ki je 

prejemala 12,5 μg/kg t. m. BPA/dan, so ugotovili povečano število odluščenih zarodnih celic v 

lumnih zvitih semenskih cevk in edem intersticija; v skupini opic, ki je prejemala 25 μg/kg t. 

m. BPA/dan, pa so ugotovili vakuolizacijo Sertolijevih celic in zmanjšanje števila primarnih 

spermatocitov in okroglih ter podolgovatih spermatid (22). Odrasli kozli so BPA prejemali v 

odmerku 25 mg/kg t. m./dan, BPA je bil v tej raziskavi uporabljen za pozitivno kontrolo, glavna 

preučevana snov pa je bila rastlinski izvleček lepega slaka (Ipomoea carnea). Edini ugotovljeni 

spremembi pri kozlih, izpostavljenih BPA, sta bili vakuolarna degeneracija celic rete testis in 

zmanjšana integriteta celične membrane semenčic (161). 
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1.2 HIPOTEZE 

 

Zastavili smo si tri delovne hipoteze:  

1. V vzorcih mleka ovce je BPA mogoče zaznati po dietarnem in podkožnem vnosu. 

2. Način vnosa in fiziološko obdobje živali vplivata na TK profil BPA. 

3. 64-dnevna izpostavljenost BPA s hrano, v odmerku 25 µg/kg t. m., vpliva na morfološke 

značilnosti mod in osnovne parametre semena. 
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2 OBJAVLJENA ZNANSTVENA DELA 

 

2.1 PRELIMINARNA TOKSIKOKINETIČNA RAZISKAVA PRI MLEČNI OVCI V 

LAKTACIJI PO DIETARNEM IN PODKOŽNEM VNOSU BISFENOLA A 
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Izvleček 

 

Prehrana je glavni način izpostavljenosti ljudi BPA, eno od pomembnejših živil je mleko. 

Namen naše preliminarne raziskave je bil ovrednotiti izpostavljenost BPA in njegovo 

razpoložljivost v ovčjem mleku po večkratnem dietarnem in podkožnem vnosu relativno 

nizkega dnevnega odmerka (100 µg/kg t. m./dan) ovci v postopku. Z razvojem 

toksikokinetičnega modela smo na podlagi meritev krvne plazme in mleka ocenili odstotek 

izločenega BPA v mleko, ki je bil manjši od 0,1 % ne glede na način vnosa. Na podlagi 

toksikokinetičnega modela smo tudi ugotovili, da se BPA pri ovcah iz krvi v mleko verjetno 

prenese v večji meri v prosti (nekonjugirani) obliki. Na podlagi te ugotovitve in izvedene 

meritve domnevamo, da se prosti BPA verjetno naknadno presnovi v mlečni žlezi. Odstotek 

odmerka BPA, izločenega v mleko, je minimalen ne glede na način vnosa ovci v postopku.  
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2.2 DETERMINACIJA PROSTEGA IN CELOKUPNEGA BISFENOLA A V URINU IN 

IZTREBKIH OVCE Z METODO HPLC S FLUORESCENČNO DETEKCIJO 
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Izvleček 

 

V raziskavi smo razvili analizno metodo, ki je omogočila preučevanje izločanja prostega BPA, 

celokupnega BPA in njegovega glavnega metabolita BPAG. Vzorce urina in iztrebkov smo 

pridobili iz postopka, v katerem smo eni ovci pasme istrska pramenka pet dni zaporedoma 

vnašali 100 μg/kg BPA. Vsebnost prostega BPA in celokupnega BPA v vzorcih smo izmerili s 

tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC) na obrnjeni stacionarni fazi ter s 

fluorescenčno detekcijo. Zaradi dobrega izkoristka, natančnosti in občutljivosti sta se metodi 

izkazali za uporabni tudi za nadaljnje ekotoksikološke raziskave prostega BPA, BPAG in 

celokupnega BPA. Rezultate smo primerjali z vrednostmi, ki so jih raziskovalci ugotovili v 

živalskih izločkih na farmah.  
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2.3 BAZIČNA RAZISKAVA DIETARNEGA VNOSA BISFENOLA A (BPA) OVNOM 

PASME ISTRSKA PRAMENKA IN UGOTAVLJANJE REPRODUKTIVNE 

TOKSIČNOSTI  
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Izvleček  

 

BPA je okoljsko onesnaževalo, ki povzroča endokrine motnje. Po poročanju raziskovalcev ima 

BPA vpliv na reproduktivno toksičnost različnih živali v postopkih. V tej raziskavi smo 

ugotavljali, ali dolgotrajna dvomesečna izpostavljenost 25 µg/kg t. m. (majhen odmerek) BPA 

vpliva na spermatogenezo ali kakovost sperme pri mladih ovnih pasme istrska pramenka, ki so 

bili BPA izpostavljeni s hrano. Ocenili smo telesno maso in maso mod, histopatologijo mod in 

nadmodkov ter analizirali semenčice. Čeprav je bilo med obema skupinama nekaj razlik, te niso 

bile velike ali statistično značilne. Edina statistično značilna razlika je bila nižja višina 

zarodnega epitela zvitih semenskih cevk pri tretiranih ovnih v primerjavi s kontrolnimi ovni. 

Poleg ugotavljanja toksičnosti so bile po prvem dajanju določene koncentracije BPA v krvni 

plazmi tretiranih ovnov in izračunani toksikokinetični parametri celokupnega BPA. V tej 

raziskavi nismo odkrili večjih sprememb, ki bi nakazovale na motnje v reprodukciji pri ovnih.  
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3 RAZPRAVA 

 

 

Preučevanje TK BPA pri ovci in ovnih 

 

Širša javnost in raziskovalci so zadnja leta vse bolj zaskrbljeni zaradi možnega vpliva tudi zelo 

nizkih odmerkov KPHM, in sicer predvsem na prostoživeče živali in ljudi (162). Ena izmed 

bolje preučevanih snovi, ki spada med KPHM, je BPA. V literaturi ni veliko raziskav o 

absorpciji, distribuciji in izločanju preučevane snovi pri sesalcih, še posebej v naravnem okolju 

in pri koncentracijah, ki so v njem lahko prisotne. V prvem sklopu doktorske naloge smo zato 

preučevali pot BPA skozi organizem in njegovo izločanje v okolje pri ovci v laktaciji s sesnim 

jagnjetom po dietarnem in podkožnem vnosu (prva raziskava) in pri ovnih po dietarnem vnosu 

(druga raziskava). 

 

Predpogoja za izvedbo TK analiz sta bila razvoj in validacija kemijskih analitskih metod v 

bioloških vzorcih ovce in ovnov, ki sta omogočila dokazovanje zelo nizkih koncentracij BPA 

v vzorcih. Glede na razpoložljivo inštrumentalno opremo smo na podlagi dostopne literature 

razvili metodo za HPLC-FL, s katero smo v bioloških vzorcih določali tako prosti kot celokupni 

BPA.  

 

Za izolacijo celokupnega BPA smo vzorce predhodno dekonjugirali z encimom β-

glukuronidaza. Pri določevanju tako prostega kot celokupnega BPA, smo vzorce krvne plazme, 

mleka in iztrebkov ekstrahirali z organskim topilom acetonitrilom, v katerem je BPA dobro 

topen in ki dobro obarja proteine in denaturira encime. Vzorce urina pa smo redčili z vodo 

(prosti BPA) oz. s pufrom s pH vrednostjo 4,8 (celokupni BPA) in direktno nanesli na SPE 

kolonice. Za čiščenje prostega BPA v urinu in iztrebkih smo izvedli dvostopenjsko SPE, najprej 

s polnilom Chromabond HR-X, s sferičnim, hidrofobnim kopolimerom polistirena in 

divinilbenzena (PS/DVB) (Macherey-Nagel, Düren, Nemčija), nato pa še z visoko selektivnim 

sorbentom MIP v ekstrakcijskih kolonicah AFFINIMIP SPE (AFFINISEP, Petit-Couronne, 

Francija). Za čiščenje prostega BPA v krvni plazmi in mleku smo zaradi manjšega biološkega 

ozadja uporabili le SPE z MIP sorbentom, za čiščenje celokupnega BPA pa smo pri vseh 

matriksih uporabili dvostopenjsko SPE, z obema zgoraj navedenima sodobnima sorbentoma. 

SPE smo izvedli po postopku Deceunincka in sod., ki je bil razvit za analizo prostega BPA v 
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živilih (163). Izpustili pa smo zadnji del njihove metode in sicer predkolonsko derivatizacijo, 

ki je zaradi uporabljene HPLC ni bilo potrebno izvesti, pri fluorescenčni detekciji pa smo 

izkoristili tudi dejstvo, da BPA izkazuje nativno fluorescenco. Pri analiznem delu smo 

uporabljali sistem nadzora kakovosti in se pri tem opirali na smernice za analitske metode in 

interpretacijo rezultatov, ki veljajo v Evropski uniji (164). Analitske metode smo validirali po 

naslednjih parametrih: linearnosti, izkoristku, preciznosti, meji detekcije (LOD) in meji 

kvantifikacije (LOQ). Linearnost ugotavljanja prostega in celokupnega BPA je bila dobra, saj 

je bil kvadrat korelacijskega koeficienta r2 večji ali enak 0,99 za vse vrste matriksov. Izkoristek 

za prosti BPA v vzorcih krvne plazme, mleka, urina in iztrebkov se je gibal med 41,6 in 88,4 

%, izkoristek za celokupni BPA pa se je gibal med 42,0 in 67,6 %. LOD za prosti BPA v krvni 

plazmi je bila 0,05 µg/l, v mleku 0,1 µg/l, v urinu 0,1 µg/l in iztrebkih 2 µg/kg. LOD za 

celokupni BPA v krvni plazmi je bila 0,4 µg/l, v mleku 0,2 µg/l, v urinu 10 µg/l in iztrebkih 1 

µg/kg. LOQ za prosti BPA v krvni plazmi je bila 0,25 µg/l, v mleku in urinu 0,5 µg/l, v iztrebkih 

pa 2 µg/kg. LOQ za celokupni BPA v krvni plazmi je bila 1 µg/l, v mleku 0,5 µg/l, v urinu 100 

µg/l in v iztrebkih 2 µg/kg.  

 

V raziskavi, ki smo jo opravili na eni ovci s sesnim jagnjetom, smo ugotavljali vpliv različnih 

poti vnosa BPA na TK parametre BPA v krvni plazmi, mleku, urinu in iztrebkih ovce. Vpliv 

vnosa na TK parametre smo preučevali, ker smo želeli v raziskavi z ovni uporabiti najrealnejši 

možen vnos, ki smo mu načeloma izpostavljeni ljudje, tj. s hrano. Med raziskovalci namreč 

poteka razprava o tem, ali bi bilo za raziskave, ki ugotavljajo škodljiv vpliv KPHM, treba 

opustiti peroralni vnos s sondo (106). Vzrok za razpravo so raziskave, pri katerih so ugotovili, 

da se BPA lahko absorbira že v ustni votlini, ki je pri vnosu BPA po sondi izvzeta (5, 21). 

Absorpcija snovi pri t. i. dietarnem vnosu namreč poteka učinkovito tudi preko sluznice ustne 

votline, kar vodi do hitrega prenosa v arterije, ki to snov prenašajo v tkiva. Pomembno je, da se 

kemikalije, ki se absorbirajo po tej poti, izognejo metabolizmu prvega prehoda v črevesju in 

jetrih. Poleg tega je peroralni vnos po sondi povzročil stresni odziv (165) pri živalih v 

postopkih, kar je pri preučevanju KPHM še posebej problematično. Ker pa za tako nizke 

odmerke BPA (velikostnega reda 100 µg/kg t. m. BPA/dan), kot smo jih želeli uporabiti, v 

literaturi nismo našli podatka, ali bomo BPA v krvni plazmi ovc z uporabljeno analitsko metodo 

sploh lahko zaznali, smo v raziskavo vključili še podkožni vnos.  
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V raziskavi z ovco smo ugotovili, da je bila po dietarnem vnosu Cmax prostega BPA v krvni 

plazmi 2,15 µg/l dosežena v 0,33 ure (tmax). AUC je bila 1,28 µg h/l. TK parametri prostega 

BPA po podkožnem vnosu so se razlikovali od parametrov po dietarnem vnosu, in sicer je bila 

Cmax prostega BPA v krvni plazmi 6,41 µg/l dosežena v dveh urah. AUC je bila 33,3 µg h/l. 

Podkožni vnos je povzročil večjo in daljšo izpostavljenost prostemu BPA v primerjavi z 

dietarnim vnosom. Naši rezultati so podobni raziskavi Guignarda in sod., v kateri so prav tako 

pri ovcah primerjali dietarni in podkožni vnos (166). V naši raziskavi je bila Cmax prostega BPA 

pri podkožnem vnosu trikrat višja kot pri dietarnem vnosu, v njihovi raziskavi pa je bila Cmax 

prostega BPA pri podkožnem vnosu 4,6 ± 1,5-krat višja kot pri dietarnem vnosu. V raziskavi 

Guignarda in sod. je bila Cmax po dietarnem vnosu dosežena zelo hitro, v 0,12 ure pri dveh 

ovcah in v 0,20 ure pri drugih dveh, medtem ko je bila Cmax po podkožnem vnosu dosežena po 

2 urah pri treh ovcah in po 1 uri pri eni ovci. Rezultati naše raziskave so bili podobni rezultatom 

njihove raziskave tudi glede TK parametrov BPAG v krvni plazmi. V primerjavi s prostim BPA 

je časovni potek koncentracije BPAG pri obeh načinih izpostavljenosti zelo podoben (166). Za 

BPAG sicer velja, da nima biološke aktivnosti (101). Guignard in sod. so izračunali, da je 

biološka razpoložljivost BPA lahko kar 30-krat nižja ob dietarnem vnosu v primerjavi s 

podkožnim vnosom (166). Glede na pridobljene rezultate lahko potrdimo del hipoteze, da način 

vnosa vpliva na TK profil BPA, in sicer da dietarni vnos povzroči manjšo in krajšo 

izpostavljenost prostemu BPA.  

 

Izmerjene koncentracije prostega in celokupnega BPA v krvni plazmi ovce, skupaj z meritvami 

prostega in celokupnega BPA v mleku, so nam služile kot osnova za TK model, ki smo ga 

razvili za oceno izločanja BPA v ovčje mleko. S TK modelom smo ocenili delež odmerka, 

izločenega z mlekom, ki je bil manj kot 0,1 % tako za prosti kot za celokupni BPA ne glede na 

način vnosa. Ta rezultat je primerljiv z rezultati raziskave, ki so jo opravili Snyder in sod. Pri 

podganah so 8 ur po vnosu ugotovili le majhen delež 14C-BPA (0,63 +/- 0,13 µg/equiv/mL) 

(114). S TK modelom smo na podlagi nižje vrednosti informacijskega kriterija Akaike (AIC) 

ugotovili, da se najverjetneje v mlečno žleze prenese le prosti BPA. Ker pa smo v mleku zaznali 

tudi celokupni BPA, ki smo ga na isti časovni točki izmerili več kot prostega BPA, domnevamo, 

da se v mlečni žlezi prosti BPA metabolizira v BPAG. Prav tako so Doerge in sod. pri glodavcih 

posredno dokazali, da se v mlečno žlezo v večji meri prenese prosti BPA, v manjši meri pa 

BPAG (113). Domnevamo, da bi se lahko prosti BPA v mlečni žlezi v BPAG metaboliziral s 
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pomočjo encima uridin 5′-difosfo-glukuronoziltransferaze (UDP-glukuronoziltransferaze). V 

posameznih raziskavah so v tkivu dojk žensk namreč ugotovili prisotnost encimov 

UDP-glukuronoziltransferaz (UGT) (167-169). Rezultati raziskave Streetove in sod. pa 

potrjujejo sposobnost glukuronidacije BPA v tkivu dojk pri ženskah, čeprav so aktivnosti 

glukuronidacije veliko nižje (za več kot 100000-krat) v primerjavi s tistimi, ki so bile 

ugotovljene v jetrih (170). V literaturi nismo zasledili raziskav, ki bi ugotavljale prisotnost UGT 

v mlečni žlezi ovc, domnevamo pa, da so mlečne žleze vseh sesalcev verjetno opremljene s 

primerljivimi mehanizmi razstrupljanja.  

V vzorcu mleka ovce smo po dietarnem vnosu ocenili prisotnost prostega BPA na 0,05 µg/l in 

izmerili 0,78 µg/l celokupnega BPA. Po podkožnem vnosu smo v vzorcu mleka ovce izmerili 

0,87 µg/l prostega BPA in 1,89 µg/l celokupnega BPA. Prvo hipotezo, da je v vzorcih mleka 

ovce mogoče zaznati BPA po dietarnem in podkožnem vnosu, smo tako potrdili.  

 

V prvi raziskavi smo ovci odvzeli tudi vzorce urina in iztrebkov. Ker nismo imeli na razpolago 

metaboličnih kletk, nismo mogli zajeti vsega urina in iztrebkov, zato deleža vnesenega odmerka 

BPA v teh biološkim materialih nismo mogli izračunati. Smo pa na podlagi zaporednih meritev 

po vnosu BPA kljub temu ugotovili, da se je BPA, ne glede na način vnosa, večinoma izločil z 

urinom kot BPAG, le majhen del pa se ga je izločil kot prosti BPA. V eni časovni točki, tj. štiri 

ure po prvem dietarnem vnosu, smo v vzorcih urina ovce izmerili 15,81 µg/l prostega BPA in 

15157 µg/l celokupnega BPA, v vzorcih iztrebkov pa sta bila prosti in celokupni BPA manjša 

od LOD (< 1 µg/kg). Podobno smo 4–4,5 ure po prvem podkožnem vnosu v vzorcih urina ovce 

izmerili 11,53 µg/l prostega BPA in 13846 µg/l celokupnega BPA, v vzorcih iztrebkov pa sta 

bila prosti in celokupni BPA prav tako manjša od LOD (< 1 µg/kg). Da se BPA večinoma izloča 

skozi ledvice v obliki BPAG, so ugotovili tudi v drugih raziskavah, opravljenih na ovcah (171, 

172), opicah (92), in prašičih (173). Pri podganah je bil delež BPAG, izločenega z urinom, zgolj 

6,5 % (97) zaradi enterohepatične poti BPA, ki se pri tej živalski vrsti večinoma izloča z 

iztrebki.  

Omejitev naše raziskave je bila posredno določanje BPAG z metodo encimske dekonjugacije. 

Posledično je bila določena koncentracija BPAG v vzorcih urina v naši raziskavi najverjetneje 

višja od realne koncentracije v vzorcih, saj smo dekonjugacijo opravili z encimom 

ß-glukuronidaza iz Helix pomatia vrste HP-2, ki ima tako glukuronidazno (≥ 100.000 U/ml) 

kot sulfatazno (≤ 7.500 U/ml) aktivnost. To so dokazali tudi Lacroix in sod., saj je bila 
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koncentracija neposredno izmerjenega BPAG v njihovi raziskavi nižja od koncentracije BPAG, 

pridobljene z encimsko dekonjugacijo (171). In vivo raziskave, v katerih so določali vsebnost 

BPA v iztrebkih, so bile opravljene le na opicah (92) in podganah (97). Pri opicah se je BPA v 

veliko manjšem deležu izločil z iztrebki (1,8–3,1 %) kot pri podganah (78–82 %). Pri obeh 

vrstah živali so v vzorcih iztrebkov zaznali le prosti BPA (92, 97). V naši raziskavi so bile 

ugotovljene koncentracije prostega BPA v iztrebkih podobno nizke kot pri opicah. Prav tako 

smo v iztrebkih zaznali primerljivo količino celokupnega BPA in prostega BPA, kar posredno 

nakazuje na to, da je delež BPAG, ki se izloči z iztrebki, tudi pri ovcah zelo majhen.  

Izločki živali (gnojnica in gnoj), namenjenih za proizvodnjo živil, se v nekaterih kmetijskih 

praksah še vedno odlagajo neposredno na kmetijske površine. Ker smo v naši raziskavi 

ugotovili, da se BPA pri ovcah izloča pretežno z urinom, bi uporaba gnojnice (sestavljene iz 

urina in iztrebkov) lahko negativno vplivala na tla in življenje v tleh. V večini raziskav je sicer 

koncentracija brez opaznega učinka (angl. no-observed-effect concentration; NOEC) za 

kopenske nevretenčarje visoka; za kolobarnike (Enchytraeus crypticus) je ≥100 mg/kg suhe 

mase, za skakače (Folsomia candida) pa je ≥ 500 mg/kg suhe mase (174). Vendar pa so 

raziskave z nižjimi odmerki BPA pri kopenskih nevretenčarjih še zelo redke. Ena izmed njih je 

raziskava Babićeve in sod., v kateri so dokazali, da že izpostavljenost koncentraciji 0,023 µg/l 

BPA pri deževnikih (Eisenia fetida) povzroča degenerativne spremembe v celični strukturi 

jajčnikov (175). 

 

V raziskavi, ki smo jo opravili na ovnih, smo uporabili štirikrat nižji odmerek (25 µg/kg t. 

m./dan) kot v raziskavi z ovco. Pričakovali smo, da bomo glede na rezultate prve raziskave z 

našo analitsko metodo in koncentriranjem vzorcev lahko zaznali tudi štirikrat nižje vrednosti 

BPA v krvni plazmi. Žal so bile ugotovljene koncentracije prostega BPA prenizke, da bi lahko 

ocenili izpostavljenost ovnov tej obliki BPA. Kljub temu da prostega BPA nismo izmerili, pa 

so bile izmerjene koncentracije celokupnega BPA dovolj visoke, da smo na njihovi podlagi 

lahko naredili osnovno neprostorsko TK analizo. Ker smo v prvi raziskavi na ovci v laktaciji 

uporabili enako metodologijo in živalsko vrsto, vendar štirikrat višji odmerek, je rezultate 

zanimivo primerjati z našo drugo raziskavo z ovni. Cmax za celokupni BPA je v raziskavi z ovco 

znašala 43,46 µg/l, kar je približno štirikrat višja povprečna Cmax kot v raziskavi z ovni (10,93 

+/- 1,9 µg/l). Prav tako je bil tmax v prvi raziskavi pri ovci dosežen v 0,33 ure, v drugi raziskavi 

pri šestih ovnih med 0,33–1 uro, zgolj pri enem ovnu pa šele po šestih urah. Pri vseh ovnih smo 
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ugotovili drugi koncentracijski vrh približno po šestih urah po dietarnem vnosu BPA. Drugega 

koncentracijskega vrha pa nismo zaznali v prvi raziskavi z ovco v laktaciji. Tudi Guignard in 

sod. niso zaznali drugega koncentracijskega vrha (5, 166). Do pojava drugega 

koncentracijskega vrha celokupnega BPA po šestih urah bi po naših ugotovitvah lahko prišlo 

zaradi potencialno prisotne enterohepatične cirkulacije. 

Drugega dela druge hipoteze, ki se nanaša na vpliv fiziološkega obdobja živali, tj. vpliva starosti 

in spola živali na TK profil BPA nismo morali ne potrditi, ne zavreči, saj so bile vrednosti 

prostega BPA v krvni plazmi ovnov prenizke, da bi jih lahko uporabili v TK analizi in 

posledično medsebojna primerjava TK profilov ovce in ovnov ni bila mogoča.  

 

 

Preučevanje vpliva BPA na spolne organe ovnov v puberteti 

 

Namen drugega sklopa doktorske naloge je bil pridobiti podatke o vplivu BPA na spolne organe 

ovnov in s tem ugotoviti vpliv na njihovo reproduktivno sposobnost. Rezultati naše raziskave, 

v kateri so bili ovni izpostavljeni 25 μg//kg t. m. BPA/dan po prehranski poti in pri katerih smo 

ob koncu dvomesečne izpostavljenosti ugotavljali vpliv BPA na telesno maso, absolutno maso 

mod, vpliv na histopatologijo mod in nadmodkov, nekatere morfometrične značilnosti zvitih 

semenskih cevk in vpliv na kvaliteto ter kvantiteto semena, prispevajo k boljšemu poznavanju 

toksičnosti nizkih odmerkov BPA na moško reprodukcijo.  

 

Prva posebnost naše druge raziskave je bila uporaba eksperimentalnega živalskega modela, ki 

v primerjavi z dostopnimi podatki v znanstveni literaturi niso bile miške ali podgane, druga 

posebnost je bila uporaba dietarnega vnosa, tretja posebnost pa je bila uporaba relativno nizkega 

odmerka BPA, in sicer tako nizkega, da po mnenju nekaterih raziskovalcev predstavlja realen 

vnos BPA za ljudi (5, 116). 

Ovni so bili v raziskavi izbrani iz dveh razlogov. Eden je bil ugotavljanje, kako splošne so 

ugotovitve rezultatov raziskav, opravljenih na glodavcih, drugi pa njihova velikost, ki nam je 

omogočila zadostno količino odvzetih bioloških materialov, da smo lahko potrdili notranjo 

izpostavljenost BPA.  

Odmerek 25 μg//kg t. m. BPA/dan smo v raziskavi izbrali, ker je v številnih raziskavah, 

vključno z nedavno izvedenimi raziskavami konzorcija, ki povezuje akademska in regulativna 
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spoznanja o toksičnosti BPA (angl. Consortium Linking Academic and Regulatory Insights on 

BPA Toxicity; CLARITY-BPA), opisan kot nizek odmerek (176). Poleg tega pa smo na podlagi 

predhodne raziskave na eni ovci in opcijsko večjim koncentriranjem vzorcev krvi za 

inštrumentalno analizo presodili, da bomo po tem odmerku lahko dokazali notranjo 

izpostavljenost prostemu BPA. Odmerek 25 µg/kg telesne mase pri povprečnem odraslem 

človeku s 60 kg telesne mase pomeni izpostavljenost 1,5 mg BPA na dan, česar nekateri 

raziskovalci sicer nimajo za nizko izpostavljenost BPA (177).  

 

V naši raziskavi smo pri ovnih, izpostavljenih BPA, ugotovili nižjo telesno maso in maso mod 

v primerjavi z ovni iz kontrolne skupine, vendar pa razlika ni bila statistično značilna. V 

preostalih raziskavah, v katerih so preučevali vpliv BPA na moške spolne organe glodavcev v 

puberteti ali v odraslem obdobju, so bili rezultati zelo različni. Tako je bil najnižji odmerek, ki 

je povzročil nižjo telesno maso mišk/podgan, 0,05 mg/kg t. m./dan (140), najvišji odmerek pa 

960 mg/kg t. m./dan (136). Najnižji in najvišji odmerek, povezan z manjšo maso mod, je bil 

0,0002 mg/kg t. m./dan (139) oziroma 960 mg/kg t. m./dan (136).  

 

V literaturi za najobčutljivejšo preiskavo, s katero se dokazuje toksičnost za moško 

reprodukcijo pri živalih v postopkih, velja histopatološka preiskava mod in nadmodkov (178). 

V naši raziskavi s to preiskavo nismo ugotovili morfoloških sprememb, ki so značilne za KPHM 

in ki bi se pri ovnih, izpostavljenih BPA, pojavljale pogosteje kot pri ovnih iz kontrolne skupine. 

Histopatološko preiskavo mod z upoštevanjem faz spermatogeneze (179-181) smo opravili po 

priporočilih za oceno mod in nadmodkov na reproduktivno toksičnost (178, 182). Ugotovili 

smo, da so bile zvite semenske cevke normalno razvite in so imele vse zarodne celice in 

ohranjene stopnje spermatogeneze. Izjema sta bila dva ovna – eden iz kontrolne skupine in 

drugi iz tretirane skupine, ki sta bila ob koncu postopka v obdobju peripubertete. To je bil tudi 

razlog, da smo ju izključili iz statistične analize rezultatov. V literaturi smo zasledili le eno 

raziskavo, v kateri so uporabili primerljivo živalsko vrsto. V tej raziskavi so bili odrasli kozli 

120 dni izpostavljeni 1000-krat večjemu odmerku BPA kot ovni v naši raziskavi, edina 

histopatološka sprememba, ki jo je povzročil BPA, pa je bila vakuolarna degeneracija rete 

testisa (161). Glede na fotografijo, ki prikazuje opisane spremembe, menimo, da je prišlo do 

napačne interpretacije pri histopatološki preiskavi in da v resnici ne gre za vakuolizacijo rete 

testisa, temveč za heterotopno maščobno tkivo v vezivu rete testisa, in da histopatoloških 
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sprememb, ki bi nakazovale na toksičnost BPA, v tej raziskavi niso ugotovili. V raziskavah na 

glodavcih, ki so bili BPA izpostavljeni v času pubertete ali v odraslem obdobju, so rezultati 

zelo različni; Jin in sod. so ugotovili zmanjšanje števila spermatogonijev, spermatocit in 

spermatid že pri odmerku 0,002 mg BPA/kg t. m./dan (149), medtem ko Li in sod. po odmerku 

160 mg BPA/kg t. m./dan niso ugotovili histopatoloških sprememb (136). V raziskavah 

konzorcija CLARITY-BPA pri podganah, ki so bile izpostavljene BPA v odmerkih 2, 5, 25, 

250, 2500 in 25000 μg/kg t. m., niso ugotovili histopatoloških sprememb, za katere bi lahko 

trdili, da jih je povzročil BPA, kljub temu da so bile podgane BPA izpostavljene že od 6. dneva 

brejosti pa do 21. dne po rojstvu ali do konca postopka, tj. eno oz. dve leti (9, 183). Zanimivo 

je, da v večini in vivo raziskav na glodavcih, pri katerih so ugotavljali reproduktivno toksičnost, 

histopatološka preiskava sploh ni bila izvedena (135, 152, 156, 158, 184-186), lahko pa je bila 

izvedena, vendar niso bile upoštevane smernice za določanje histopatoloških sprememb za 

ugotavljanje toksičnosti (136, 143, 147, 150, 151). V naši raziskavi niti v modih niti v tkivu 

nadmodkov nismo ugotovili sprememb, ki bi nakazovale na toksično delovanje BPA na moda 

ali nadmodke. Kot v modih smo tudi v nadmodkih sicer v obeh skupinah ugotovili minimalne 

spremembe, vendar nobena izmed teh ni bila pogosteje prisotna pri ovnih, izpostavljenih BPA. 

Kljub temu da v priporočilih za oceno mod in nadmodkov na reproduktivno toksičnost 

izpostavljajo pomembnost histopatološke preiskave nadmodkov, so v raziskavah na glodavcih 

le redko poročali o rezultatih te preiskave. Le v treh raziskavah na odraslih glodavcih so 

poročali o spremembah v nadmodkih, glavna opisana sprememba pa je bila pomanjkanje 

semenčic v lumnih kanalčkov nadmodkov (140, 152). 

 

Poleg histopatološke preiskave mod in nadmodkov smo na zvitih semenskih cevkah mod 

opravili tudi morfometrične meritve premera cevk, površine cevk in višine zarodnega epitela v 

zvitih semenskih cevkah. Presenetljivo je bila višina zarodnega epitela v zvitih semenskih 

cevkah nižja pri ovnih, ki so bili izpostavljeni BPA. Razlog za opisano razliko bi bil lahko 

manjše število zarodnih celic v zvitih semenskih cevkah.  

 

V naši raziskavi morfologija, gibljivost, parametri smeri in hitrosti gibanja semenčic ter 

integriteto celične membrane semenčic med skupinama ovnov niso bili statistično značilno 

različni. Rezultate naše raziskave zaradi razlik v metodologiji težko primerjamo z rezultati 

raziskav na glodavcih. V naši raziskavi smo namreč nadmodke zaradi njihove velikosti razdelili 
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na posamezne dele (glava, telo, rep nadmodka) in analize semena izvedli na vsakem delu 

nadmodka in na semenovodu. Pri glodavcih, kjer je nadmodek manjši, je vsak nadmodek 

predstavljal le en vzorec. Sicer so rezultati raziskav na glodavcih o vplivu BPA na seme zelo 

različni. Podobno kot v naši raziskavi sta dve raziskavi na glodavcih, ki so ju izvedli Qiu in sod. 

(145) ter Liu in sod. (155), poročali o odsotnosti morfoloških napak semenčic. Variabilni so 

bili tudi rezultati raziskav, v katerih so ugotavljali spremembo gibanja semenčic. V nekaterih 

raziskavah se je gibljivost zmanjšala (135, 151, 157, 186), v drugih pa se ni spremenila (155). 

V primerjavi z raziskavami na glodavcih, v katerih so večinoma poročali o zmanjšanju števila 

semenčic (135, 141, 145, 149, 151, 154, 157, 158, 184, 186, 187), pa v naši raziskavi BPA ni 

statistično značilno vplival na koncentracijo semenčic v posameznem delu nadmodka ali v 

semenovodu.  

 

Na podlagi vseh rezultatov smo tretjo hipotezo, da dvomesečna izpostavljenost BPA s hrano v 

odmerku 25 µg/kg telesne mase/dan vpliva na morfološke značilnosti mod in osnovne 

parametre semena ovnov, zavrnili. Ker smo ugotovili nekatere razlike, ki bi lahko nakazovale 

na škodljive učinke BPA, ki z izjemo nižjega zarodnega epitela zvitih semenskih cevk niso bile 

statistično značilne, menimo, da bi bila za zanesljivo potrditev naših rezultatov potrebna 

raziskava z večjim številom živali v postopku. Kljub temu pa smo v toksikoloških raziskavah 

večinoma zasledili, da pri večjih živalskih vrstah uporabljajo zgolj štiri živali istega spola na 

skupino (188). To bi lahko pomenilo, da so štiri živali za relevantnost rezultatov postopka 

dovolj, lahko pa tudi, da rezultati takih preiskav niso zanesljivi.  
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4 SKLEPI 

 

 V vzorcih mleka ovce, izpostavljene BPA, smo po dietarnem in podkožnem vnosu 

zaznali prosti in celokupni BPA. Na podlagi tega menimo, da je prenos BPA v mleko 

pri prežvekovalcih možen, a je minimalen. Poleg tega smo na podlagi TK modela 

ugotovili, da BPA v mlečno žlezo ovce v večji meri prehaja v prosti, nekonjugirani 

obliki. Glede na to ugotovitev in glede na izmerjene vrednosti BPA-konjugata in 

celokupnega BPA v mleku domnevamo, da se prosti BPA verjetno naknadno presnovi 

v mlečni žlezi. 

 TK parametri po dietarnem in podkožnem vnosu BPA so različni. Dietarni vnos je v 

naši raziskavi povzročil manjšo in krajšo izpostavljenost prostemu BPA, medtem ko 

način vnosa ni vplival na TK parametre celokupnega BPA. 

 V tkivu mod in nadmodkov nismo ugotovili histopatoloških sprememb, ki bi 

nakazovale, da BPA deluje toksično. BPA pa bi lahko vplival na koncentracijo semenčic 

v nadmodku in semenovodu, vendar razlike v naši raziskavi niso bile statistično značilne 

in bi bile za njihovo potrditev potrebne dodatne raziskave z večjim številom živali. 

Edina statistično značilna razlika med skupinama je bila nižja višina zarodnega epitela 

zvitih semenskih cevk pri ovnih, izpostavljenih BPA. 
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5 POVZETEK 

 

BPA je kemična snov, ki se globalno proizvaja in uporablja v velikih količinah. Zaradi široke 

uporabe je v okolju zelo razširjen. Dokazan je bil v atmosferi, vodi in odplakah, pitni vodi, 

hrani in celo v stanovanjskem prahu. Kljub temu da ima kratko razpolovno dobo, je v okolju 

stalno prisoten zaradi neprekinjenega vnosa. V organizem ljudi in živali se najpogosteje vnese 

s hrano in pijačo, v manjši meri tudi skozi kožo ali z vdihavanjem. Zaradi šibke estrogenske 

aktivnosti in sposobnosti vezave na številne druge receptorje je poznavanje njegovih TK 

lastnosti zelo pomembno. 

 

Doktorsko disertacijo smo izvedli na domačih ovcah (Ovis aries). V prvem sklopu naloge smo 

preučevali TK parametre pri ovci in ovnih pasme istrska pramenka po zaporednem dietarnem 

in podkožnem vnosu BPA. Namen tega sklopa je bil preučiti absorpcijo in eliminacijo BPA in 

ovrednotiti vpliv vnosa na TK parametre BPA. Razvili in validirali smo kemijske analitske 

metode za določanje prostega in celokupnega BPA v kompleksnih bioloških vzorcih – v krvni 

plazmi, mleku, urinu in iztrebkih. Za določanje BPA smo vzorce očistili in ekstrahirali s 

pomočjo sodobnega sorbenta MIP, ki je selektivno vezal preiskovani analit. Za določanje 

celokupnega BPA oz. posredno BPAG smo vzorce pred tem dodatno dekonjugirali z encimom 

ß-glukuronidaza in uporabili še dodatno SPE z nosilcem Chromabond HR-X. Prav tako smo ta 

nosilec uporabili za osnovno čiščenje urina in iztrebkov. Uvedene metode smo validirali po 

osnovnih parametrih, ki so ustrezni glede na smernice za analitske metode in interpretacijo 

rezultatov v EU, zato menimo, da je razvoj metod uspešen. Rezultati neprostorske TK analize 

so pokazali, da sta TK profila BPA v krvni plazmi ovce v laktaciji s sesnim jagnjetom različna. 

Dietarni vnos BPA je povzročil manjšo in krajšo izpostavljenost prostemu BPA, AUC je bila 

1,28 µg h/l, v primerjavi s podkožnim vnosom, pri katerem je bila AUC prostega BPA 

33,3 µg h/l. TK profila celokupnega BPA oz. BPAG pa sta si bila zelo podobna. V vzorcih 

mleka smo po šestih urah od dietarnega vnosa ocenili prisotnost prostega BPA na 0,05 µg/l in 

izmerili 0,78 µg/l celokupnega BPA, po podkožnem vnosu pa smo izmerili 0,87 µg/l prostega 

BPA in 1,89 µg/l celokupnega BPA. S tem smo potrdili, da se BPA izloča v mleko 

prežvekovalcev. Poleg tega smo na podlagi meritev prostega in celokupnega BPA v krvni 

plazmi in mleku razvili prostorski TK model, s katerim smo ocenili izločanje BPA v mleko 

ovce. Delež izločenega BPA v mleko je bil ne glede na način vnosa manjši od 0,1 % prejetega 

vnosa. S prostorskim TK modelom smo ugotovili, da se BPA najverjetneje izloča v mleko 
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predvsem v prosti, nekonjugirani obliki. V urinu ovce smo po dietarnem vnosu izmerili zelo 

nizke vrednosti prostega BPA (≤ 16,55 µg/l) in visoke vrednosti celokupnega BPA (≤ 15157 

µg/l), katerega največji del je bil najverjetneje BPAG. V iztrebkih ovce pa smo izmerili zelo 

nizke vrednosti prostega BPA (≤ 45,25 µg/kg) in celokupnega BPA (≤ 53,4 µg/kg). Po štirikrat 

manjšem odmerku, ki so ga prejemali ovni v drugi raziskavi, smo v krvni plazmi določili 

približno štirikrat nižjo Cmax celokupnega BPA. 

 

V drugem sklopu doktorske naloge smo ugotavljali vpliv BPA na spolne organe ovnov, ki so 

BPA prejemali v puberteti. Med skupinama nismo ugotovili statistično značilnih razlik v 

pojavnosti in intenziteti histopatoloških sprememb v modih in nadmodkih. Prav tako nismo 

ugotovili statistično značilnih razlik v premeru in površini zvitih semenskih cevk. Ugotovili pa 

smo statistično značilno nižjo višino zarodnega epitela zvitih semenskih cevk pri tretiranih 

ovnih. Telesna masa in masa mod sta bili povprečno malo nižji v tretirani skupini ovnov, vendar 

razlike med skupinama niso bile statistično značilne. Na semenu smo opravili osnovne teste – 

pogledali smo morfologijo semenčic, koncentracijo semena, integriteto celične membrane 

semenčic in s sistemom CASA določili hitrost in smer gibanja semenčic. Statistično značilnih 

razlik med skupinama nismo ugotovili. Glede na rezultate lahko zaključimo, da BPA ni 

(bistveno) vplival na spolne organe ovnov. Za potrditev odsotnosti vpliva BPA na spolne organe 

ovnov pa bi bile potrebne nadaljnje raziskave z večjim številom živali.  
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6 SUMMARY 

 

BPA is a chemical that is produced and used globally in large quantities. Due to its widespread 

use, it is very common in the environment. It has been detected in the atmosphere, water and 

sewage, drinking water, food, and even in house dust. Although it has a short half-life, it is 

constantly present in the environment due to its continuous release. Humans and animals most 

commonly ingest BPA through food and beverages, and are to a lesser extent exposed to BPA 

through the skin or by inhalation. Since it has weak estrogenic activity and the ability to bind 

to a number of receptors, it is important to know its TK properties.  

 

This doctoral dissertation was prepared on domestic sheep (Ovis aries). In the first part, TK 

parameters were studied in a ewe and rams of the Istrian pramenka breed after sequential dietary 

and subcutaneous administration of BPA. The aim was to study the absorption and elimination 

of BPA and to evaluate the influence of the administration route on the TK parameters of BPA. 

For the purpose of studying the TK parameters, chemical analytical methods for the 

determination of free and total BPA in complex biological samples - blood plasma, milk, urine 

and feces - were developed and validated. For the determination of BPA, samples were cleaned 

and extracted using an MIP sorbent that selectively bound the analyte of interest. For the 

determination of total BPA or indirectly BPAG, the samples were further deconjugated with ß-

glucuronidase enzyme, and an additional SPE with Chromabond HR-X carrier was carried out. 

The latter carrier was also used for basic cleaning of urine and feces. The methods were 

validated against basic parameters that are appropriate according to the EU guidelines for 

analytical methods and interpretation of results. We therefore consider the development of the 

methods to be successful. The results of noncompartmental TK analysis showed that the TK 

profiles of BPA in blood plasma of the lactating ewe with a suckling lamb varied. Dietary 

administration of BPA resulted in a lower and shorter exposure to free BPA – AUC was 1.28 

µg h/L, compared with subcutaneous administration, where the AUC of free BPA was 33.3 µg 

h/L. However, the TK profiles of total BPA and BPAG were very similar. In milk samples, 0.05 

µg/l of free BPA was estimated and 0.78 µg/l of free BPA was measured six hours after dietary 

and subcutaneous administration. At the same sampling point after dietary and subcutaneous 

administration 0.87 µg/l and 1.89 µg/l of total BPA were measured in milk samples, 

respectively. These results confirm that BPA is excreted into ruminant milk. In addition, based 

on the measurements of free and total BPA in blood plasma and milk, we developed a 
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compartmental TK model to estimate the excretion of BPA into sheep milk. The percentage of 

BPA excreted in milk was less than 0.1% of the administered dose, regardless of the route of 

administration. Using a compartmental TK model, we estimated that BPA was most likely 

excreted in the free, unconjugated form. Very low levels of free BPA (≤ 16.55 µg/L) and high 

levels of total BPA (≤ 15,157 µg/L) were measured in the urine of sheep after dietary intake, of 

which the largest fraction was most likely BPAG. However, very low levels of free (≤ 45.25 

µg/kg) and total (≤ 53.4 µg/kg) BPA were measured in sheep feces. After a fourfold reduction 

of the dose, which was received by rams in the second study, we observed an approximately 

fourfold reduction in the Cmax of total BPA in blood plasma. 

 

In the second part of the doctoral dissertation we investigated the effect of BPA on the 

reproductive organs of rams exposed to BPA during puberty. We found no statistically 

significant differences between the two groups in the incidence and intensity of 

histopathological changes in the testes and epididymis. We also found no statistically 

significant differences in the diameter and surface area of the seminiferous tubules. We did find 

a statistically significant lower height of the germinal epithelium of the seminiferous tubules in 

the treated rams. Body weight and testicular weight were on average slightly lower in the treated 

group of rams, but differences between the groups were not statistically significant. Basic tests 

were performed on semen – we analyzed the morphology of the spermatozoa, semen 

concentration, integrity of the spermatozoal cell membrane, and determined movement speed 

and direction of spermatozoa using CASA. No statistically significant differences were found 

between the two groups. According to the results, it can be concluded that BPA did not 

(significantly) affect the reproductive organs of rams. However, further studies with a larger 

number of animals would be needed to confirm the absence of an effect of BPA on the 

reproductive organs of rams. 
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9 PRILOGE 

 

PRILOGA 1: Dopolnilno gradivo prve objave z naslovom Preliminarna toksikokinetična 

raziskava pri mlečni ovci v laktaciji po dietarnem in podkožnem vnosu bisfenola A 
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PRILOGA 2: Dopolnilno gradivo tretje objave z naslovom Bazična raziskava dietarnega vnosa 

bisfenola A (BPA) ovnom pasme istrska pramenka in ugotavljanje reproduktivne toksičnosti 
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