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FGF9 — rastni dejavnik fibroblastov 9

FOXL2 — forkhead box L2

FSH - folikel stimulirajo¢i hormon

Gapdh — gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza
GATA4 — vezavna beljakovina za GATA

GnRH — gonadotropine spro§¢ujoc¢i hormon

GR — glukokortikoidni receptor

H,0,— vodikov peroksid

HOX a-10 in Hox a-11 — homeo-zaporedje a -10 in a -11
HPA — hipotalamusno - hipofizna—nadledvicna os
Htrla — serotoninski receptor la

INSL3 — inzulinu podobni rastni faktor 3

LH — luteinizirajo¢i hormon

MDA — malondialdehid

MeA — medialno jedro mandlja

mRNA — informacijska RNK

MTX — metoksiklor

NPY —nevropeptid Y
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ODS - sindrom nepravilnega razvoja jaj¢nikov
OP — organofosfati

PAP — kompleks peroksidaza — antiperoksidaza
PB — fosfatni pufer

PBB — polibromirani bifenili

PBS — fosfatni pufer z NaCl

PCB — poliklorirani bifenili

PCR - verizna reakcija s polimerazo

PDD - predvidljivi razvojni problemi

PLAT — aktivator plazminogena

PVN — paraventrikularno jedro

qPCR — PCR v v realnem ¢asu

RFC3 — podvojevalni faktor C

RNK - ribonukleinska kislina

RT-PCR — obratna transkripcija in verizna reakcija s polimerazo
SF-1 — prepisovalni steroidogeni dejavnik 1

SOX9 — SRY - sorodna beljakovina s homeo zaporedjem
SRY — spol dolo¢ujoce podrocje na kromosomu Y
T.M. — telesna masa

T3 — tiroksin

T3 — trijodtironin

TCF — triklorfon
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TDS — sindrom nepravilnega razvoja mod

TdT — terminalna transferaza

TYMS — timidilat sintetaza

WNT4 in WNT 7a — ¢lana druzine wingless proteinov 4 in 7a

WT1 — prepisovalni dejavnik wilmsovega tumorja 1
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VPLIV NIZKIH KONCENTRACIJ ORGANOFOSFATA KLORMEFOSA NA RAZVOJ IN
DELOVANIJE SPOLNIH ORGANOV IN MOZGANOV PRI MISIH

IZVLECEK

Kljucne besede: Insekticidi — toksi¢nost; organofosforne spojine — toksi¢nost; moZgani — rast

in razvoj; testisi — rast in razvoj; misi

Ljudje in zivali smo v vsakodnevnem zivljenju izpostavljeni mnogim Skodljivim snovem,
med katerimi je tudi veliko Stevilo pesticidov. Snovi iz okolja lahko delujejo na razvoj
razli¢nih organskih sistemov, katerih vpliv se lahko pokaze Sele v odrasli dobi. V raziskavi
smo proucili vpliv nizkih koncentracij organofosfata klormefosa na razvoj in delovanje
spolnega sistema in moZganov pri miSih. MiSi so bile izpostavljene dvema razlicnima
koncentracijama klormefosa (3,5 mg/mL in 0,35 mg/mL) pred rojstvom in do odstavitve pri
21 dneh. Proucevali smo vpliv na histologijo mod, telesno maso, na razlicne reprodukcijske
parametre  (izraZzanje antimiillerjevega hormona (AMH) in  3pB-hidroksisteroidne
dehidrogenaze (38-HSD), masa mod in semenskih meSi¢kov, dnevna proizvodnja semencic,
apoptoza v modih, premer semenskih cevk, paritvena sposobnost) potomcev izpostavljenih
misi. Preverili smo tudi vpliv klormefosa na koncentracijo plazemskih hormonov, obnaSanje,
podobno anksioznemu, izrazanje nekaterih nevropeptidov in zgradbo krvno-mozganske
pregrade. Vplive izpostavljenosti klormefosu smo preverili tudi na nivoju izraZanja prepisov

genov z analizo mikromrez.

Klormefos ni vplival na reprodukcijo izpostavljenih Zivali, saj so bila gnezda po velikosti med
seboj primerljiva. Pri potomcih izpostavljenih zivali nismo nasli statisticno znacilnih razlik
med skupinami pri pregledanih reprodukcijskih parametrih. Prav tako nismo ugotovili
sprememb v proizvodnji kortikosterona in tiroksina (T3). Pri Zzivalih, izpostavljenih vi§ji
koncentraciji klormefosa, smo ugotovili poja¢ano obnasanje, podobno anksioznemu, vendar
pa nismo ugotovili spremenjenega izrazanja nekaterih nevropeptidov (nevropeptida Y (NPY),
serotoninskega receptorja la (HT1A) in arginin vazopresina (AVP)), ki so povezani z
uravnavanjem tega obnasanja. Analiza mikromrez je pokazala razlike v izrazanju kadherina 7
in serotoninskega receptorja la. Vendar razlik nismo potrdili z verizno reakcijo v realnem
Casu (qQPCR). Prav tako nismo ugotovili negativnega vpliva klormefosa na zgradbo krvno-

mozganske pregrade.
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EFFECTS OF LOW DOSES OF ORGANOPHOSPHATE CHLORMEPHOS ON DEVELOPMENT
AND FUNCTIONING OF SEX GLANDS AND BRAIN IN MICE

ABSTRACT

Key words: Insecticides — toxicity; organophosphorus compounds — toxicity; brain — growth

and development; testis - growth and development; mice

In everyday life animals and people are exposed to many harmful chemicals, including
pesticides. Environmental chemicals can affect different organ systems, and some of their
effects are not seen until adult life. In our study, we examined possible effects of low doses of
chlormephos on the development and functioning of reproductive and central nervous system
in mice. Mice were exposed to two different doses of chlormephos (3,5 mg/mL and 0,35
mg/mL)) in utero and until weaning at 21 days through their mothers. Different reproductive
parameters were studied such as histology, mass of testes and seminal vesicles, body mass,
daily sperm production, apoptosis in testes, expression of antimiillerian hormone (marker of
Sertoli cell maturation) and 3beta hydroxysteroid dehydrogenase enzyme (marker of Leydig
cells), diameter of seminiferous tubules and reproductive capacity of an adult offspring of
exposed mice. We also examined the effects of chlormephos on the concentration of plasma
hormones, anxiety-like behaviour, expression of some neuropeptides and the structure of
blood-brain barrier. Microarray analysis was performed to examine possible effects of
exposure to chlormefos on global gene expression in testes and brain of exposed mice. The
number of the offsprings in the litters directly exposed to chlormephos did not differ from the
control group. In the offsprings of the exposed animals no differences were found between the
control and two experimental groups. No difference was observed between the groups in the
serum levels of corticosterone and thyroxin (T3). However, increased anxiety-like behaviour
as determined by testing in elevated plus maze was noted in mice exposed to higher
concentration of chlormephos. The expression of neuropeptide Y (NPY), serotonin receptor
1A (HT1A) and arginine vasopressin (AVP), all involved in the regulation of anxiety-like
behaviour was also similar between the control and treated groups. Microarray analysis
revealed the differences in the expression of cadherin 7 and serotonin receptor 1A, but no
differences were confirmed by the real-time PCR, and there were no differences in the
ultrastructure of blood-brain barrier between the control group and chlormephos exposed

mice.
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1UVOD

V zadnjih petdesetih letih je bilo v okolje spusceno veliko sinteti¢nih kemicnih snovi, ki so
rezultat novih proizvodnih procesov. Ugotovljeno je bilo, da nekatere od teh snovi, ki jih
imenujemo hormonski motilci, lahko porusijo hormonsko homeostazo v telesu na razli¢ne
nacine. V primerjavi z endogenimi hormoni imajo te snovi Sibko hormonsko aktivnost,
vendar jim topnost v mascobah in dolg razpolovni Cas razgradnje omogocata nabiranje in
obstojnost v masc¢obnem tkivu, kar povecuje njihovo koncentracijo v telesu (Gandolfi in sod.,
2002). Razdelitev hormonskih motilcev je tezko opredeliti, saj so te molekule zelo
heterogene. Mednje spadajo snovi, ki jih uporabljajo v industriji — poliklorirani bifenili
(PCB), polibromirani bifenili (PBB), dioksini; plastifikatorji — bisfenol A (BPA), ftalati,
alkilfenoli; pesticidi — metoksiklor (MTX), klorpirifos, diklorodifeniltrikloroetan (DDT);
fungicidi — vinklozolin in dietilstilbestrol (DES). Hormonske motilce tako lahko razdelimo
glede na njihov namen uporabe (npr. pesticidi) ali glede na kemi¢no zgradbo (npr. dioksini).
Med pesticidi, ki lahko delujejo kot hormonski motilci, poznamo ve¢ kemiénih skupin, kot so
na primer organoklorni pesticidi (DDT), organofosfati, karbamati, triazini in piretroidi.
(Diamanti-Kandarakis in sod., 2009; Casals-Casas in Desvergne, 2011). Hormonski motilci
delujejo tako, da na primer posnemajo delovanje tako estrogenih kot androgenih hormonov.
Razgradni produkti hormonskih motilcev imajo prav tako lahko razlicno delovanje. Na primer
DDT deluje kot estrogeni agonist, njegov razgradni produkt diklorodifenildikloroetan (DDE)
pa kot androgeni antagonist (International Programme on Chemical Safety, 1986; Woods,
1999).

Znano je, da imajo nekatere organofosforne snovi v visokih koncentracijah neposreden vpliv
na delovanje spolnega oziroma endokrinega sistema tako pri ljudeh (Guven in sod., 1999;
Recio in sod., 2005) kot pri zivalih (Narayana in sod., 2005; Okamura in sod., 2005). Vec
raziskav je pokazalo, da lahko organofosforne snovi v visokih odmerkih vplivajo na delovanje
spolnega sistema neposredno ali centralno z motenjem delovanja endokrinega dela mozganov,
ki ima nevroendokrino vlogo (Sarkar in sod., 2000; Bustos-Obregon in Gonzalez-
Hormazabal, 2003). Z izjemo fenitrothiona pa ni dovolj znanega o morebitnem vplivu nizkih
koncentracij organofosfatnih snovi na razvoj spolnega sistema pred rojstvom in po njem, v
zelo obcutljivem obdobju, ko se vnaprej programira delovanje spolnih organov v odraslem

Zivljenju (Okahashi in sod., 2005).
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Organofosforne snovi, med katere sodi tudi klormefos, predstavljajo raznoliko skupino
kemiénih spojin, kot so estri, amidi ali tiolni derivati fosforne kisline. Mnoge organofosforne
spojine v svoji kemicni zgradbi vsebujejo ogljik in fosfor, ne zavirajo delovanja AChE. V
praksi in strokovni literaturi pa se izraz organofosfati uporablja za organofosfatne snovi, ki
zavirajo delovanje AchE, kar bomo uporabljali tudi v nadaljevanju tega besedila. Zanje je
znacilno, da so ireverzibilni zaviralci acetilholinesteraze (AChE) in povzrocajo kopicenje
nevrotransmiterja acetilholina (ACh) v zivéno-miSi¢nem stiku (International Programme on
Chemical Safety, 1986). ACh se veze na postsinapticne holinergicne receptorje (nikotinski in
muskarinski) v avtonomnih ganglijih in organih, ki jih ozivCujejo parasimpatiCna Ziv¢na
vlakna npr. srce, gladke miSice (v ocesu, sapnicah, spolnih Zlezah, krvnih Zzilah itd.), slinske in
solzne zleze (Silbernagl in Despopoulos, 2008). Akutni nikotinski in muskarinski ucinki
zastrupitve z organofosfatnimi snovmi so ve¢inoma dobro znani in prouceni (Weinbroum,
2004). Organofosfati ne zavirajo samo AchE, ampak se vezejo tudi na druge proteine in
zavirajo delovanje S$tevilnih encimov, ki vsebujejo aminokislino serin (Woods, 1999).
Organofosfati se uporabljajo kot kemi¢no oroZzje, insekticidi in antiparazitiki. V kemijcni
strukturi organofosfatov, ki so jih razvili kot kemi¢no orozje, je prisotna zelo reaktivna vez
med fosforjem in kisikom P(=O). Pri u¢inkovinah za nevojaSko rabo je ta vez pogosto
nadomescena z manj reaktivno vezjo med fosforjem in Zveplom P(=S), tako da se toksi¢nost
teh snovi zmanjsa. Organofosfati, ki se uporabljajo kot insekticidi ali antiparazitiki, so slabo
hlapni, na sobni temperaturi so trdni in bolj stabilni v vodnih raztopinah, manj strupeni za
sesalce in zelo za insekte ali parazite. Organofosfati se bolje resorbirajo preko prebavil kot
preko koze. Pri sesalcih je razpolovna doba od nekaj ur do nekaj tednov. Tiofostatni
organofosfati, kot je na primer klorpirifos, se najprej presnovijo v bolj toksi¢no obliko okson.
Vecina organofosfatov se hidrolizira in izlo¢i z urinom preko glavnih hidrolitiénih
presnovkov. Vecina registriranih organofosfatov (75 %) se v telesu presnovi v presnovke
dialkil fosfata. Presnovke najdemo v urinu tudi po izpostavljenosti zelo nizkim
koncentracijam organofosfatov, ne zavirajo delovanja AChE in niso toksi¢ni, vendar so
oznacevalci izpostavljenosti organofosfatom. Poznamo Sest presnovkov dialkil fosfata, vsak
izmed njih lahko nastane s presnovo razli¢nih organofosfatov. Zato nam sam presnovek v
urinu ne more dati natanne informacije o tem, kateremu organofosfatu je bila zival

izpostavljena. Pri presnovi nekaterih organofosfatov (klorpirifos, klorpirifos metil, kumafos,
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diazonin, malation, etil paration, metil paration in pirimifos metil) pa nastanejo specificni

presnovki (Centers for Disease Control and Prevention, 2009).

Organofosforne pesticide lahko uporabljamo kot modelne snovi za prouc¢evanje morebitnih
ucinkov drugih organofosfornih snovi (npr. kemicnega oroZja v primeru teroristiCnega
napada). Onesnazenost okolja z organofosfornimi pesticidi pa zaradi njihove razsirjene
uporabe v kmetijstvu ze sedaj predstavlja pere¢ ekoloski problem. V okviru projekta MORS
TP MIR-06, katerega del je bila tudi pricujoca doktorska disertacija, smo proucevali posledice
dolgotrajne izpostavljenosti nizkim dozam organofosfornih snovi, do kakrSne bi lahko prislo v
daljSem obdobju, po koncani uporabi tovrstnih snovi v bojne ali teroristicne namene in ob
morebitnih kemijskih nesrecah. V raziskavi smo ugotavljali skodljive ucinke modelnega
organofosfata klormefosa pri misih (Mus musculus) seva Balb/C, kot modelnem organizmu za
Cloveka in druge Zivalske vrste, ki so prejemale klormefos v niZjih koncentracijah s pitno
vodo daljSe obdobje. Klormefos je organofosfatni insekticid, ki je na trg prisel leta 1973.
Uporabljali so ga za nadzor nad populacijo majskih hros¢ev, bramorjev, struna, stonog in
drugih insektov. Prodajali so ga pod imenom Dotan (Aventis, Francija). Akutna smrtna doza
(LDsg) klormefosa pri peroralni aplikaciji za sesalce je 7 mg/kg telesne teze, zato ga je
Svetovna zdravstvena organizacija uvrstila med zelo nevarne snovi. V drzavah c¢lanicah
Evropske unije so ga umaknili s trzis¢a do leta 2006. Kljub prepovedi v Evropi je mozno, da
klormefos Se vedno uporabljajo v nekaterih manj razvitih drzavah (Hrzenjak, 2009).
Klormefos so v Evropi uporabljali vec kot trideset let, vendar kljub temu, da povzro¢i akutno
zastrupitev v nizkih koncentracijah, je le malo znanega o njegovih dolgoro¢nih vplivih na

sesalce.
V raziskavi smo preverili naslednje hipoteze:

* Izpostavljenost starSev nizkim koncentracijam organofosfata klormefosa zmanjsa
razmnozevalno sposobnost odraslih izpostavljenih misi.

* Izpostavljenost nizkim koncentracijam organofosfata klormefosa v obdobju pred
rojstvom in po njem negativno vpliva na razvoj in delovanje spolnih organov.

* Izpostavljenost nizkim koncentracijam organofosfata klormefosa v obdobju pred
rojstvom in po njem negativno vpliva na razvoj in delovanje endokrinih delov

mozganov.
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2 PREGLED LITERATURE
2.1 RAZVOJ SPOLNIH ZLEZ IN DIFERENCIACIJA SPOLNIH ORGANOV

V procesu spolne diferenciacije nastanejo temeljne in o€itne razlike med spoloma. Razvoj
spolnih Zlez se razlikuje od razvoja vseh drugih tkiv v organizmu. Vsi zametki organov se
lahko diferencirajo le v to¢no dolo¢en organ, zametek spolnih Zlez pa je bipotencialen, saj se

lahko razvije v modo ali jaj¢nik (Gilbert, 1994).

V procesu spolne diferenciacije se oblikujejo spolne zleze, spolni sistem in zunanji spolni
organi. Spol pri sesalcih je dolocen z dvema spolnima kromosomoma, X in Y, ki nosita gene
za zelo razlicne lastnosti. Za razvoj moskega osebka je pomembna produkcija androgenov v
modih in maskulinizacija mozganov (predvsem hipotalamusa) s testosteronom v obdobju pred
rojstvom in po njem. Spolno diferenciacijo lahko okvirno razdelimo na tri obdobja
kromosomsko, genetsko in hormonsko. Vsako od teh vpliva na naslednje in povzroci spolne
razlike tako v razmnozevalnem sistemu kot tudi v moZganih. Spolne razlike v morfoloskem in
funkcionalnem smislu vplivajo na spolno identiteto, spolno orientacijo, spolno obnasanje in

kognitivne funkcije (Berne in sod., 2004; Wilson in Davies, 2007).

Pri sesalcih je osnovni princip razvoja spolnih organov Zenski. Za nastanek moskega fenotipa
so pri spolni diferenciaciji pomembni trije koraki. Prvi je razvoj indiferentne zasnove v moda
in izloCanje testosterona. V drugem koraku se razvije notranji razmnozevalni sistem pod
vplivom testosterona, hkrati pa antimiillerjev hormon (AMH) povzro¢i propad zametkov za
zenske spolne organe. V tretjem koraku se razvijejo zunanji spolni organi pod vplivom

testosterona oz. Sa-dihidrotestosterona.

2.1.1 Razvoj spolnih Zlez

Med razvojem sesalcev primordialne zarodne celice potujejo do spolnega grebena, kjer se
zdruzijo s tkivom mezonefrosa in oblikujejo indiferentne zasnove, ki so pri ¢loveku prisotne 7
- 10 dni in imajo skorjo ter sredico. Pri misih se primordialne zarodne celice oblikujejo pri

embrionalni starosti 6 dni.
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Spolni greben je zasnova za spolne Zleze in se pri misSih oblikuje v desetem dnevu
embrionalne starosti. Pri obeh spolih se sredica diferencira v primordialne spolne nitke. Pri

moskih zarodkih se primordialne spolne nitke diferencirajo, medtem ko skorja zakrni.

Bodoce semenske cevke se zaCnejo tvoriti v starosti zarodka 6 do 7 tednov, ko se zacnejo
diferencirati sertolijeve celice. Leydigove celice opazimo pri 8-9 tednov starih zarodkih, ko Ze
lahko opazimo moda, ki izlocajo testosteron. Pri samicah primordialne spolne nitke zakrnijo
in iz skorje se razvijejo sekundarne spolne nitke, ki postanejo jajénik. Pri ljudeh se ta razvoj
zaCne pri devet tednov starih plodovih (Nussey in Whitehead, 2001; Berne in sod., 2004;
Arango in Donahoe, 2011).

2.1.2 Razvoj spolnega sistema

Za diferenciacijo notranjih in zunanjih spolnih organov so potrebni hormoni. Pri plodvih obeh
spolov na obeh stranch razvijajofega se plodu rasteta woltfov in miillerjev vod. Pri samicah
zakrni wolffov vod, pri samcih pa miillerjev. Iz wolffovih vodov se pri plodovih moskega
spola razvijejo nadmodek, semenovod, sekundarne spolne Zleze ter ejakulatorni aparat. 1z
miillerjevih vodov nastancjo jajcevodi, maternica in sprednji del noznice (Nussey in

Whitehead, 2001).

V moskem plodu se pod vplivom hormonov razvijejo penis, nadmodek, semenovod in
sekundarne spolne zleze (prostata, mehurnice, bulbouretralne zleze). Razvoj sekundarnih
spolnih organov in znakov pri sesalskih zarodkih urejata predvsem dva hormona, in sicer
antimiillerjev hormon (AMH) in testosteron, ki ju izlota modo. AMH izloc¢ajo sertolijeve
celice in povzroc¢a propad miillerjevih vodov, ki bi se drugace razvili v maternico, jajcevod in
zgornji del noznice. Testosteron, ki ga izloCajo leydigove celice, sprozi razvoj wolffovih
vodov v nadmodek, semenovod in mehurnice (Berne in sod., 2004). Pri misSih se AMH za¢ne
izlo€ati priblizno pri starosti plodu 12,5 dni. Miillerjevi vodi propadejo med Sestnajstim in
dvajsetim dnevom fetalne starosti (Arango in Donahoe, 2011). Sertolijeve celice so prve
izoblikovane celice v modih, ki jih lahko tudi morfoloSko prepoznamo. Ob koncu delitve
sertolijevih celic kmalu po rojstvu ostane njihovo §tevilo nespremenjeno celo zivljenje. Ker
sertolijeve celice podpirajo spolne celice med spermatogenezo, ena sertolijeva celica pa lahko

podpira le doloCeno Stevilo spolnih celic, sta velikost moda v odraslem Zivljenju in moZnost
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proizvodnje semencic dolocena Ze v Casu kmalu po rojstvu (Roser, 2008). Razvoj sertolijevih
celic je zelo obcutljiv na Stevilne notranje in zunanje dejavnike, kot so folikel stimulirajoci
hormon (FSH), s¢itnicni hormoni in razlicne snovi zunanjega izvora, ki lahko motijo

normalno delovanje osi hipotalamus-hipofiza-spolne Zleze (Sharpe, 1994).

Pomembno endokrino funkcijo v modih plodov in odraslih zivali imajo leydigove celice, ki se
razvijejo iz intersticijskih celic. Leydigove celice v zarodku so videti kot grozd celic, ki so
postavljene tesno skupaj. Skladno z dozorevanjem leydigovih celic v zarodku poteka pricetek
proizvodnje testosterona. Leydigove celice plodu imajo vecjo zmoznost proizvodnje
steroidnih hormonov kot odrasle leydigove celice. To je verjetno nujno zaradi velikih potreb
po testosteronu v ¢asu maskulinizacije moskega zarodka, po rojstvu pa odrasle leydigove
celice zamenjajo leydigove celice zarodka. Mehanizem, ki ureja razvoj odraslih leydigovih
celic, Se ni znan, verjetno pa igra pomembno vlogo pri tem procesu lutenizirajo¢i hormon
(LH) iz hipofize. Za biosintezo testosterona je potrebno delovanje Stirih steroidogenih
encimov, ki holesterol preko vmesnih stopenj pretvorijo v testosteron (Wu in sod., 2007). V
odsotnosti AMH se razvijejo miillerjevi vodi, pri misih med razvojem plodu med 11,75 in
13,5 dnevom. Miillerjevi vodi potekajo vzporedno z wolffovimi vodi in se na distalnem delu
zdruZzijo z njimi v urogenitalni sinus (Arango in Donahoe, 2011). Pri ljudeh se diferenciacija

miillerjevih vodov zaéne pri desetih tednih gestacijske starosti (Nussey in Whitehead, 2001).

2.1.3 Spolna diferenciacija zunanjih spolnih organov

Tako kot pri razvoju spolnih zlez so strukture, ki se razvijejo v zunanje spolne organe, na
zacetku enake pri obeh spolih. Za razvoj moskega fenotipa in normalno diferenciacijo je
potrebna pretvorba testosterona v njegov aktivni metabolit Sa-dihidrotestosteron, ki je
desetkrat bolj aktiven androgen. Pri moSkih plodovih pri ljudeh se razvoj zunanjih spolnih
organov pricne med sedmim in trinajstim tednom starosti plodu. Iz spolne nabuhline se
razvijejo moda, secno-spolna guba se zapre in nastane uretra ter gobasto tkivo, glavica penisa

se razvije iz secno-spolne grbice, prostata pa iz seCno-spolnega zakotja (Berne RM, 2004).

Diferenciacija zunanjih zenskih organov se pri¢ne kasneje in v odsotnosti testosterona. Velike
sramne ustnice nastanejo iz spolne nabuhline, male sramne ustnice nastanejo iz nezaprte

secno-spolne gube, se¢no-spolna grbica oblikuje klitoris, se€no-spolno zakotje pa spodnji del
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vagine. Vendar za nastanek Zenskega fenotipa vseeno ni pogoj samo odsotnost androgenov.
Raziskave so namre¢ pokazale, da se v odsotnosti estrogenov ne razvije spolno dimorfen del v

mozganskem precniku (Norris, 2007).

2.2 MOLEKULSKI MEHANIZMI SPOLNE DIFERENCIACIJE
2.2.1 Kromosomsko obdobje

Spol je kromosomsko dolocen ob oploditvi jajceca, ko s pronukleusom semencice pride v
pronukleus jajceca kromosom X ali Y. Moski imajo 44 avtosomalnih kromosomov in en par
spolnih kromosomov X in Y. Spol samcev dolo¢a prisotnost kromosoma Y. Zenske imajo
prav tako 44 avtosomalnih kromosomov in dva spolna kromosoma XX. V jaj¢nikih sta
aktivna oba kromosoma X, medtem ko je v drugih telesnih tkivih en kromosom X neaktiven.
Razvoj jajénika je odvisen od prisotnosti dveh kromosomov X in odsotnosti kromosoma Y.
Razvoj spolnih Zlez in moZganov je odvisen od prisotnosti ali odsotnosti testosterona. Razvoj
spolnega sistema temelji glede na genotip na dejstvu, da se Zenski spolni sistem razvije v
odsotnosti mod. Na kromosomu X je pri sesalcih priblizno 3000 do 4000 genov in je relativno
velik glede na kromosom X pri primitivnih sesalcih npr. stokovcih. Pri ljudeh ima kromosom
Y samo 33 genov in ponavljajoca se zaporedja, za katera pa funkcija Se ni znana. Vecina
genov na kromosomu Y se izraZa v embrionalnem razvoju spolnega grebena in so povezani z
razvojem mod in spermatogenezo (Gilbert, 1994; Marshall Graves, 2000; Berne in sod., 2004;
Wilson in Davies, 2007).

2.2.2 Genetsko obdobje

Spolna diferenciacija se zane Ze kmalu po spocetju. Dva dni po opoloditvi ima ¢loveski
zarodek moskega spola ve¢ celic kot zenski, prav tako je pri moSkem zarodku presnovna
aktivnost vi§ja. Zaradi pospesevalnih vplivov genov kromosoma Y in zavirajoCega delovanja
genov kromosoma X je pri misih na stopnji blastociste, pri ljudeh pa je Ze na stopnji zigote

moski zarodek vecji od zenskega (Mittwoch, 2000; Wilson in Davies, 2007).

Pri sesalcih se v prisotnosti kromosoma Y iz spolnega grebena razvijejo moda in nastanejo

sertolijeve celice, ki so prvi znak spolne diferenciacije mod (Mittwoch, 2000). Kmalu po
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nastanku spolnega grebena se zacne izrazati gen SRY (ang. sex-determining region on Y
chromosome), ki uravnava razvoj zametkov spolnih Zlez v moda. Pri misih se Sry izraza
kratek ¢as. Dejavniki, ki nadzirajo izraZzanje SRY, so zaenkrat §e neznani. Verjetno imajo na
njegovo izrazanje pomemben vpliv drugi geni, kot na primer geni W71, SFI in GATA4. Gen
SRY sestavlja en ekson z zapisom za homeo-zaporedje (angl. HMG-box) za vezavo na DNK,
ki sodeluje pri upogibanju DNK. Tako se odpirajo nova vezna mesta za druge jedrne proteine.
SRY skupaj z genom SF-1 aktivira kaskado drugih genov, ki so pomembni za nastanek mod
(Wilson in Davies, 2007). Eden pomembnejsih je SOX9 (angl. SRY -related HMG box 9), ki
se izraza v razvijajoCih se sertolijevih celicah. Delovanje SOX9 gena je pomembno za
normalen razvoj in diferenciacijo moskega osebka. SOXY diferenciacijo in razvoj lahko sprozi
tudi v odsotnosti gena SRY. Eden izmed genov, ki jih aktivira SRY, je tudi FGF9 (ang.
fibroblast growth factor 9), ki je ¢lan velike druZzine fibroblastnih rastnih faktorjev, ki so
sporoCilne molekule. FGF9 je pomemben pri delitvah sertolijevih celic ter razvoju mod

(McClelland in sod., 2012).

Gen DAXI (angl. dosage-sensitive sex-reversal, adrenal hyperplasia congenital X
chromosome 1) je na kromosomu X, njegovo izraZanje spodbujata gena SF-1 in WT1. DAX]
uravnava razvoj mod, saj se ob njegovi odsotnosti ne razvijejo sertolijeve celice, prav tako je
motena spermatogeneza ter proliferacija in diferenciacija leydigovih celic (Sharpe, 2006). V
primeru prevelikega izrazanja gena DAXI, na primer ob podvojitvi gena, vpliva na razvoj
mod tako, da zavira delovanje razli¢nih genov: SRY, SF/ in SOX9 (Park in Jameson, 2005).
DAXI se pri obeh spolih izraza v prvi polovici intra uterinega razvoja (pri misih do starosti
plodu 12,5), nato ga najdemo samo pri osebkih Zenskega spola, kjer verjetno vpliva na razvoj
jajénikov oziroma zavira razvoj mod (Vilain in McCabe, 1998).

Za razvoj zenskega spolnega sistema naceloma velja, da je privzeti nacin razvoja. V razvoju
zenskega spolnega sistema do sedaj niso dokazali genov, sorodnih SOX9 in SRY. Vendar pa
se v jajéniku izrazajo nekateri zaviralni proteini, ki preprecujejo nastanek mod, na primer
produkt gena DAXI, ki zavira aktivnost SOX9 in SF-1. Drugi tak primer je WNT4, ki se pri
zenskah izraza v drugi polovici nosecnosti in vzdrzuje Stevilo jajcec. FOXL 2 in FIG X sta
prepisovalna faktorja, ki nadzorujeta razvoj celic granuloze in jajénih celic v jajéniku (Wilson
in Davies, 2007). Pri zivalih so pokazali, da Wnt 7a vpliva na izrazanje Wnt 4, ki nato
spodbuja izraZenost nekaterih genov Hox a ter Hox d. Ob pomanjkanju Wnt 7a je zmanjSano

izrazanje Wnt 4 in Hox a-10 ter Hox a-11, kar se kaze kot nenormalnost v razvoju Zenskih
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spolnih organov (npr. v jajcevodu morfoloska zgradba maternice, vrat in noZnica se ne
zdruzita ipd.). Estrogeni zmanjSajo izraZanje Wnt 7a, tako so posledice izpostavljenosti
umetnemu estrogenemu hormonu dietilstilbestrolu v maternici vidne kot motnje v razvoju

Zenskega spolnega trakta (Kitajewski in Sassoon, 2000).

2.2.3 Hormonsko obdobje

Pri moskih XY misjih zarodkih se spolni greben zac¢ne diferencirati v moda pri embrionalni
starosti 11,2 do 11,4 dni tako, da nastanejo modne niti, sledi diferenciacija leydigovih celic in
na koncno oblikovanje mod. To je pomembno zato, da se zmanjSa zenski vpliv okolnega tkiva
mezonefrosa, ki bi lahko zavrl nastanek modnih nitk, zaviral steroidogenezo v leydigovih
celicah in spodbujal mejozo zarodnih celic v nepravem obdobju razvoja plodu (Wilson in
Davies, 2007; Arango in Donahoe, 2011). Prvi oznac¢evalec nastanka mod je izrazanje AMH v
sertolijevih celicah, pri misih se pojavi pri embrionalnem dnevu 12,5, pri ljudeh pa pri Sestih
tednih nosecnosti. Na izrazanje AMH vpliva predvsem SOX9 skupaj z SF-1, WTI in
GATA4. AMH povzroci propad miillerjevih vodov v embrionalni starosti 16 — 20 dni pri
podganah in 8 — 9 tednov inta uterinega razvoja pri ljudeh. AMH vpliva na razvoj preko
AMH receptorjev tipa 2, ki so prisotni v doloCenem kriticnem obdobju, nato pa se njihovo
izrazanje ustavi. Zaradi tega se vpliv AMH zmanjsa, kljub temu da se izloa v fetalnem
obdobju in obdobju pred puberteto (Rey in sod., 2003). Leydigove celice zarodka pri
podganah zac¢nejo s tvorbo testosterona od petnajstega dne starosti plodu dalje, visek je med
starostjo plodu 18,5 in 19,5. V fetalnih leydigovih celicah podgan je zacetek tvorbe
testosterona neodvisen od izlo€anja LH. LH v hipofizi lahko zaznamo Sele Sestnajsti dan
starosti plodu, medtem ko je v plazmi zaznaven Sele sedemnajsti dan (El-Gehani in sod.,
1998). Pri ljudeh zacnejo leydigove celice tvoriti testosteron od dvanajstega do sedemnajstega
tedna razvoja. Testosteron deluje enostransko, kar pomeni, da testosteron iz enega moda
deluje samo na wolffov vod na isti strani telesa (Berne in sod., 2004). Sa-dihirotestosteron je
pomemben pri nastanku secevoda, prostate, penisa in modnik, pomemben je tudi pri rasti
tkiva med zadnjikom in spolnimi organi. Za raziskovanje moznih vplivov na spolno
diferenciacijo pri novorojenih glodalcih se uporablja merjenje razdalje med zadnikom in
genitalno odprtino ali med zadnikom in korenom penisa. Leydigove celice izlo¢ajo tudi

inzulinu podobnen rastni faktor 3 (INSL3), ki je pomemben za razvoj gubernakuluma mod in
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zgodnji spust mod v trebusni votlini, kasnejsi spust v modnik pa je pod vplivom testosterona

(Sharpe, 2006).

Pri samicah glodavcev se v zgodnjem obdobju razvoja jajénikov zarodne predniske celice
hitro mitoticno delijo med Stirinajstim in petnajstim dnem starosti plodu. Mejoticna delitev se
najprej pojavi v blizini mezonefrosa v sredini jaj¢nika, zato je verjetno, da mezonefros izloca
neko snov, ki sproza mejozo (Wilson in Davies, 2007). Na delitev zarodnih celic pri samicah
in samcih verjetno vpliva aktivin. Pri samcih podgan zavira nastajanje DNK, pri samicah pa
predvsem med Stirinajstim in petnajstim dnem starosti plodu pospesuje nastajanje DNK. Po
osemnajstem dnevu starosti plodu pri podganah aktivin postane neaktiven in mejoza se
zaustavi. Folistatin je prisoten tudi v jaj¢nikih zarodkov in novorojenih glodavcev, vendar

njegova vloga Se ni razjasnjena (Kaipia in sod., 1994).

2.3 PESTICIDI IN ORGANOFOSFATI

Pesticidi so kakr§nakoli snov ali meSanica razli¢nih snovi ali mikroorganizmov (tudi virusov),
ki se uporabljajo za odganjanje, uni¢evanje ali nadzor Skodljivcev. Mednje spadajo tudi
prenaSalci Cloveskih ali zivalskih bolezni, nezeljene vrste rastlin ali zivali, ki povzroc¢ajo
Skodo ali kako drugace motijo proizvodnjo, shranjevanje, transport ali skladiScenje hrane ali
krme, drugih kmetijskih proizvodov, lesa in lesnih proizvodov. Uporabljamo jih za nadzor
nad zuzelkami ali drugimi Skodljivci na ali v telesu zivali (FAO in WHO, 2006). Pesticide v
kmetijstvu uporabljamo za uni¢evanje nezeljenih organizmov, kot so insekti, pleveli in plesni.
Pesticidi delujejo tako, da vplivajo na razlicne biokemicne in fizioloske procese rastlin in
Zivali. Zal pa pesticidi ne vplivajo samo na ciljano vrsto, ampak tudi na neciljane organizme,
kot so domace in divje zivali ter ljudje. Pesticidi lahko povzro¢ijo smrt, v nizkih
koncentracijah lahko povzrocajo bolezni. Pesticidi niso modernen izum, saj so Sumerci ze
2500 let pred naSim Stetjem uporabljali insekticide na osnovi Zveplovih spojin, nato pa so se
pesticidi pojavljali skozi vsa obdobja zgodovine. Vendar niso prisli v splo§no uporabo do
industrijske revolucije v 17. in 18. stoletju. Razvoj sinteti¢nih pesticidov se je zacel okoli leta
1930, ko so odkrili alkil tiocianatne insekticide, prve organske fungicide itd. Leta 1939 je
Paul Miiller odkril insekticidne lastnosti DDT-ja (diklorodifenolotrikloroetana) (Pretty in

sod., 2005), za kar je leta 1948 prejel Nobelovo nagrado.
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V zadnjih letih je bilo ugotovljeno, da Stevilne snovi, ki jih lahko zaradi ¢lovekovega
delovanja najdemo v okolju, vplivajo na razvoj in delovanje endokrinega sistema pri sesalcih,
vkljuéno s Clovekom. Med temi snovmi najdemo veliko pesticidov, ki spadajo v razli¢ne

kemijske skupine, med njimi pa pomembno mesto zavzemajo organofosfati.

Organofosfate (OP) so naklju¢no odkrili pred drugo svetovno vojno med razvojem novih
insekticidov, v Casu druge svetovne vojne pa so nacisti razvijali organofosfatne zivéne pline.
Prvi organofosfat, ki je prisel v komercialno uporabo, je bil paration. Je ucinkovit insekticid,
ki je zelo toksicen za sesalce. V SirSo uporabo je po letu 1950 priSel malation, ki za sesalce ni
zelo toksicen. Organofosfati ireverzibilno zavirajo encim AChE, ki hidrolizira zivcni
prenasalec ACh v neaktivni holin in acetat po koncu nevrokemic¢nega prenosa. ACh je nujen
za zivéne prenose v centralnem in perfernem zivénem sistemu. Organofosfati in karbamati
zavirajo AChE tako, da fosforilirajo aktivno mesto encima. Vecina organofosfatov se veZe z
AChE na estrskem aktivnem mestu, stabilnost vezi pa je odvisna od vezane molekule.
Aktivnost AChE pada, medtem ko nara$Ca izpostavljenost organofosfatom in karbamatom.
Zaradi tega se v sinapsah kopi¢i ACh, kar povzroc¢a prekomerno aktivnost v sinapsah in
motnje pri prenosu sporo¢il (Woods, 1999). Znaki zastrupitve z organofosfati pri zivalih so
slinjenje, solzenje, poveCano uriniranje in izloCanje blata, tezko dihanje, upocCasnitev krvnega
utripa in mioza, lahko tudi tresenje in slabost miSic. Ob akutni zastrupitvi lahko nastopi smrt,

ki je posledica odpovedi dihanja (Harms in sod., 1998).

Organofosfati se v okolju dokaj hitro razgradijo v sekundarne produkte, vendar so tudi ti
produkti lahko tudi ti zelo toksi¢ni za sesalce, saj so biolosko aktivni. Kmalu po odkritju
organofosfatov so jih zaceli hitro uporabljati po vsem svetu na prakticno vseh pridelkih.
Vendar je kmalu postalo jasno, da ima mnogo teh novih proizvodov, poleg ocitnih in
takojS$njih pozitivnih lastnosti, lahko tudi resne in nepricakovane negativne posledice za
zdravje ljudi in zivali. KasnejSe generacije insekticidov so karbamati in sinteticni piretroidi, ki
so, z nekaj izjemami, manj toksi¢ni za ljudi in zivali v primerjavi z organofosfati. V
kmetijstvu je po nekaterih podatkih letna svetovna poraba pesticidov 2,5 milijarde
kilogramov, kar predstavlja priblizno 400 g pesticidov na vsakega Cloveka na svetu. Velik
problem predstavlja prevelika ali nepravilna uporaba pesticidov (Merrington, 2002;
Weinbroum, 2004; Pretty in sod., 2005; Levine, 2007). Aktar in sod. (2009) porocajo, da

svetovna poraba insekticidov predstavlja 44 % vseh pesticidov, sledijo s 30 % herbicidi,
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fungicidi predstavljajo 21 % vseh pesticidov, ostali pa 5 % (Aktar in sod., 2009).
Organofosfatni insekticidi se uporabljajo Ze veliko desetletij in trenutno predstavljajo 65 %
vseh uporabljanih insekticidov. Naceloma v naravi niso dolgo obstojni, vendar njihove
ostanke lahko najdemo v zraku, dezju in megli. Najpogosteje najdemo ostanke diazonina,
metilparationa, parationa, malationa, klorpirifosa in metidationa. V zadnjih treh desetletjih so

najpogosteje uporabljani organofosfatni insekticidi diazonin, metil paration in malation

(Levine, 2007).

Organofosfate pogosto uporabljajo za Skropljenje razli¢nih pridelkov, ki so pomembni pri
prehrani dojenckov in otrok, kot so na primer koruza, sadje, zelenjava in razli¢ni orescki.
Ostanke vsaj dveh pesticidov lahko najdemo na vec¢ kot 25 % sadja, zelenjave in Zit, ki jih
gojimo v Evropski uniji. Najve¢ ostankov najdemo v pripravljeni in otroski hrani. Poleg tega
se razli¢ni organofosfati lahko uporabijo kot insekticidi v domovih in okoli njih. V ZDA je
trenutno registriranih okoli 40 organofosfatov in ti predstavljajo 50 % vseh uporabljanih
insekticidov (Levine, 2007). Zaradi podobnosti v nevrokemiénih procesih pri sesalcih in
zuzelkah, ki jih Zelimo z organofosfati zatreti, je velika moznost, da organofosfati vplivajo
tudi na delovanje zivénega sistema pri ljudeh in zivalih. Redko se lahko zgodi, da bi akutno
zastrupitev povzroCili organofosfati, ki jith zauzijemo s hrano ali pijaco, vendar pa se
organofosfati lahko kopicijo v telesu mater in Skodujejo razvijajo¢emu se zarodku, dojenckom
in otrokom, ki so v dobi rasti in razvoja izredno obcutljivi. Organofosfati lahko tudi v zelo
nizkih koncentracijah Skodljivo vplivajo na razvoj in delovanje razmnozevalnega sistema,
vedno vec je tudi dokazov, da lahko povzrocijo poskodbe na razvijajoc¢ih se mozganih in
zivénem sistemu. Dojencki in otroci do petega leta so v veéji nevarnosti, da bodo s hrano
vnesli v telo previsoke koli¢ine organofosfatov zaradi specificne prehrane, saj pojedo vec

zelenjave in sadja glede na svojo telesno maso (Levine, 2007; Bjorling-Poulsen in sod.,
2008).

2.4 HORMONSKI MOTILCI

Hormonski motilci, med katere spadajo tudi organofosfati, so snovi iz okolja, ki lahko motijo
delovanje endokrinega sistema in lahko vplivajo na zdravje in razmnozevanje zivali in ljudi.

Zivali in ljudje smo hormonskim motilcem izpostavljeni preko razli¢nih virov: kontaminirana
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hrana, voda, zrak ali zemlja. Lahko vplivajo na nastanek, sproScanje, metabolizem ali
izloanje hormonov. Prav tako lahko posnemajo delovanje hormonov. (Casals-Casas in
Desvergne, 2011). Vecina hormonskih motilcev ima dolocene lastnosti, zaradi katerih so
lahko zelo nevarni — dolga razpolovna doba, slaba topnost v vodi in dobra topnost v mascobi,
kar vodi k njihovemu kopicenju v mas¢obnem tkivu. Velike koli¢ine hormonskih motilcev
lahko najdemo v vodi in v industrijskih, kmetijskih in gospodinjskih odplakah. To ve¢inoma
recikliramo na kmetijskih povrSinah, tako preko vode in hrane lahko pridejo v organizem

domacih zivali, nato pa do ¢loveka (Brevini in sod., 2005).

Hormonske motilce lahko razdelimo v dve skupini, v prvi so tisti, ki so prisotni v naravi, v
drugi pa so antropogeni hormonski motilci. Med naravne hormonske motilce spadajo
fitoestrogeni, kot sta npr. kumestol in genistin, ki jih najdemo v nekaterih semenih, gobah,
travah, deteljah in sadju in so slabSe aktivni kot endogeni hormoni. V drugi skupini najdemo
razli¢ne snovi, kot so na primer nekateri pesticidi (DDT, organofosforni pesticidi, verjetno
atrazin), poliklorirani in polibromirani bifenili, plastifikatorji (oktilfenol, nonilfenol ipd.),
razli¢éne komponente v plastiki (bisfenol A - BPA), industrijski onesnaZevalci (tezke kovine,

dioksin) (Elobeid in Allison, 2008; Woodruff in sod., 2008; Majdi¢, 2010).

Bjerlng-Poulsen in sod. (2008) so v preglednem c¢lanku opisali pesticide, ki se uporabljajo v
Evropi in lahko vplivajo na razvoj in delovanje Zivénega sistema. Med temi pesticidi so
organofosfatni in karbamatni insekticidi, ki zavirajo delovanje AChE, piretroidni insekticidi,

ditiokarbamatni in klorofenoksi fungicidi (Bjorling-Poulsen in sod., 2008).

V zadnjih dveh desetletjih se veliko pozornosti posveca posrednim vplivom pesticidov, ki jih
je tezko opaziti in tudi oceniti. Veliko pomembnih hormonov, kot so estrogeni, progesteron,
testosteron in tiroksin, se z veliko afiniteto veze na specifi¢ne receptorje v tarcnih celicah in
tako sprozi niz razliénih u¢inkov (Pretty in sod., 2005; Hotchkiss in sod., 2008; Diamanti-
Kandarakis in sod., 2009). Predvideva se, da je najpogostejsi nac¢in delovanja hormonskih
motilcev preko neposredne vezave na receptorje, kot so na primer estrogenski receptorji,
delujejo pa lahko kot agonisti ali antagonisti receptorjev (Zoeller in sod., 2005; Gore, 2010).
Mozno je, da ED delujejo tudi posredno tako, da zavirajo aktivnost encima aromataze (P450
CYP19), ki pretvarja androgene hormone v estrogene (Vinggaard in sod., 2000; Benachour in
sod., 2007; Diamanti-Kandarakis in sod., 2009). Lahko vplivajo na koli¢ino hormonov tudi

tako, da vplivajo na izraZenost genov za encime iz skupine citokromov P450, ki sodelujejo pri
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nastajanju steroidnih hormonov (Storvik in sod., 2011). Mnogo hormonskih motilcev
posnema delovanje spolnih hormonov, zato lahko povzrocajo motnje v hormonskem
delovanju. Veliko teh snovi lahko spremeni delovanje androgenih, estrogenih ali §Citni¢nih
hormonov, ki so pomembni za normalen razvoj zarodka in razmnoZzevalno aktivnost pri vseh
do sedaj proucevanih vretencarjih. Hormonski motilci lahko tudi spremenijo tvorbo
plazemskih proteinov in procese biotransformacije v jetrih. Lahko tudi motijo delovanje
zivénih celic in imunskega sistema. Hormonski motilci lahko neposredno ali posredno
vplivajo na izrazanja genov, tak vpliv je metilacija DNK, ki je lahko tudi dedna. Shinomiya in
Shinomiya (2003) sta s poskusi in vitro pokazala, da DDT zavira rast nevritov v odvisnosti od
koncentracije. DDT v visokih koncentracijah povzroci apoptozo podganjih celic PC12, ki se
uporabljajo kot model za proucevanje razvoja ziv€evja (Shinomiya in Shinomiya, 2003;
Elobeid in Allison, 2008). Colborn in sod. (1993) navajajo vplive razlicnih kemi¢nih snovi na
endokrini sistem pri zivalih, ljudeh in na celice v celicnih kulturah. Ena prvih in
pomembnejsih Studij, ki je porocala o vplivu pesticidov na divje zivali, je bila §tudija o vplivu
diklorodifenolotrikloroetana (DDT) na kakovost jajc beloglavega orla v okolici Velikih jezer
v ZDA. Analize so pokazale, da so lupine jajc tanjSe in zato bolj lomljive. Koncentracije
DDT-ja v jajcih so bile tako visoke, da bi Sele pri desetkrat nizjih koncentracijah lahko
vzdrzevali stalno populacijo orlov. Tudi mladi¢i, ki so se izvalili, so imeli zelo nizko
prezivitveno sposobnost (Colborn in sod., 1993). Zelo pomembno je, da se raziskovalci
zavedamo tudi kumulativnih u¢inkov razli¢nih hormonskih motilcev, saj je ve€ina raziskav in
dolocil o varnih mejah izpostavljenosti usmerjena na izpostavljenost eni snovi, ne pa vec
snovem naenkrat. Vendar smo zivali in ljudje v Zivljenju izpostavljeni ve¢ snovem hkrati

(Woodruff in sod., 2008; Aktar in sod., 2009; Centers for Disease Control and Prevention).

Ameriski Center za nadzor in preprecevanje bolezni (Center for Disease Control and
Prevention (CDC)) od leta 1999 meri vsebnost nekaterih snovi in njihovih presnovkov, ki
onesnazujejo okolje, v serumu in urinu ljudi. Pri doloc¢enem delu proucevane populacije so v
vzorcih nasli tudi 150 razliénih onesnazevalcev. Pri vec€ini pregledane populacije so prisotni
na primer ostanki tobacnega dima, svinec, zivo srebro in ftalati. Zavedati se tudi moramo, da
so poleg nacina izpostavljenosti in koncentracije pomembne tudi razlike v individualni
obcutljvosti. Starost, spol in genotip lahko vplivajo na dovzetnost za nastanck razlinih
motenj, anatomskih sprememb in bolezni (Woodruff in sod., 2008; Centers for Disease

Control and Prevention). V zadnjih desetletjih je predvsem lai¢na populacija zelo zaskrbljena
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zaradi domnevno vedno vecjih problemov na podro¢ju razmnozevanja ljudi. Nekatere
raziskave kazejo na to, da se je povecalo Stevilo moskih, ki so zboleli za rakom na modih, ki
imajo zmanjSano Stevilo semencic, zniZeval naj bi se nivo serumskega testosterona, pojavlja
se tudi vedno vec¢ reprodukcijskih motenj, ki se pokazejo ob rojstvu, kot npr. kriptorhizem in
hipospadija. Vendar nekatere raziskave teh sprememb ne potrjujejo (Moller, 1998; Paulozzi,
1999; Andersen in sod., 2000; Travison in sod., 2007; Giwercman in Giwercman, 2011).
Skakkebaek in sod. (2001) so postavili hipotezo o sindromu nepravilnega razvoja moda (ang.
Testicular dysgenesis syndrome; TDS). Hipoteza pravi, da ima nepravilni razvoj mod lahko
ve¢ primarnih vzrokov, ki posredno vodijo do nepravilnega delovanja leydigovih in
sertolijevih celic v casu razvoja moskih spolnih organov. Hitro narascajoca pojavnost
reprodukcijskih motenj pri ljudeh kaze da imajo, poleg redkih genetskih napak (npr. genske
mutacije, kromosomske napake itd.), verjetno vpliv tudi hormonski motilci oz. spremenjen

nacin zivljenja (Skakkebaek in sod., 2001).

2.5 VPLIV HORMONSKIH MOTILCEV NA SPOLNE ORGANE SAMIC IN SAMCEV
SESALCEV

Pravilno razmerje med koncentracijama androgenih in estrogenih hormonov je pomembno za
normalen razvoj spolnega sistema pri sesalcih v zarodku in v obdobju po rojstvu, ki je
izjemno pomembno za normalno delovanje spolnih organov pri odraslem osebku. Glavna skrb
toksikologije, ki se ukvarja s podroc¢jem reprodukcije, je, ali lahko izpostavljenost snovem v
okolju vpliva na razvoj v obdobju pred rojstvom in po njem ter v puberteti (Stoker in sod.,
2002). Raziskave so pokazale, da izpostavljenost razli¢cnim kemi¢nim snovem lahko povzroci
spremembe v spolnem obnasanju, zmanjsano plodnost ali neplodnost, povecanje pojavnosti
splavitev, zaostalo rast, smrti zarodkov, poskodbe ob rojstvu in propad jajénikov (Gandolfi in
sod., 2002).

Delovanje moskega in zenskega spolnega sistema ureja hipotalamusno-hipofizno-gonadna os,
po sistemu negativne povratne zanke. Gonadoliberin (gonadotropine spro$¢ajo¢i hormon;
GnRH) se pulzno izloca iz posebnih celic v predoptiénem podro¢ju mozganov. GnRH ureja
proizvodnjo in izlocanje LH in FSH iz hipofize, ta dva hormona pa vplivata na dva razli¢na

tipa celic v modih. LH ureja delovanje leydigovih celic, ki tvorijo testosteron, medtem ko
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FSH deluje na sertolijeve celice in sodeluje pri urejanju spermatogeneze. Poleg testosterona in
estrogenov imajo pri urejanju hipotalamusno-hipofizno-gonadne osi z negativno povratno
zanko pomembno vlogo tudi beljakovina za vezavo androgenov (ABP-androgene vezajoci
protein), ki je androgenski transportni protein in inhibin B, sestavljen iz alfa in beta podenote
zavira izloCanje FSH iz hipofize (Knobil in Neill, 1994). Raziskave pri Zivalih so pokazale, da
izpostavljenost hormonskim motilcem v maternici in v zgodnjem obdobju po rojstvu lahko
vpliva na nastop in razvoj v puberteti. Hormonski motilci lahko potencialno delujejo na vseh
treh ravneh hipotalamusno-hipofizno-gonadne osi, saj lahko vplivajo na hipotalamus, hipofizo
ali neposredno na spolne zleze. Pomembno je, da poznamo mehanizme delovanja hormonov,

saj tako lahko razumemo delovanje hormonskih motilcev.

Estrogeni vplivajo na celice preko dveh vrst receptorjev, to sta estrogenski receptor a in P
(ERa in ERP). Receptorja sta prepisovalna dejavnika, ki sta vklju€ena v Stevilnih fizioloskih
funkcijah, kot so na primer razvoj, razmnozevanje, presnova, obnasanje, delovanje sréno-
zilnega sistema, vzdrZzevanje homeostaze v kosteh. Estrogenska receptorja sta vpletena v
patoloske procese kot na primer rak dojk in prostate, zato sta tudi tar¢i za mnoga zdravila.
Izrazata se¢ v razlicnih tkivih in imata razliéne vloge. V maternici, mle¢ni zlezi, modih,
hipofizi, ledvicah, jetrih in srcu najdemo najve¢ ERa, medtem ko je ERP izraZzen predvsem v
prostati in jajénikih. Zato so fenotipske posledice pri misih, ki so brez encga ali drugega
receptorja, razlicne. Nekatere in vitro raziskave kazejo, da imajo hormonski motilci vecjo
afiniteto do ERP kot do ERa. Ob vezavi hormonskih motilcev na ER[ se aktivira vec
koaktivatorjev kot ob vezavi na ERa, kar privede do povecCanega prepisovanja genov
(Swedenborg in sod., 2010). Pri odraslih podganah dodajanje visokih odmerkov estrogenov
zavira aktivnosti steroidogenega encima P450 17 alfa hidroksilaze in povzroca znizanje
proizvodnje testosterona. Mozno je, da izpostavljenost estrogenom ali estrogenskim
kemikalijam med razvojem plodu vpliva na proizvodnjo testosterona in na maskulinizacijo
moskega zarodka (Sikka in Wang, 2008; Mathews in sod., 2009). Izpostavljenost nekaterim
snovem zgodaj v razvoju ali v puberteti lahko povzro¢i nastanek bolezni kasneje v Zivljenju
(Gandolfi in sod., 2002; Uzumcu in sod., 2006). Aksglaede in sod. (2009) so pokazali, da je
pri deklicah na Danskem v zadnjih petnajstih letih prej nastopila puberteta, pa tudi dojke so se
jim zacele prej razvijati. Pri pregledanih dekletih niso ugotovili, da bi na te posledice vplivala

telesna masa ter koliCina hormonov, prav tako so izkljucili genetske faktorje. Avtorji so
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izpostavili moZen vpliv hormonskih motilcev, vendar tega niso mogli potrditi (Aksglaede in

sod., 2009).

Steroidni hormoni, posebej Se estrogeni, so pomembni pri organizaciji in razvoju
nevroendokrinega sistema, ki uravnava spolno specifi¢no fiziologijo v obdobjih pred rojstvom
in razvoj po njem. Nevroni, ki izloCajo gonadotropin spros¢ajo¢i hormon (GnRH), nimajo
estrogenskih receptorjev o, vendar jih imajo nekateri drugi nevroni v hipotalamusu, ki lahko
vplivajo na aktivnost nevronov, ki izlo¢ajo GnRH (Clarke, 2011). Pillon in sod. (2012) so
proucevali mozen vpliv 17-a-etinilestradiola na razvoj nevronov, ki izlocajo gonadotropin
sproscajoci hormon pri misih. Per os so brejim samicam dajali 17-a-etinilestradiol v dveh
koncentracijah, ki so podobne, kot jih najdemo v okolju in v koncentracijah, ki se uporabljajo
pri kontracepciji ali za nadomestno hormonsko zdravljenje. Brejim samicam so 17-o-
etinilestradiol dodajali v Casu nevrogeneze in potovanja nevronov iz nosne plakode. U¢inke so
opazovali pri plodovih, starih 13,5 dni. Ugotovili so, da je izpostavljenost plodov 17-a-
ctinilestradiolu povzrocila statisticno znacilno povecanje Stevila nevronov, ki izlo¢ajo GnRH,
v odvisnosti od koncentracije. MoZni mehanizmi delovanja so preko pove€ane nevrogeneze

in/ali zmanjSane apoptoze (Pillon in sod., 2012).

Motnje v hipotalamusu, hipotizi ali reprodukcijskem sistemu se lahko pokazejo kot motnje v
delovanju jajénikov in posledi¢no kot neplodnost. Jajénik ima dve pomembni vlogi,
spros€anje jajcec in proizvodnjo hormonov jajénika — estrogenov, progestinov (progesteron)
in inhibina. Veliko raziskav bo Se potrebno, da bomo razjasnili nacin delovanja razli¢nih
strupenih snovi na jaj¢énik. Na jajénike lahko posredno vpliva spremenjena koli¢ina hormonov
hipofize (FSH in LH), zaradi motenj v nevroendokrini osi estrogenov in progesterona. Mozno
je, da imajo strupene kemikalije neposreden vpliv na proizvodnjo steroidnih hormonov v
jajéniku, kar bi lahko vplivalo na zorenje jajéec in vzdrzevanje zgodnje nosecnosti.
Hormonski motilci lahko prizadenejo delovanje jaj¢nikov tudi tako, da unicijo jajceca.
Strupene kemikalije uniCujejo jajCeca tako, da neposredno zniZajo prezivitveno sposobnost
jajCeca. Jajceca so v vseh stopnjah razvoja obkrozena s celicami granuloze. Toksi¢ne
kemikalije lahko povzrocajo spremembe v celicah granuloze in tako posredno poskodujejo
jaj€ece (Buccione in sod., 1990; Hooser in sod., 1994; Pocar in sod., 2003). Veliko uni¢enje
jajcec povzroci poskodbo jaj¢nih foliklov, zaradi tega je zmanjSana proizvodnja steroidnih

hormonov, to pa lahko povzro¢i uniCenje jajénika. UniCenje jaj¢ec torej lahko povzroci
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motnje v endokrinem ravnotezju, zniZzanje koliine estrogenov in progesterona in povecanje
izloanja FSH in LH iz hipofize. KolikS§en vpliv imajo kemikalije na razmnoZevanje, je
odvisno od tega na kateri stopnji razvoja je bilo jaj¢ece ob unicenju. Kemikalije, ki unicujejo
jajCeca v primordialnih in primarnih foliklih, povzroc¢ajo zakasnele ucinke na razmnozevanje
v taki meri, da je povecanje Stevila rastocih in antralnih foliklov nemogoce (Hooser in sod.,
1994). Kemikalije, ki uniCujejo rastoCe ali antralne folikle, povzrocajo zaCasne motnje v
razmnozevanju, saj se folikli lahko obnovijo iz mnozice primarnih foliklov. TakSne
kemikalije povzrocajo neplodnost, ki jo zaznamo kmalu po izpostavitvi (Jarrell in sod., 1991).
Pomemben faktor pri ocenjevanju ucinka izpostavljenosti je tudi raven izpostavljenosti
toksi¢nim kemikalijam. Le redko se zgodi, da je posameznik izpostavljen taksSnim
koncentracijam snovi, strupenih za jaj¢nike, ki jih je lahko izmeriti in oceniti. Pogosto smo
ljudje izpostavljeni dlje casa niZjim koncentracijam strupenih snovi. Veliko tveganje
predstavlja tudi dejstvo, da se nekateri hormonski motilci kopicijo v zarodkih, kar potrjujejo
raziskave pri Zivalih in ljudeh, kjer so imeli potomci izpostavljenih mater v krvi ob rojstvu do
25 % visje koncentracije dioksinov kot njihove matere (Gandolfi in sod., 2002; Pocar in sod.,

2003; Brevini in sod., 2005; Uzumcu in Zachow, 2007).

2.6 VPLIVI HORMONSKIH MOTILCEV NA RAZVOJ IN DELOVANIJE SPOLNIH
ORGANOV SAMIC SESALCEV

Kroni¢na ali subkroni¢na izpostavitev organofosfatu diklorvosu lahko povzroci histopatoloske
spremembe razlicnih tkiv (Oral in sod., 2006). Izpostavljenost hormonskim motilcem v
kriticnih obdobjih razvoja zivali ali ¢loveka lahko omogoci razvoj razlicnim boleznim v
odraslem obdobju, med drugim tudi raku. Hormonski motilci preko epigenetskih sprememb
lahko vplivajo tudi na potomce izpostavljenih zivali. Pri proucevanju hormonskih motilcev je
pomembno, da posameznik ni izpostavljen samo enemu hormonskemu motilcu, ampak ve¢im
naenkrat oz. v cCasu zivljenja, zato je lahko prizadetih ve¢ hormonskih sistemov in je
razumevanje delovanja hormonskih motilcev zelo zapleteno (Ma, 2009). Vpliv kemikalij na
razvoj zenskega spolnega sistema in zdravje v odraslem obdobju so Buck Louis in sod. (2011)
zdruzili v sindromu, imenovanem sindrom nepravilnega razvoja jajénikov (ang. Ovarian
dysgenesis syndrome; ODS), ki zdruZuje razlicne komponente nenormalnega razvoja

jajénikov, miillerjevih vodov in tudi razvoj drugih bolezni, kot na primer raka jaj¢nikov (Buck
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Louis in sod., 2011). Visoka koncentracija DDT-ja v serumu mater statisticno znacilno
zmanjSa verjetnost noseCnosti pri héerah (Cohn in sod., 2003). Dietilstilbestrol (DES) je
nesteroidni umetni estrogen, ki so ga med leti 1940 in 1970 predpisovali Zenskam za
preprecitev spontanih splavov, ¢eprav dokazov za njegovo pozitivno delovanje niso imeli.
Tako pri moskih kot Zenskih potomcih Zensk, ki so jemale DES, je bilo opisanih veliko
nepravilnosti v spolnem, sré¢no-zilnem in imunskem sistemu (Herbst in sod., 1971; Newbold,
2004; Titus-Ernstoff in sod., 2006). Podobne spremembe, kot so na primer neplodnost,
neredni spolni cikli, spremenjena zgradba spolnega sistem, vaginalni adenokarcinom, so
ugotovili tudi na zivalskih modelih po izpostavljenosti DES. Blatt in sod. (2003) so opozorili
na moznost vpliva DES preko epigenetskih sprememb. Petnajstletno dekle je namrec¢ zbolelo
za karcinomom malih celic jajcnika, ki se v puberteti pojavlja zelo redko in njegova etiologija
je zaenkrat neznana. Obolela je bila vnukinja zenske, ki je dobivala DES v ¢asu nosecnosti z
materjo pacientke (Blatt in sod., 2003). Prav tako je zelo proucen vpliv bisfenola A (BPA) na
endokrini sistem. BPA je plastifikator, ki se uporablja za utrditev in razbistritev
polikarbonatne plastike kot tudi pri proizvodnji epoksi smol. V raziskavi reprezentativnega
vzorca ljudi, ki je vkljuCevala 394 odraslih v ZdruZenih drzavah Amerike, je 95 %
preiskovanih ljudi imelo v se€u zaznavne koncentracije BPA-ja. Ti rezultati kazejo, da je
verjetno velika vecina populacije v ZDA izpostavljena BPA-ju (Calafat in sod., 2005). Misi,
izpostavljene BPA-ju v koncentracijah, ki je takSna, kot je izpostavljenost v okolju, je
povzrocila hitrejsi zaCetek pubertete, prej se pojavi odpiranje noznice, spremeni se
morfologija jaj¢nikov, telesna masa in koncentracija LH v krvi (Zama in Uzumcu, 2010).
Kljub vsemu se mnenja in znanstvena dognanja mocno razlikujejo med seboj. Vecino trditev
o strupenosti BPAja pri koncentracijah, katerim smo izpostavljeni tako ljudje kot zivali v
okolju, je ovrgla raziskava Ryana in sod. iz leta 2010, vendar strokovnjaki Se vedno niso
zavzeli enotnega staliS¢a. BPA lahko s svojo Sibko estrogensko aktivnostjo Se vedno prispeva
k Skodljivim vplivom razli¢nih drugih kemikalij, vendar je pri oralni izpostavljenosti verjetno

njegov vpliv minimalen (Ryan in sod., 2010; Sharpe, 2010).

Veliko raziskav je namenjenih proucevanju vpliva razlicnih snovi iz okolja na nastanek in
razvoj raka na dojki, ki je najpogostejSa oblika raka pri zenskah. Starost ob pojavljanju raka

na doki pa se iz leta v leto niza.
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Raziskavi iz leta 1992 in 1993 sta porocali o vi§jih koncentracijah PCB-jev pri Zenskah
obolelih za rakom dojk v primerjavi s kontrolno skupino Zensk. Domnevali so, da so neznani
estrogeni ali ksenoestrogeni povzrocitelji raka na dojkah (Falck in sod., 1992; Wolff in sod.,
1993). Safe (1995) je opozarjal, da je tudi v prehrani ljudi veliko naravnih fitoestrogenov, ki
imajo estrogenske ucinke, njihova prisotnost v hrani pa je precej vi§ja kot vsebnost kemikalij
z estrogenim delovanjem in zato potencialno predstavljajo vecjo nevarnost (Safe, 1995). Leta
1995 so Ahlborg in sod. pregledali raziskave in ugotovili, da dotedanje raziskave in vitro in
epidemioloSke Studije ter raziskave na zivalih ne podpirajo teorije o nastanku raka na dojkah

zaradi ksenoestrogenov, vendar je tudi dokoncno ne zavracajo (Ahlborg in sod., 1995).

Vpliv ksenoestrogenov na nastanek raka na dojkah so proucevali v ve¢ raziskavah, kjer so
primerjali koli¢ino PCB-jev v mascobnem tkivu ali serumu obolelih in zdravih Zensk.
Raziskave iz razli¢nih drZzav so pokazale, da koli¢ina PCB-jev pri obolelih za rakom na
dojkah ni statistiéno znacilno vi§ja kot pri kontrolni skupini. Primerjali so tudi vplive razli¢nih
PCB-jev in organokloriranih pesticidov pri obolelih in zdravih Zenskah. Hoyer in sod.
porocajo, da je bila koli¢ina dieldrina (insekticid) v serumu vi§ja pri obolelih za rakom na
dojkah kot pri kontrolni skupini, ¢as prezivetja se je nizal z viSanjem nivoja dieldrina (Hoyer
in sod., 1998; Hoyer in sod., 2000). Nasprotno so Ward in sod. izmerili koli¢ino dieldrina v
krvi Norvezank, ki so darovale kri med leti 1973 in 1990, vendar pri Zzenskah, obolelih za
rakom na dojkah, niso nasli poviSanega nivoja dieldrina (Ward in sod., 2000). Veliko
raziskavo so naredili Gammon in sod. (2002) v New Yorku med prebivalci Long Islanda.
Avtorji so dognali, da ne morejo podpreti hipoteze, da organoklorini povecujejo moznost za
nastanek raka na dojkah pri belkah, ki zZivijo na Long Islandu (Gammon in sod., 2002a;
Gammon in sod., 2002b). Krogenaes in sod. (1998) so proucili vplive PCB 153 in PCB 126
na goveja jajéeca v raziskavah in vitro. Koncentracije, ki so jih uporabljali v poskusu so bile
takSne da so dosegli koncentracije, kot so jih izmerili pri zenskah, ki niso bile posebej
izpostavljene tem PCB-jem. Dodatek izomere PCB 153 zoritvenemu mediju je povzrocil
zmanjSan odstotek jajcec, ki so zakljucila prvi celi¢ni cikel, ni pa neposredno vplival na
zorenje jajcec. Izomera PCB 126 je pri vi§jih koncentracijah — 1.006 pg/mL negativno
vplivala na zorenje jajcec, pri nizjih koncentracijah — 10,06 pg/mL in 100,6 pg/mL je
prizadela razvoj zarodka. Poleg tega, da so uporabljene koncentracije tolikSne, kot jih
najdemo v serumu Zensk, so rezultati pomembni tudi zato, ker je PCB 153 glavni in zelo

stabilni PCB in ga najpogosteje najdemo v krvi, mleku in drugih tkivih.ljudi. Veliko je tudi
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podatkov, ki govorijo, da so meSanice PCB-jev bolj strupene kot samo ena vrsta PCB - ja

(Krogenaes in sod., 1998).

Studija Uzumcu in sod. (2006) je pokazala, da izpostavljenost podgan metoksiloru v
zgodnjem obdobju po rojstvu povzro¢i zniZano maso jajénikov, zavira rast foliklov in
spodbuja proizvodnjo antimiillerjevega hormona v obdobju pred puberteto (Uzumcu in sod.,
2006). Oral in sod. (2006) so podganam peroralno aplicirali nizke odmerke organofosfata
diklorvosa. Eni skupini so dodajali samo diklorvos, drugi diklorvos ter vitamina E in C, tretji
pa samo koruzno olje kot kontrolo. Ugotovili so, da diklorvos, v primerjavi s kontrolno
skupino, povzroci statisticno znacilno povisanje koncentracije malondialdehida (MDA) v
plazmi. MDA je presnovni produkt, ki je uporaben za oceno membranske lipidne
peroksidacije. V skupini podgan, ki so prejemale diklorvos ter vitamina E in C, je bila
koncentracija MDA v primerjavi z diklorvosno skupino statisti¢no znacilno nizja, prav tako je

bil manjsi obseg histopatoloSkih sprememb in apoptoze v jajénikih (Oral in sod., 2006).

Triklorfon (TCF), Sirokospektralni organofosfat, je bil leta 2005 €etrti najpogosteje uporabljan
pesticid na Kitajskem. Ostanke TCF-ja so naSli na vecini zelenjave na kitajskem trgu. TCF v
nizkih koncentracijah (pod 10 mg/kg/dan) in ob daljSem casu izpostavljenosti ni vplival na
razmnozevalne parametre samic (dolZina gonitve, zorenje jaj€ec) in rast plodov misi (Ding in

sod., 2011).

2.7 VPLIVI HORMONSKIH MOTILCEV NA RAZVOJ IN DELOVANJE SPOLNIH
ORGANOV SAMCEV SESALCEV

V zadnjih desetletjih se je povecala pogostnost raka na modih, pogostnost nekaterih prirojenih
napak, kot so nepravilen razvoj se¢nice (hipospadija) in kriptorhizem pri moskih. Ve¢ porocil
govori tudi o zniZevanju koli¢ine semencic v ejakulatu pri moskih, vse te motnje so
poimenovali sindrom nepravilnega razvoja mod (ang. Testis dysgenesis syndrome; TDS)
(Skakkebaek in sod., 2001). Bioloski vzrok za TDS bi lahko bila pove€ana izpostavljenost
estrogenom v Casu razvoja zarodka ali spremenjeno izrazanje AMH. Visoka koncentracija
materinih estrogenov bi lahko znizala koncentracijo FSH pri moskih potomcih, z negativno
povratno zanko preko osi hipotalamus-hipofiza-moda in posledi¢no zniZala koncentracijo

AMH. Tako bi bil moten normalen razvoj spolnega sistema samcev, kar pogosto lahko
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privede do kriptorhizma in hipospadije. Vplivi hormonskih motilcev na spermatogenezo bi
lahko potekali preko §tirih mehanizmov delovanja, motenj v delovanju Sertolijevih in drugih
podpornih celic, nepravilnega urejanja delovanja spolnih hormonov (zmanjSano S§tevilo
leydigovih celic, zmanjSana steroidogeneza v leydigovih celicah, nepravilno delovanje osi
hipotalamus-hipofiza-moda), apoptoze zarodnih celic ali epigenetske spremembe genoma
(Phillips in Tanphaichitr, 2008). Veliko raziskav je posvecenih raziskovanju Stevila semencic
v ejakulatu pri ljudeh. Vzorce so raziskovalci dobili iz semenskih bank, plodnostnih klinik ali
klinik, kjer opravljajo vazektomije. Auger in sod. (1995) so analizirali podatke o Stevilu
semencic ki so bili dostopni v semenski banki v Parizu in so bili zbrani od 1351 moskih od
leta 1973 do 1992. Rezultati so pokazali velik padec v povpre¢nem Stevilu semencic, in sicer
od 89 milijonov/mL v letu 1973 na 60 milijonov/mL v letu 1992. Poleg tega so ugotovili, da
se je v teh dvajsetih letih povecalo Stevilo semencic z morfoloskimi napakami in zmanjSano
gibljivostjo (Auger in sod., 1995). Raziskava na kliniki v Toulousu, kjer so proucili 302
vzorca, odvzete od leta 1977 do 1992 ni pokazala nobenih sprememb v kakovosti semena
(Bujan in sod., 1996). Tudi mnogo drugih raziskav je pokazalo nasprotujoce rezultate, vzroki
za tak$ne rezultate so lahko razlicne merilne tehnike, sezonske spremembe in razlike med
moskimi, ki so darovali vzorce. Ugotovljene so bile velike razlike v Stevilu semencic v
ejakulatu moSkih med drzavami in tudi v posameznih podrocjih znotraj drZav. Vendar
vzrokov za take razlike ne poznamo, saj so podro¢ne razlike pri raziskavah, ki so pokazale
nasprotujoce si rezultate, v onesnazevalcih kot so PCB-ji, DDE in pesticidi, minimalne in je
zato malo verjetno, da bi razlike v onesnazenosti lahko razlozile podro¢ne razlike v Stevilu
semencic. Thomas in sod. (1998) so z meritvami hormonov pri nosec¢ih zenskah ugotovili, da
imajo zenske, ki nosijo dvojcke, vi§je koncentracije serumskega estradiola v primerjavi s
tistimi Zenskami, ki nosijo samo enega otroka, poleg tega naj bi bila koncentracija
serumskega estradiola visja pri zenskah, ki nosijo dvojajéne dvojcke kot pri tistih, ki nosijo
enojajéne dvojcke (Thomas in sod., 1998). Swerdlow in sod. (1997) so na podlagi tega
preverili hipotezo, da lahko izpostavljenost materinim estrogenom v obdobju pred rojstvom
poveca tveganje za nastanek raka na dojki in modih. Pregledali so podatke o pojavnosti raka
na modih in raka dojk pri enojajénih in dvojajénih dvojckih. Njihovi rezultati so dejansko
pokazali povecano tveganje za raka na modih in za rak dojk pri dvojajénih dvojckih v
primerjavi z enojajénimi (Swerdlow in sod., 1997). Leta 2002 so Storgaard in sod. v podobni

raziskavi proucili vpliv estrogenov na Stevilo semencic in kakovost semena pri odraslih

38



K. Ceh. Vpliv nizkih koncentracij klormefosa na razvoj in delovanje spolnih organov in
mozganov pri miSih. Doktorska disertacija. Univerza v Ljubljani.

enojajénih in dvojajénih dvojckih, ter moskih, ki niso bili rojeni kot dvojcki. Med temi
skupinami pa ni bilo razlik, kar kaze, da vi§je koncentracije estrogenov pred rojstvom niso

povezane z zmanjSanjem Stevila semencic pri odraslih ljudeh (Storgaard in sod., 2002).

Najvisjim koncentracijam estrogenih hormonov pred rojstvom so bili izpostavljeni potomci
zensk, ki so v nosecnosti prejemale DES. Raziskave Wilcoxa in sod. (1995), ter Hemminkija
in sod. (1999) so pokazale, da se plodnost moskih, pred rojstvom izpostavljenih DES-u, ne
razlikuje od plodnosti moskih, ki DES-u niso bili izpostavljeni pred rojstvom (Wilcox in sod.,
1995; Hemminki in sod., 1999). Vendar pa so moski potomci Zensk, ki so bili kot zarodki
izpostavljeni DES-u (njihove matere so jemale DES), imeli veCjo verjetnost za nastanek
hipospadije kot potomci mater, ki DES-u niso bile izpostavljene preko njihovih mater
(Brouwers in sod., 2006). Kobayashi in sod. (2009) so podkozno injicirali nizke koncentracije
DES-a brejim podganam med sedmim in enaindvajsetim dnevom brejosti. Proucevali so vpliv
na mosSke potomce in wugotovili znizan nivo serumskega testosterona in povecano
koncentracijo mRNK za androgenski receptor. Avtorji predvidevajo, da je poveCana
izrazenost gena za androgenski receptor nastopila zato, da se vzdrzuje normalna

spermatogencza (Kobayashi in sod., 2009).

Peroralna izpostavljenost odraslih samcev podgan organofosfatu klorpirifosu je povzrocila
zmanjSano Stevilo semencic, njihovo slabso gibljivost, kot tudi povecano Stevilo nenormalno
razvitith semencic (Farag in sod., 2010). Narayana in sod. (2006) so proucevali morebitni
vpliv organofosfata metil-parationa na potomce izpostavljenih podgan. Ugotovili so, da je
metil-paration vplival na morfologijo in Stevilo semencic,ter koncentracijo askorbinske kisline
v modih pri odraslih potomcih izpostavljenih podgan. Vendar metil-paration ni vplivali na
telesno maso potomcev, plodnost izpostavljenih samic ali samcev ter prezivitveno sposobnost
mladi¢ev (Narayana in sod., 2006a). Raziskava Okahashija in sod. (2005) o izpostavljenosti
podgan organofosfatu fenitrotionu je pokazala, da izpostavljenost taksnim koli¢inam, kot jih
najdemo v okolju, ne vpliva na endokrini sistem, kljub temu da so podgane imele mo¢no
znizano aktivnost mozganske AChE (Okahashi in sod., 2005). Dolgotrajna raziskava Recia in
sod. je pokazala, da izpostavljenost organofosfatom pri delavcih v kmetijstvu povzroca
hormonske motnje predvsem tako, da moti delovanje osi hipotalamus — hipofiza; najvecje
vplive so imeli na FSH in LH, katerih koncentracija se je poviSala ob povecani

izpostavljenosti organofosfatom (Recio in sod., 2005).
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Delavci, ki so bili na delovhem mestu izpostavljeni pesticidom, so imeli statisticno znacilno
zniZzano koli¢ino semenske tekoc¢ine, zmanjSano Stevilo normalno oblikovanih semencic in
zmanjSano gibljivost semencic, niZjo koncentracijo serumskega testosterona in LH v
primerjavi s tistimi delavci, ki pesticidom niso bili izpostavljeni. Niso pa ugotovili opazne
razlike v koncentraciji semencic. (Yucra in sod., 2008). Gomes in Lloyd (2009) sta mi$im
peroralno dodajala razlicne mesanice organofosfatov v zelo nizkih koncentracijah, kaksnim so
izpostavljeni prebivalci na podroc¢jih z intenzivnim kmetijstvom. Izpostavljene misi so, v
primerjavo s kontrolno skupino, imele statisticno znacilno spremenjene razmnozevalne
parametre (pogostejSa smrt plodov), nizjo telesno maso potomcev, slabSe pridobivanje telesne
mase matere (Gomes in Lloyd, 2009). Podobne ucinke so pri podganah opisali tudi Jacobson
in sod. (2010). Proucili so pet fungicidov (procimidon, mankozeb, epoksikonazol,
tebukonazol in prokloraz), ki vsak zase ne povzrocajo sprememb v razmnoZevalnih
parametrih. Vseh pet fungicidov je v meSanici, v kateri je bila koncentracija vsakega
fungicida ista, povzrocilo statisti¢no znacilne spremembe, kot so podaljSana dolZzina brejosti
in pove€ana umrljivost potomcev. Spremembe v spolni diferenciaciji potomcev so se
pokazale kot poveCanje anogenitalnega indeksa pri samicah in znizanje anogenitalnega
indeksa pri samcih, pove€ano Stevilo bradavic pri samckih ter povecan odstotek samckov s
hipospadijo. Rezultati kaZejo, da koncentracije posameznega fungicida, ki ne povzroca
sprememb v opazovanih reprodukcijskih parametrih, skupaj z drugimi taksSnimi fungicidi

povzrocajo izrazite spremembe (Jacobsen in sod., 2010).

2.8 VPLIVI HORMONSKIH MOTILCEV NA RAZVOJ IN DELOVANJE MOZGANOV
TER OBNASANIJE LJUDI IN ZIVALI

Epidemioloske raziskave ljudi in raziskave na Zivalih so pokazale, da endokrini motilci lahko
motijo razvoj mozganov. Znano je, da imajo spolni in §¢itnicni hormoni pomembno vlogo pri
razvoju mozganov, med drugim spolni hormoni vplivajo na razvoj spolnega dimorfizma v
obdobju pred rojstvom. Pomanjkanje $¢itnicnih hormonov v ¢asu razvoja pri ljudeh in zivalih
povzroc¢i kretenizem. Mozno je, da izpostavljenost endokrinim motilcem v obdobju pred
rojstvom lahko moti normalen razvoj mozganov tako, da vplivajo endokrini motilci na tvorbo,
transport, delovanje in presnovo hormonov (McGarvey in sod., 2001; Khan in Hansen, 2003;

Dickerson in Gore, 2007). Relativno nizke koncentracije endokrinih motilcev lahko pri
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poskusnih Zivalih povzrocijo poskodbo centrov, ki nadzorujejo funkcije kot sta spolno
obnasanje in ucenje. Vendar med spoloma obstaja razlika pri poSkodbi mozganskih centrov.
Endokrini motilci lahko povzrocijo povecanje prostornine nekaterih mozganskih jeder, kot na

primer spolno dimorfno jedro v predopticnem podroc¢ju in locua ceruleusa.

Hormonski motilci lahko negativno vplivajo na nastanek sinaps tako, da vplivajo na izraZanje
nekaterih genov, motijo delovanje $¢itnicnih hormonov ali motijo nastanek sinaps preko
receptorjev (Schantz in Widholm, 2001; Takahama in Shirasaki, 2001; Diamanti-Kandarakis
in sod., 2009; Hajszan in Leranth, 2010).

Obdobje, v katerem je Clovek ali Zival izpostavljen hormonskim motilcem, ima kljucen
pomen pri tem, kaksni so njihovi vplivi. Vemo, da so v razvoju dolocena kriti¢cna obdobja, v
katerih steroidni in drugi hormoni vplivajo na razvoj nevroendokrinega sistema. Hormoni
S¢itnice, steroidni hormoni nadledviéne Zleze in spolni steroidni hormoni imajo pomembno
vlogo pri razvoju mozganov v obdobju pred rojstvom in po njem. Zaradi podobnih
mehanizmov delovanja lahko izpostavljenost endokrinim motilcem v obdobju ob rojstvu moti
normalen razvoj mozganov in spremeni njihovo delovanje. Rezultati razliénih raziskav
kazejo, da izpostavljenost endokrinim motilcem v obdobju pred rojstvom lahko povzroci
spremembe v strukturi mozganskih podrocij (sprememba velikosti jeder, spremenjen nivo
izrazenosti nevrotransmiterjev in beljakovin v Ziveénih celicah) in delovanju mozganov
(spremembe v spolnem obnaSanju in sposobnosti uc¢enja) (Takahama in Shirasaki, 2001;
Wilson in Davies, 2007; Gore, 2010). V nekaterih epidemioloskih raziskavah, kjer so bile
zivali podvrzene kroni¢no nizkim koncentracijam organofosfatov, so se kazale tudi
spremembe pri nekaterih obnasanjih. Mehanizmov, ki privedejo do taksSnih posledic, Se ne
poznamo dovolj dobro, vendar pa verjetno niso povezani z zaviranjem delovanja AChE.
Ugotovljeno je bilo, da koncentracije, prenizke, da bi povzrocile holinergicne znake akutne
zastrupitve, lahko povzrocijo izboljSano ucenje v nekaterih testih z labirinti in pocasnejSe
prevajanje zivcev. Mozno je, da so tara za takSno delovanje nekatere bolj obcutljive
mozganske beljakovine. Ucinki, ki bi nastali preko takih tarnih beljakovin, bi bili
najverjetneje precej drugacni kot ucinki akutne zastrupitve preko AChE (Ray in Richards,
2001). Izpostavljenost podgan bisfenolu A ali fitoestrogenu genisteinu v zgodnjem obdobju
po rojstvu je povzroc€ila povisano §tevilo imunoreaktvnih celic za kalbindin v podro¢ju spolno

dimorfnega jedra hipotalamusa, ni pa povzrocila povecane prostornine tega jedra (Patisaul in
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sod., 2007). Ugotavljali so tudi vpliv zgodnje izpostavljenosti podgan genisteinu in ugotovili
povecano prostornino anteroventralnega periventrikularnega jedra (AVPV) pri samcih. AVPV
je podrocje v mozganih, ki je pomembno za nevroendokrini nadzor ovulacije pri samicah in

verjetno ureja spro§canje GnRH pri obeh spolih (Gore, 2010).

Izpostavljenost plodov visokim koncentracijam klorpirifosa v obdobju pred rojstvom je
povzrocCila pomanjkanje pozornosti in sindrom hiperaktivnosti ter predvidljive razvojne
probleme pri ljudeh (ang. pervasive developmental disorder -PDD) v prvih treh letih zivljenja
(Rauh in sod., 2006). Veliko raziskovalcev proucuje vpliv izpostavljenosti nizkim
koncentracijam organofosfatov v brejosti na razvoj ZivCevja in obnaSanje potomcev
izpostavljenih Zivali. Palanza in sod. (1999) so opravili raziskave o vplivu nizkih koncentracij
dveh pesticidov — DDT-ja in metoksiklora (MTX) ter nizkih koncentracij umetnega estrogena
DES na razvoj ziv€evja in kasnejSega obnaSanja pri hisnih miSih. Koncentracije, uporabljene
v poskusu, so bile taksne, kot jih lahko najdemo v okolju. Ugotovili so, da izpostavljenost
nizkim koncentracijam MTX pred rojstvom povecajo reaktivnost refleksov v zgodnjem
obdobju po rojstvu. Te misi v predadolescentnem obdobju kazejo zmanjSan reakcijski ¢as pri
odkrivanju novega okolja in novega objekta. Zacetek agresivnosti med samci, ki so bili pred
rojstvom izpostavljeni MTX, je nastopil kasneje. ZmanjSan nivo agresivnosti izpostavljeni
samci kazejo v zgodnji adolescenci, ko odrastejo pa ni razlik. Samci, ki so bili pred rojstvom
izpostavljeni DES-u, DDT-ju in MTX-u so veckrat oznacevali svoje podro¢je v novem
okolju. Razmerje med samicami in samci, ki so napadli pripadnika istega spola, je bilo
povecano pri misih, ki so bile pred rojstvom pod vplivom nizkih doz DES-a in DDT-ja
(Palanza in sod., 1999). Izpostavljenost organofosfatu klorpirifosu v ¢asu pred rojstvom in
preko mleka v zgodnjem poporodnem obdobju je pri odraslih potomkah izpostavljenih misi
povzrocila statistiéno znacilno poudarjeno obnasanje, podobno anksioznemu (Braquenier in
sod., 2010). Samice podgan, ki so jim 1., 3. in 5. dan injicirali visoke odmerke MTX so v
odraslem obdobju kazale ve¢ spolno nespejemljivega obnasanja, kar se je odrazalo kot ugrizi
in odrivi stimulusnih samcev (Bertolasio in sod., 2011). Eskenazi in sod. (2008) so opisali, da
so otroci mater, ki so v krvi imele visoke koncentracije dialkilofosfata (presnovek OP), kazali
pocasnej$i dusevni razvoj in predvidljive razvojne probleme pri 24 mesecih starosti (Eskenazi

in sod., 2008).
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Krvno-moZganska pregrada §¢iti centralni Zivéni sistem pred snovmi, ki so v krvi in bi lahko
Skodljivo vplivale na delovanje Zivénega sistema. Ob poskodbah in doloc¢enih boleznih se
poveca prepustnost krvno-mozZganske pregrade in lahko nastopi smrt zaradi otekanja in
krvavitev (Song in sod., 2004). Vec¢ina hormonskih motilcev prehaja krvno-moZgansko
pregrado in bi lahko neposredno vplivala na mozZganske celice. Vendar je tezko primerjati
serumske koncentracije teh hormonskih motilcev s koncentracijo v samih moZganih. Vemo
namrec¢, da so hormonski motilci ve¢inoma topni v mascobah in imajo dolgo razplovno dobo,
zato se tudi nabirajo v mozganih, zaradi Cesar bi lahko bila koncentracija teh snovi v
mozganih visja kot npr. v krvi (Parent in sod., 2011). Kaze, da imajo misi bolj propustno
krvno-mozgansko pregrado kot podgane (Gupta in sod., 1999; Sinha in Shukla, 2003).
Injiciranje organofosfatnega insekticida paraoksona podganam v odmerkih, ki ne povzrocijo
holinergi¢nih znakov zastrupitve, povzro¢i povecano prepustnost krvno-mozganske pregrade.
Povecano prepustnost kapilar je paraokson povzrocil le pri mladih podganah. Apliciranje
piridostigmina, perifernega zaviralca aktivnosti AChE, pred paraoksonom je preprecilo
Skodljivo delovanje paraoksona na krvno-mozgansko pregrado (Song in sod., 2004). Slotkin
in sod. (2006) so proucevali vpliv razlicnih koncentracij organofosfatov klorpirifosa,
diazinona in parationa na razvoj mozganov. Zivalim so podkozno injicirali razliéne odmerke
organofosfatov od prvega do Cetrtega dneva po rojstvu. Vplive so prouevali peti dan po
rojstvu. Uporabljali so koncentracije, ki niso povzrocale smrti pri izpostavljenih mladicih,
prav tako te koncentracije niso vplivale na razmerje med maso mozganov in telesno maso. Za
paration so uporabili doze med 0,02 in 0,1 mg/kg, kar je tudi maksimalna tolerantna doza, za
klorpirifos so uporabili maksimalno tolerantno dozo 1 mg/kg, in diazinon 0,5-2 mg/kg
(maksimalna tolerantna doza je 5 mg/kg). Klorpirifos in diazinon sta v koncentracijah, nizjih
od maksimalne tolerantne doze, skodljivo vplivala na rast nevritov v mozganskem deblu in
prednji mozganih, kar so dokazali z zmanjSanim razmerjem med membranskimi proteini in
skupnimi proteini. Prav tako sta v teh dozah klorpirifos in diazinon znizala aktivnost AChE,
nista pa vplivala na vezavo hemiholina-3, ki je presinapti¢ni holinski transporter in indeks
holinergi¢ne zivéne aktivnosti. Paration v maksimalni tolerantni dozi ni povzro€il podobnih
sprememb. S temi rezultati so dokazali, da imajo razli¢ni organofosfatni insekticidi druga¢no
pot delovanja na mozgane, kot je njihova sistemska toksi¢nost. Paration v relativno nizkih

dozah (0,1 mg/kg) povzroci smrt pri podganah, njegovih skodljivih u¢inkovna na mozgane pa
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niso opazili. Nasprotno velja za klorpirifos in diazinon, ki sta Ze v niZjih dozah kot je

maksimalna tolerantna doza Skodljivo vplivala na mozgane (Slotkin in sod., 2006a).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 ZIVALI

Spolno zrele (60 — 70 dni stare) miSi Balb/c Zenskega in moSkega spola smo parili pri
standardnih pogojih, temperatura 20 — 25° C, vlaznost 55 — 65%, dnevno : noc¢ni cikel 12:12.
Hrano (2916, Harlan Tekland, Velika Britanija) brez fitoestrogenov so misi imele na razolago
ad libitum. Za vse poskuse na Zivalih je dovoljenje izdala Veterinarska uprava republike
Slovenije (Stevilka dovoljenja 3440-176/2006). Vsi poskusi na zivalih so bili izvedeni skladno
z eti¢nimi dolocili direktive EU (86/609/EEC).

Zivali smo razdelili v dve poskusni skupini, prva je bila izpostavljena klormefosu v vodi v
koncentraciji 3,5 pg/mL, druga v koncentraciji 0,35 pg/mL (10- in 100- krat nizja doza kot
LDso za podgane). Ker klormefos ni zelo topen v vodi, smo ga najprej raztopili v etanolu.
Kontrolna skupina zivali je bila zato izpostavljena samo etanolu v koncentraciji 3,5 pl/mL

vode.

Spolno =zrele samce in samice smo nakljuéno razdelili v skupine glede na dozo
izpostavljenosti klormefosu. Misi smo pred paritvijo stehtali in jih za sedem dni izpostavili
klormefosu/etanolu. Po sedmih dneh smo v posami¢ne kletke namestili po eno samico in
enega samca. MiSi so bile izpostavljene klormefosu/etanolu med paritvijo, brejostjo in do
odstavitve mladi¢ev pri 21 dneh. Pri neposredno izpostavljenih zivalih smo spremljali Stevilo
mladi¢ev v gnezdih, mladice smo vedno presteli na dan rojstva. Vse ostale preiskave o vplivu
klormefosa na razvoj in delovanje spolnih organov in mozganov smo spremljali pri potomcih
misi izpostavljenih klormefosu/etanolu. Samcke iz razli¢ih gnezd smo ob odstavitvi nakljuéno
razporedili v razli¢ne skupine ter jih zrtvovali ob dosezeni starost (v vsaki starostni skupini so

bili samcki iz vsaj treh razliénih gnezd).

Mladi¢e smo zrtvovali 9, 19, 48, 56 in 70 - 80 dni po rojstvu. Samcki, ki so bili Zrtvovani 48,

56 in 70 — 80 dni po rojstvu, so bili klormefosu/etanolu izpostavljeni le do odstavitve pri 21
dneh.

Samcke, stare 9 dni, smo zrtvovali s CO,.

Samcke, stare 19, 48 in 70 — 80 dni, smo anestezirali z meSanico ketamina (Vetoquinol

Biowet, Gorzowie, Poljska; 100 pg/g telesne mase (TM)), ksilazina (Chanelle
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Pharmaceuticals Ltd., Loughrea, Irska; 10 pg/g TM) in acepromazina (Fort Dodge Animal
Health, Fort Dodge, IA, ZDA; 2 pg/g TM). 19 in 48 dni starim sam¢kom smo odvzeli kri iz
desnega sré¢nega prekata s heparinom (1 U/ml, Sigma) preprano injekcijo in iglo (0,8x 40 mm
21Gx1 9/16"). Heparinizirano kri smo centrifugirali 5 min. na 3000 obratih/min. pri 4 °C,
odpipetirali smo krvno plazmo in jo shranili pri -20 °C do meritve hormonov. Preostalo kri
smo iz zivali sprali s hladnim 0,05 M slanim fosfatnim pufrom (PBS), ki mu je sledilo
ucvrscevanje z bouinovo raztopino. Odvzeta moda smo po odvzemu fiksirali v bouinovi
raztopini Se 4 do 20 ur, odvisno od velikosti. Nato smo moda vklopili v parafin po

standardnem postopku.

Samcke, stare 56 dni, smo anestezirali z enako meSanico anestetikov, kot je opisano zgoraj,
ko so bili v globoki anesteziji, smo naredili cervikalno dislokacijo in jim takoj odvzeli

mozgane za izolacijo RNK.

Zivali, ki smo jih testirali v testu dvignjenega labirinta, smo teden dni po testu Zrtvovali in jim
odvzeli mozgane za imunohistoloSke analize, ter moda za merjenje dnevne proizvodnje
semencic; tako smo zmanjSali Stevilo zrtvovanih zivali v poskusu. Pred odvzemom mod smo
stisnili trebusno aorto in veno cavo caudalis s kirurSko prijemalko in na ta nacin preprecili
izkrvavitev. Po odvzemu mod smo opravili perfuzijo s hladnim 0,05 M pufrom PBS, ki mu je
sledilo ucvrséevanje z raztopino 4-odstotnega paraformaldehida v 0,05 M PBS s pomocjo
peristaltiéne érpalke (Ecoline ISM1076, Ismatec SA, Ziirich, Svica) pri hitrosti pretoka
tekoCine 5 mL/min. Po koncani fiksaciji smo zivalim odvzeli mozgane in jih hranili do

uporabe v 0,1 M fosfatnem pufru (PB) pri 4 °C.
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Tabela 1: Pregled skupnega Stevila zrtvovanih potomcev ob razliénih starostih ter opravljene

preiskave.
Starost Skupno §tevilo Zrtvovanih | Preiskave
potomcev ob potomcev
Zrtvovanju
9 dni 54 kontrolna skupina histoloske preiskave mod, imunohistokemi¢no
barvanje (AMH) mod
53 klormefos 3,5ug/mL
53 klormefos 0,35ug/mL
19 dni 94" kontrolna skupina histoloSke preiskave mod, imunohistokemicno
barvanje (3p-HSD) mod, merjenje koncentracije
84 klormefos 3,5ug/mL . .
hormonov v krvni plazmi
84 klormefos 0,35 pg/mL
48 dni 72 kontrolna skupina histoloske preiskave mod, ugotavljanje
apoptoticnih celic v modih, telesna masa, masa
5& klormefos 3,5ug/mL . ) )
mod, masa semenskih mesickov, premer semenskih
54 klormefos 0,35ug/mL cevk, merjenje koncentracije hormonov v krvni
plazmi
56 dni 34 kontrolna skupina izrazanje genov v mozganih
34 klormefos 3,5ug/mL
70 — 80 dni 12 kontrolna skupina dnevna proizvodnja semencic, test dvignjenega

102 klormefos 3,5 pg/mL
57 klormefos 0,35 pug/mL
139 kontrolna skupina

139 klormefos 3,5ug/mL

6% klormefos 0,35ug/mL

labirinta,  elektronska  mikroskopija  krvno-

mozganske pregrade
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3.2 METODE DELA
3.2.1 Ugotavljanje Stevila mladicev v gnezdih

Opazovali smo velikost gnezd pri miSih, ki so bile izpostavljene etanolu in klormefosu
(skupaj 18 samic kontrolne skupine, 16 samic, izpostavljenih visji koncentraciji, in 12 nizji

koncentraciji klormefosa).

3.2.2 Ugotavljanje histoloske zgradbe mod

Parafinske bloke mod zivali, starih 9, 19, 48 in 70 — 80 dni, smo narezali na 7 um debele
rezine in jih na predmetnih steklih susili preko noc¢i na 37 °C. Naslednji dan smo jih pobarvali
po standardnem postopku s hematoksilinom in eozinom. Rehidrirali smo jih v ksilenu (Merck,
Darmstadt, Nem¢ija) 5 min., nato pa po 5 min. v padajocih koncentracijah etanola (100 %, 96
%, 70 %). Rezine smo potem za priblizno 45 s. pomocili v hematoksilin (Sigma Aldrich,
Taufkirchen, Nemcija), jih sprali v navadni vodi ter e za priblizno 1 minuto barvali v eozinu.
Sledila je dehidracija v naras¢ajocih koncentracijah etanola in ksilena za 5 minut. Rezine smo
nato prekrili s hidrofobnim medijem za pripravo trajnih histoloskih preparatov (Pertex
Medite, Burgdorf, Nemcija). Splos$no histologijo mod smo opazovali na mikroskopu Nikon
Eclipse 801 (Nikon, Japonska). Ocenjevali smo prisotnost razlicnih razvojnih stopenj spolnih

celic ter popolnost spermatogeneze.

3.2.3 Ugotavljanje izraZanja antimiillerjevega hormona in 3f-hidroksisteroidne

dehidrogenaze

Z imunohistokemi¢nim barvanjem smo ugotavljali izrazenost antimiillerjevega hormona
(AMH) (po 5 samcev v vsaki skupini, starih 9 dni), ki nam je pokazal dozorevanje sertolijevih
celic, in 3pB-hidroksisteroidne dehidrogenaze (3f-HSD) (po 5 samcev v vsaki skupini, starih
19 dni) s katero smo ugotavljali razvoj lejdigovih celic. Specificna poliklonska kuncja
protitelesa proti AMH smo dobili od Nacinalnega medicinskega instituta za zdravje in
raziskovanje, Pariz, Francija poliklonska kuncja protitelesa proti 3B-HSD iz Univerze v

Edinburgu, Edinburg, Velika Britanija. V parafinske bloke vklju¢ena moda smo narezali na 7
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um debele rezine in jih na predmetnih steklih susili preko noci na 37 °C. Naslednji dan smo
rezine deparafinizirali 5 minut v ksilenu, jih rehidrirali v padajocih koncentracijah etanola
(100 %, 96 % in 70 %) in jih sprali v destilirani vodi 5 minut. Sledilo je spiranje v PBS-u 5
minut. Endogene peroksidaze smo blokirali z 1 % vodikovim peroksidom v PBS 30 minut na
sobni temperaturi. Rezine smo nato inkubirali 30 minut na sobni temperaturi s kozjim
serumom, razredé¢enim 1:5 v PBS.-u Nato smo normalni serum odlili, stekelca obrisali in na
rezine dodali 100 pl primarnih protiteles v primerni razredc¢itvi (AMH 1:200, 33-HSD
1:1000). Rezine smo pokrili s pokrovnim stekelcem in vzorce inkubirali ¢ez no¢ v hladilniku
na 4 °C. Naslednji dan smo rezine spirali dvakrat po pet minut na sobni temperaturi v PBS-u,
jih 30 minut inkubirali s sekundarnimi kuncjimi protitelesi v raztopini 1:100 v PBS na sobni
temperaturi in jih ponovno spirali dvakrat po pet minut v PBS-u. Za detekcijo vezanih
protiteles smo rezine inkubirali 30 minut z =zaj¢jim kompleksom peroksidaza -
antiperoksidaza (PAP; Dako), v razred¢itvi 1:100 v 0,05M Tris HCI, pH 7,4. Po ponovnem
spiranju v PBS-u smo barvo razvijali v 0,05% 3,3'-diaminobenzidin tetrahidroklorid DAB
(Sigma, Tautkirchen, Nem¢ija) do 30 minut. Encimsko reakcijo smo prekinili s spiranjem v
destilirani vodi. Ozadje smo pobarvali v 15 sekundah s hematoksilinom. Rezine smo
dehidrirali v naras€ajoCih koncentracijah etanola po 1 minuto (70 %, 96 % in 100 %), jih

razbistrili v ksilenu in jih pokrili z nevodnim medijem (Medite Pertex, Burgdorf, Nemcija).

3.2.4 Ugotavljanje apoptoze v modih

Apoptozo v rezinah mod 48 dni starih samckov (5 samckov v vsaki skupini) smo ugotavljali z
metodo TUNEL (angl. Terminal Deoxynucleotide Transteraze dUTP Nick End Labeling). Za
detekcijo apoptoticnih celic smo uporabili komercialni kit ApopTag® Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Millipore, Billerica, MA, ZDA) po navodilih proizvajalca.
Parafinske bloke mod smo narezali na 7 um debele rezine in jih na predmetnih steklih susili
preko noci na 37 °C . Naslednji dan smo rezine deparafinizirali 5 minut v ksilenu in jih
rehidrirali v padajocih koncentracijah etanola (100 %, 96 % in 7 0%), ter spirali v destilirani
vodi 5 minut. Nato smo rezine inkubirali s proteinazo K (20 pg/mL) ~60 pL/5 cm®. Rezine
smo nato spirali v destilirani vodi 2x 5 min. Endogene peroksidaze smo blokirali s 3%
vodikovim peroksidom v PBS-u 15 minut na sobni temperaturi, sledilo pa je spiranje. Potem

smo dodali ekvilibracijski pufer, sledila pa je inkubacija z encimom terminalno transferazo
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(TdT) na 37 °C 1 uro v prisotnosti z digoksigeninom oznafenih nukleotidov. Zatem smo
rezine inkubirali v pufru za ustavljanje reakcije ter s protitelesi proti digoksigeninu 30 minut.
Barvo smo razvijali v ustreznem substratu. Sledilo je spiranje in barvanje ozadja v 15
sekundah s hematoksilinom. Rezine smo dehidrirali v nara$¢ajocih etanolih po 5 minut (70 %,
96 % in 100 %), jih razbistrili v ksilenu (3 x 2 minuti) ter jih pokrili z nevodnim medijem
(Pertex, Burgdorf, Nemcija). Apoptoticne celice smo presteli v Stiridesetih vidnih poljih v
vsakem vzorcu z mikroskopom Nikon Eclipse 80i. Rezultate smo predstavili kot povprecno

Stevilo apoptoti¢nih celic v enem vidnem polju.

3.2.5 Telesna masa, maso mod in mehurnic ter premer semenskih cevk

Samcke, stare 48 dni (potomce izpostavljenih zivali), smo stehtali in nato Zrtvovali z
anestezijsko mesanico. Meritve smo opravili pri 48 dni starih samcih (5 samcev v vsaki
skupini), ki smo jih pred zrtvovanjem stehtali. Ob zrtvovanju smo jim odvzeli obe modi, jih
stehtali in nato dali v bouinovo raztopino za priblizno 20 ur. Zivalim smo tudi odvzeli
mehurnice in jih stehtali. Moda smo po 20 urah prestavili v epruveto s 70 % etanolom, kjer
so ostala do zalitja s paratinom. Moda, vklopljena v paratinske bloke, smo nato pripravili po
postopku opisanem v poglavju 3.2.1. V tako pripravljenih histoloskih rezinah smo pri 40x
povecavi z umerjenim merilnim okularjem izmerili premer 50 nakljucno izbranih, precno
prerezanih semenskih cevk, katerih prerez je bil ¢im bolj okrogel, tako smo izmerili samo

semenske cevke, ki so bile prerezane pod kotom 90°.

3.2.6 Ocena dnevne proizvodnje semencic

Dnevno proizvodnjo semencic (DSP) smo ocenili pri 70 — 80 dni starih samckih, ki smo jih
pred tem uporabili v testu dvignjenega labirinta, mozgane nekaterih pa smo uporabili z
imunohistologijo na plavajoc¢ih rezinah mozganov. DSP smo izracunali po modificirani
metodi Thayer in sod. (Thayer in sod., 2001) pri 8 potomcih kontrolnih zivalih, 4 potomcih
zivali iz skupine, ki je prejemala 3,5 pug klormefosa na mililiter vode, in 5 potomcih, ki je
prejemala 0,35 pg klormefosa na mililiter vode. Moda smo takoj po odstranitvi stehtali in

homogenizirali v 5 mL fizioloSke raztopine z 0,05 % Tritona X-100. Homogenizacijo
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prezivijo spermatide, ki so med Stirinajsto in Sestnajsto stopnjo, zato lahko Stejemo njihova
jedra. Eno kapljico homogenata smo kapnili na Biirker — Tiirkovo kamrico in semencice
presteli pod 400-kratno povecavo. Od vsakega odvzetega vzorca smo seSteli semencice v
desetih kvadratkih povr§ine 1/25 mm? in globine 0,1 mm. Iz §tevila prestetih celic smo
izratunali dnevno proizvodnjo semenéic. Stevilo semencic v vzorcu smo izratunali po
formuli N x 25 x 5000 (N - Stevilo prestetih semencic, 25 — faktor za izracun Stevila semencic
v 1 uL, 5000 — razredCitveni faktor). Dobljeni produkt smo delili z maso mod, da smo dobili
Stevilo semencic na gram tkiva. Ker razvoj od 14. do 16. stopnje spermatid traja 4,84 dni, smo
predhodno izracunano vrednost delili s 4,84, da smo dobili dnevno proizvodnjo semencic na

gram tkiva mod (Thayer in sod., 2001).

3.2.7 Merjenje koncentracij hormonov

Koncentracijo hormonov smo po navodilih proizvajalca (Diagnostic Systems Laboratories,
Inc., Webster, Texas, ZDA) merili pri potomcih izpostavljenih zivali, s komercialnimi
encimskoimunskimi (EIA) testi, validiranimi za miSi. Kortikosteron smo merili s testom
Active Rat Corticosterone ETA (DSL-10-81100), trijodotironin (T3) s testom Active Total T3
EIA (DSL-10-3100S), ter testosteron s testom Active (R) Testosterone EIA (DSL-10-4000).

3.2.8 RazmnoZevanje potomcev

Spolno zrele potomce izpostavljenih zivali smo nakljuéno izbrali in med seboj parili, da bi
ugotovili, ali ima klormefos morebiten vpliv na njihovo plodnost. Parili smo 8 parov
potomcev kontrolne skupine, 9 parov potomcev skupine, izpostavljene klormefosu v visji
koncentraciji, in 6 parov potomcev skupine, izpostavljene klormefosu v koncentraciji
0,35nug/mL. Ob kotitvi smo presteli mladice, upostevali pa smo Stevilo mladi¢ev v drugem

gnezdu.
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3.2.9 Opazovanje obnasanja, podobnega anksioznemu

Potomce izpostavljenih Zivali obeh spolov, stare 70 — 80 dni, smo testirali v standariziranem
testu dvignjenega labirinta (EPM) za preverjanje obnasanja, podobnega anksioznemu.
Testirali smo § samcev in 13 samic, potomcev kontrolne skupine, 9 samcev in 13 samic,
potomcev starSev izpostavljenih visji koncentraciji klormefosa, ter po 6 samcev in 6 samic,
potomceyv starSev izpostavljenih nizji koncentraciji klormefosa. Misi pred tem testom niso bile
uporabljene v drugih testih. Labirint je sestavljen iz dveh zaprtih in dveh odprtih krakov
(dolzina 66 cm in Sirina 5 cm), ki se krizata pod pravim kotom na sredini. Odprta kraka sta
brez stene, zaprta pa obdaja stena (viSina 20 c¢m in Sirina 30 cm). Labirint je narejen iz ¢rnega
pleksi stekla, ki ga je mogocCe enostavno umiti in razkuziti. Postavili smo ga na stojalo 50 cm
od tal, tako da je bilo okolje labirinta na vseh Stirih straneh kar se da podobno. Labirint je bil
obrnjen z enim zaprtim krakom proti opazovalki in od nje oddaljen za priblizno 0,5 m.
Poskusno mi§ smo dali na sredino labirinta in pri¢eli z opazovanjem. Test smo opravili v
zacetku temnega cikla pri rdeci luci in je trajal 5 min. Vsako mi$ smo opazovali enkrat kot je
opisano v literaturi (Carobrez in Bertoglio, 2005; Schneider in sod., 2011). Ocenjevalec ni
vedel, iz katere skupine je opazovana zival. Cas, ko se je mi§ zadrzevala v zaprtem/odprtem
kraku labirinta, ter ¢as, preden je vstopila v zaprto/odprto roko, smo neposredno merili s
programom Stopwatch+ (verzija 1.5.1., Center for behavioral neuroscience, Atlanta, ZDA).
Nahajanje v odprtem ali zaprtem kraku smo ocenili, ko je mis z vsemi Stirimi tackami stala v
enem ali drugem kraku. Kadar se je mi$ nagnila oziroma samo pogledala iz zaprtega kraka ali
je samo z dvema tackama stala v odprtem kraku, smo ocenili nahajanje v prostoru na sredini

labirinta.

3.2.10 Ugotavljanje izraZenosti beljakovin v tkivnih rezinah moZganov

Mozgane smo odvzeli 9 samcem iz kontrolne skupine in 7 samcem iz skupine, izpostavljene
vi§ji koncentraciji klormefosa. Mozgane smo pred rezanjem zalili v 5% agarozne bloke
(Sigma) in jih v hladnem 0,05M PBS-u, z vibrotomom (Integraslice 7550 MM, Campden
Instruments, Velika Britanija) razrezali na 50 pm debele rezine. Rezine smo inkubirali v 0,1
M glicinu (Sigma) v 0,05 M PBS-u 30 minut, nato pa inkubirali v 0,5% natrijevem
borohidridu (Sigma) za 15 minut na 4 °C, s ¢imer smo odstranili sledi fiksativa v tkivu rezin

in prekinili ob fiksaciji nastale povezave med beljakovinami v celicah. Glicin in natrijev
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borohidrid smo sprali s 15- in 20-minutnim spiranjem v 0,05M PBS-u. Rezine smo blokirali v
5% normalnem kozjem serumu (Chemi- con, Temecula, CA, ZDA) z 0,5% Tritonom X-100
(Sigma) in 1% H»O, (Merck, Darmstadt, Nemcija) za 30 minut na 4 °C. Kun¢ja primarna
protitelesa proti arginin vazopresinu (AVP, 1: 15 000, ImmunoStar, Hudson, WI, ZDA),
kuncja proti nevropeptidu Y (1:10 000, Dia Sorin, Stillwater, MN, USA) in kuncja protitelesa
proti serotoninskemu receptorju la (1:10 000 ) smo razredcili v 0,05 M PBS-u, ki je vseboval
1% goveji serumski albumin (Sigma) in 0,5% Triton x-100. Rezine smo inkubirali s
primarnimi protitelesi na stresalniku 3 dni na 4 °C. Nato smo jih Stirikrat po 15 minut spirali
na sobni temperaturi v 0,05 M PBS-u, ki je vseboval 1% goveji serumski albumin in 0,02 %

Triton X-100.

Po spiranju smo na rezine dali sekundarna protitelesa (Jackson Immunoresearch, West Grove,
PA, ZDA), vezana z biotinom, proti primarnim kun¢jim protitelesom v koncentraciji 1:500 v
0,05 M PBS-u z 1% normalnim kozjim serumom in 0,5% Tritonom X-100. Rezine smo
inkubirali s sekundarnimi protitelesi 2 uri, nato pa ponovno S§tirikrat po 15 minut spirali v 0,05
M PBS-u z 0,02% Tritonom X-100. V meSanici streptavidina in hrenovi perooksidazi
(Jackson Immunoresearch), razred¢eni 1:2000 v 0,05 M PBS-u z 0,5 % Tritonom X-100, smo
inkubirali rezine 1 uro na sobni temperaturi, nato pa jih 1 uro spirali v 0,05 M slanem pufru
Tris (TBS; 0,05 M Tris—HCL/0,9 % NaCl; pH 7.5; Sigma) pri sobni temperaturi. Komplekse
antigen-protitelo smo vizualizirali z inkubiranjem rezin 5 minut v substratu 0,025 % 3'3'-
diaminobenzidin/ amonij niklov (II) sulfat (Sigma) v pufru Tris (pH 7.5), ki je vseboval 0,02

% H>0O, na sobni temperaturi.

Peroksidazno reakcijo smo prekinili s spiranjem rezin v pufru nizke ionske jakosti trikrat po
15 min na stresalniku pri sobni temperaturi. Po imunohistokemi¢nem barvanju smo rezine
nanesli na predmetnice, obdelane s silanom (APES, Sigma), in jih pustili suSiti ¢ez noc.
Naslednji dan smo rezine na predmetnicah sprali z destilirano vodo, jih posusili in pokrili s
hidrofobnim medijem za pripravo trajnih mikroskopskih preparatov (Pertex Medite, Burgdorf,
Nemcija). Kontrolo in oceno delovanja primarnih protiteles ter imunoreaktivne vzorce
distribucije smo ocenili pod mikroskopom. [zrazenost NPY smo proucevali v delih mandlja, v
oddaljenosti 1 mm kavdalno od bregme pod 100-kratno povecavo. lzrazenost AVP in
serotoninskega receptorja la smo opazovali v hipotalamusu izpostavljenih zivali pod 100-

kratno povecavo.
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3.2.10.1 Analiza podro¢ij v moZganih

Za ustrezno kvalitativno in kvantitativno analizo biokemijéno oznadenih elementov (telesa
nevronov, dendriti in aksoni, podporne celice) in analizo njihovega mesta nahajanja v rezinah
mozganov moramo biti pozorni na dve stvari: na kot, pod katerim so moZgani rezani, in na
meje podro¢ja v mozganih, ki ga proucujemo. Kadar primerjamo posamezne rezine
mozganov med seboj, je treba preveriti kot rezanja. Prerezi skozi enako jedro pod razli¢nimi
koti se lahko razlikujejo, Se posebej, kadar so podro¢ja oz. jedra zavitih oblik. Kadar
primerjamo med seboj rezine, je treba vedno dolociti nekaj referencnih tock (najmanj dve), ki
morajo biti enako umes¢ene glede na podrodje, ki ga proucujemo, med rezinami. Ce se
podrocje razlikuje glede na polozaj elementov, napa¢na vzporeditev rezin prekrije razlike v
polozaju elementov v podro¢ju. Pristopi so opisani in uporabljeni v literaturi (Tobet in Fox,
1992; Budefeld in sod., 2008). Vse strukture in podro¢ja v mozgnih ter oddaljenost
posameznih rezin od bregme, ki so uporabljeni v tej nalogi, smo dolo¢ili na osnovi atlasa

mis§jih mozganov (Paxinos in Franklin, 2001).

3.2.11 Ugotavljanje izraZanosti genov v moiganih

3.2.11.1 Izolacija RNK

Po tri samce iz skupin, ki so prejemale etanol (kontrolna skupina) in visjo dozo klormefosa,
smo zrtvovali v starosti 56 dni. Takoj za tem smo jim odstranili mozgane, in sicer samo
osrednji del mozganov (ki vkljucuje predoptiéno podrocje in hipotalamus, mandelj,
hipokampus in del moZganske skorje, ne vklju¢uje pa vohalnih beticev, malih mozganov in
podaljsane hrbtenjace). Iz delov mozganov smo nemudoma izolirali ribonukleinsko kislino
(RNK) po standardnem postopku s Trizolom. Mozgane smo homogenizirali v 1 mL Trizola s
homogenizatorjem IKA T10 Basic Ultra — Turrax (Nemcija). Nato smo homogenizirani
vzorec pustili za 5 min na 15— 30 °C, za popoln razpad beljakovinskih kompleksov. Nato smo
dodali 0,2 mL kloroforma in moc¢no stresali 15 sekund, zatem pa pustili 2— 3 min na 15— 30
°C. Sledilo je centrifugiranje na 4 °C pri 10.000 obratih 15 minut. Zgornjo brezbarvno vodno
fazo smo odpipetirali v novo epruveto in RNK precepitirali z dodatkom hladnega izopropil
alkohola. Po 10- minutni inkubaciji na sobni temperaturi smo epruveto centrifugirali na 4 °C

pri 10000 obratih 15 minut. Po tem centrifugiranju je RNK tvorila belo usedlino na dnu
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epruvete. Odpipetirali smo supernatant in RNK sprali z 1 mL 75% etanola, nato smo epruveto
dobro premesali in centrifugirali na 4 °C pri 10000 obratih 5 minut. Etanol smo nato
odpipetirali, RNK usedlino smo susili na zraku priblizno 10 minut. RNK smo nato raztopili v
20 pLvode brez nukleaz, nato pa dali za 10 minut v vodno kopel na 55 °C. Pripravljeno RNK
smo nato shranili pri -80 °C do nadaljevanja dela na Centru za funkcijsko genomiko in

bioCipe na Medicinski fakulteti v Ljubljani.

3.2.11.2 Mikromreze

Za pripravo cDNK za mikromreze smo po navodilih proizvajalca za vsak vzorec potrebovali 5
ug celotne RNK in GeneChip® Expression 3’-Amplification One-Cycle Target Labeling and
Control Reagents Kit (Affymetrix, Santa Clara, CA, ZDA). Vzorce smo hibridizirali na
mikromreze GeneChip® Mouse Genome 430 2.0 Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, ZDA)
in jih sprali z GeneChip® Fluidics Station 450 kot je priporocil proizvajalec. Mikromreze
smo skenirali z GeneChip® Scanner 3000 7G in slike analizirali z GCOS (GeneChip®
Operating Software). Podatke smo normalizirali z Robust Multichip Average (RMA) in jih
prenesli v racunalniSki program »Expression Console«. Klasifikacijo diferencialno izrazenih
genov smo naredili z BRB-Array Tools Version 3.7.0 beta_2, ki sta jo razvila dr. Richard
Simon in sod. (Simon in sod., 2007), z uporabo logaritma primerjave gru¢ med skupinami. Za

statisticno znacilno razliko smo uporabili prag pri p <0.001.

Rezultate genskih mikromrez smo preverili s gPCR analizo.

3.2.11.3 Priprava komplementarne DNK (¢cDNK)

RNK mozganov, ki nam je ostala po analizi mikromreZ, smo uporabili za PCR z obratnim

prepisom (RT-PCR), s tem smo izvedli prepis RNK v komplementarno DNK (cDNK).

Najprej smo izmerili absorbanco (pri 260 nm) RNK s spektrofotometrom (SmartSpec
3000™), IzraCunali smo priblizno koncentracijo (upostevajo¢, da ce je Axo=1, je

koncentracija RNK 40 pg/mL, koncentracija= Ajeo x 40 x redcitev).
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Reakcija RT-PCR je potekala v reakcijski meSanici koncnega volumna 20 pL, koncentracija
vstopne RNK je bila 2 pg. Za reagente smo uporabili High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, 4368814).

Reakcijska meSanica RT-PCR kon¢nega volumna 20uL je vsebovala:

e 2 uL PCR pufer (10X RT Buffer )

* 0,8 uL mesanica deoksiribonukleotidov (25X dANTP Mix)

e 2 uL nakljucni oligonukleotidni zacetniki (10X RT Random Primers)
* 1 uL RNazni inhibitor (RNase inhibitor)

e 2ugRNK

* do 20 uL DEPC vode (voda brez nukleaz)

Reakcijske epruvetke smo nato vstavili v aparaturo za PCR in vzpostavili temperaturno-
casovni protokol (doloCen v protokolu High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,
Applied Biosystems):

* 25°C, 10 minut

e 37°C, 120 minut

¢ 85°C, 5 minut

* 4 °C, neomejeno (shranjevanje)

3.2.12.4 Reakcija PCR v realnem ¢asu

V naslednjem koraku smo izvedli reakcijo PCR v realnem ¢asu (qPCR) na aparaturi Applied
Biosystems Abi Prism 7000. Uporabili smo reagente TagMan® Gene Expression Assay in
reakcijo izvajali na 96-mestnih mikrotitrskih ploS¢ah (Applied Biosystems), s specifi¢nimi
oligonukleotidnimi zacetniki za naslednje gene: kadherin 7 (Cdh 7, Mm01305247 _ml),
serotoninl A (Htrla, Mm00434106_sl) in gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazo (Gapdh,
Mm99999915 gl), ki smo jo uporabili za notranjo kontrolo.

Pripravili smo reakcijske meSanice v konénem volumnu 10 pL. Vse reagente in mikrotitrsko

plos¢o smo med pripravo hranili ves ¢as na ledu.

Posamezna reakcijska meSanica qPCR kon¢nega volumna 10 uL je vsebovala:
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5,0 uL izhodis¢ne zmesi (TagMan® Universal Master Mix II with UNG (Uracil-N-

Glikozilaza), 2X)

0,5 uL specifi¢nih oligonukleotidnih zacetnikov (za encime: Cdh7,Htrla, Gapdh)

3,5 pL vode DEPC
1 uL ¢cDNK

Mikrotitrske plos¢e smo nato vstavili v aparaturo za PCR v realnem ¢asu (Applied

Biosystems Abi Prism 7000) in vzpostavili temperaturno-casovni protokol:

50 °C, 2 minuti (inkubacija Uracil-N-Glikozilaze, UNG)

95 °C, 10 minut (aktivacija polimeraze)

40 ciklov:

o 95 °C, 15 sekund (denaturacija DNK)

o 60 °C, 1 minuta (prileganje zacetnih oligonukleotidov in ustvarjanje novih

verig DNK)

Sledila je analiza podatkov.

Tabela 2: Uradne oznake, polna imena, dostopna §tevilka in funkcija ocenjenih referenénih genov.

Oznaka Ime gena Dostopna stevilka | Vrsta/tip gena
Gapdh gliceraldehid-3-fosfat NM _008084.2 Sodeluje pri presnovi glukoze,
dehidrogenaza aktivaciji prepisovanja genov, na

zacetku apoptoze (NCBI, 2012b)

Htrla Serotoninski receptor la NM 008308.4 Povrsinski celi¢ni receptor za
prenosnik v centralnem zivénem
sistemu, povezujejo ga z
depresivnim in anksioznim
obnasanjem (NCBI, 2012c)

Cdh7 kadherin 7, tip 2 NM 172853.2 Prenos sporoc€il, celi¢na
komunikacija, celicna adhezija

(NCBI, 2012a)
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3.2.11.5 Statisti¢ne metode reakcije PCR v realnem ¢asu

2y metodo. Primerjalna Ct metoda

Za statisticno obdelavo smo uporabili primerjalno C;
je matemati¢ni model, s katerim se racunajo spremembe v izraZenosti genov kot relativni

veckratnik razlik med preiskovanim genom in notranjo kontrolo — kalibratorjem.

Poskus je temeljil na RNK, izolirani iz kompleksnih vzorcev tkiva, zato je bilo potrebno
rezultate normalizirati, da bi zmanjSali variabilnost v zacetni koli¢ini in sestavi vzorca.
Uporabili smo Gapdh kot notranjo kontrolo oz. kalibrator. Rezultate smo izrazili kot razmerje
med preiskovanim genom in kalibratorjem (Livak in Schmittgen, 2001; Huggett in sod., 2005;
Wong in Medrano, 2005).

Za racunanje razlik med skupinami smo uporabili enacbi: aaAC=( Ci preiskovana— Ct katibrator) 10 27
AACE

Za statisticno obdelavo rezultatov smo uporabili programsko opremo Microsoft Excel for

Mac 2011, verzija 14.1.4.

3.2.12 Ugotavljanje zgradbe krvno-moZganske pregrade

Potomce misi (3 zivali vsakega spola), izpostavljene visji dozi klormefosa in etanolu, smo
zrtvovali v starosti 70 do 80 dni. Del mozganske skorje iz ¢elnega reznja smo fiksirali v 4%
glutaraldehidu 2 uri. Vzorce smo nato pripravili po standardnem postopku za elektronsko
mikroskopijo s Fluka Durcupan (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, Pennsylvania,
USA) medijem. Rezine mozganov, ki so bile fiksirane v glutaraldehidu, smo izpirali dvakrat
po 15 min. s svezim 0,05 M PBS (pH=7,1-7,4; 800 mOsm), nato pa jih fiksirali z 1% OsOa.
OsOy4 smo nato dvakrat sprali z 0,05 M fosfatnim pufrom in jih dehidrirali v naras¢ajocih
alkoholih po 15 min. Tkivo smo nato inkubirali v meSanici absolutnega alkohola in acetona
(1:1, 30 min.), nato v absolutnem acetonu (30 min.) in meSanici absolutnega acetona in smoli
Fluka Durcupan (1:1, 2h). Nato smo tkivo vklopili v 100% smolo Durcupan. Po polimerizaciji
smole v termostatu (pri 60 °C, 72 h) smo pripravljene bloke obrezali in pripravili za rezanje.
Pripravo rezin in mikroskopiranje smo opravili v Centru za elektronsko mikroskopijo
Medicinske fakultete v Zagrebu. Poltanke rezine (debeline 0,9 pum) smo naredili s Power-
Tome XL ultramikrotomom (Bal Tec/RMC) in jih pobarvali z 1% toluidinskim modrilom.
Tako smo dobili poltanke rezine, ki smo jih analizirali z binokularnim mikroskopom Nikon

Eclipse E200. Na osnovi pregleda mikroskopskih analiz poltankih rezin smo naredili
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ultratanke rezine (debeline 70 nm), ki smo jih poloZili na bakrene mreZice in jih pobarvali s
svinCevim citratom in uranil acetatom. Rezine smo nato pregledali z elektronskim

mikroskopom Zeiss 902A (Carl Zeiss, Nemcija).

3.2.13 Zajem digitalnih slik

Moda in mozgane smo slikali s pomocjo mikroskopa z vgrajeno digitalno kamero (Microphot
FXA mikroskop s 3CCD-kamero Nikon, Japonska in mikroskop Eclipse 801 z digitalno
kamero DS-Fil (Nikon)). Digitalne slike smo uredili s pomoc¢jo programa Photoshop 8.0. Pri
tem je Slo za urejanje osvetlitve in kontrasta slike pri analizi mozganov. S tem nismo vplivali
na kakovost imunohistokemi¢nega barvanja na sliki. Na slikah mozganov smo presteli

pozitivno obarvane celice.

3.2.14 Statisti¢ne metode

Statisti¢no analizo podatkov smo izvedli s statisticnim programom NCSS software package
(NCSS 2007, Kaysville, UT, ZDA). Vpliv klormefosa na razlike v Stevilu apoptoti¢nih celic v
modih, telesni masi, masi mod in mehurnic, v premeru semenskih cevk, dnevni proizvodnji
semencic, v koncentraciji hormonov v plazmi, plodnosti potomcev, obnasSanju, podobnemu
anksioznemu, in izrazanju nevropeptida Y v mandlju, smo ovrednotili z enofaktorsko analizo
variance. Razliko smo sprejeli za statisticno znacilno, ¢e je bila dobljena vrednost p nizja od
0,05. Rezultati so navedeni kot povprec¢je + standardna napaka srednje vrednosti (povprecje £

SEM).
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4 REZULTATI

4.1 VPLIV NIZKIH KONCENTRACI) KLORMEFOSA NA STEVILO MLADICEV V
GNEZDIH

Med kontrolno in poskusnima skupinama ni bilo razlik v velikosti gnezd. Stevilo mladicev pri
kontrolni skupini (n=18) je bilo 7,35 + 0,67, v skupini, ki je prejemala klormefos v visji
koncentraciji (n=16) 6,8 + 0,68, v skupini, ki je prejemala 0,35 pg/mL klormefosa (n=12) pa
7,35 £ 0,65.

4.2 VPLIV NIZKIH KONCENTRACI] KLORMEFOSA NA HISTOLOSKO ZGRADBO
MOD

Pregledali smo histoloSke rezine mod misi starih 9, 19 in 48 dni, pobarvane s hematoksilinom
in eozinom, da bi ugotovili morebitne nepravilnosti v poteku spermatogeneze in pri 48-
dnevnih samcih tudi morebitne zamike v konCanju prvega vala spermatogeneze. Med
kontrolno in tretiranima skupinama ob natan¢nem histoloskem pregledu nismo ugotovili

nobenih razlik.
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Slika 1: Histoloske rezine mod, pobarvane s hematoksilinom in eozinom. Slike a - ¢ moda 9 dni starih
misi, slike d — f moda 19 dni starih misi, slike g — i moda 48 dni starih misi. Kontrolne misi — a,d,g;
misi izpostavljene visji koncentraciji klormefosa (3,5ug/mL vode) — b,e,h in misi, izpostavljene nizji

koncentraciji klormefosa (0,35pug/mL vode) — ¢,f,i (povecava 400x, merilo = 100 pm velja za a-i).

43 VPLIV NIZKIH KONCENTRACI) KLORMEFOSA NA IZRAZANIJE
ANTIMULLERJEVEGA HORMONA IN 3B-HIDROKSISTEROIDNE
DEHIDROGENAZE

Na po 5 vzorcih mod 9 dni starih potomcev in 19 dni starih potomcev smo izvedli
imunohistokemicno barvanje s protitelesi proti antimiillerjevemu hormonu (moda 9 dni starih
samcev) ter 3B-hidroksisteroidni dehidrogenazi (19 dni stari potomci), kjer nismo ugotovili
o€itnih razlik v izrazenosti teh dveh beljakovin, ki sta pokazatelja dozorevanja mod pri

mladih Zivalih.
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Slika 2: Imunohistokemi¢no barvanje mod 9-dnevnih misi proti antimiillerjevemu hormonu.
Obarvanost sertolijevih celic je bila med skupinami izrazena enako moc¢no. Kontrolne misi — a, visji
dozi klormefosa izpostavljene misi (3,5ug/mL vode) — b, nizji dozi klormefosa izpostavljena mis

(0,35pg/mL vode) — ¢ (povecava 400x, merilo = 100 um in velja za a-c).

Slika 3: Imunohistokemi¢no barvanje mod 19-dnevnih misi proti 3B-hidroksisteroidni dehidrogenazi.
Prisotnost leydigovih celic, dolocenih z izrazanjem 3p-hidroksisteroidne dehidrogenaze, se ni
razlikovala med skupinami. a — kontrolna mi§, b — vi§ji dozi klormefosa izpostavljena mis
(3,5pug/mLvode), ¢ — nizji dozi klormefosa izpostavljena mis (0,35ug/mL vode) (poveCava 400x,

merilo = 100 pm velja za a-c).

4.4 VPLIV NIZKIH KONCENTRACI) KLORMEFOSA NA APOPTOZO V MODIH

V vzorcih mod 48 dni starih potomcev, tretiranih in kontrolnih zivali, smo ugotavljali §tevilo
apoptoti¢nih celic, obarvanih s pomoc¢jo metode TUNEL. V vsaki skupini je bilo po pet
samCkov. Statisticna analiza je pokazala, da med skupinami ni zna€ilnih razlik v Stevilu

apoptoti¢nih celic.
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Graf 1: Povprecno Stevilo apoptoti¢nih celic v enem vidnem polju pri 400-kratni povecavi pri 48 dni
starih samich iz kontrolne skupine in skupin tretiranih s 3,5 pg (3,5) in 0,35 pg klormefosa (0,35) na
mililiter pitne vode (povprecje + SEM)

Slika 4: Apoptoti¢ne celice v modih kontrolnih misi — a, vi§ji koncentraciji klormefosa izpostavljeni
misi (3,5 pg/mL vode) — b in misi, izpostavljeni 0,35 pg klormefosa na mililiter pitne vode — ¢

(puscice — apoptoticne celice, povecava 200x, merilo = 100 um velja za a-c).
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4.5 VPLIV NIZKIH KONCENTRACI) KLORMEFOSA NA TELESNO MASO, MASO
MOD IN MEHURNIC, TER PREMER SEMENSKIH CEVK

4.5.1 Telesna masa, masa mod in mehurnic

Maso mod (povprecje, izraCunano iz mase levega in desnega moda) 48 dni starih samckov
smo izrazili kot absolutno maso mod in kot odstotek telesne mase, ki ga predstavljajo moda
(relativna masa mod). Med kontrolno in poskusnima skupinama miSi ni bilo statisti¢no
znacilnih razlik v telesni masi, relativni ali absolutni masi mod in masi semenskih mesickov

(tabela 3).

Tabela 3: Telesna masa potomcev pri starosti 48 dni, absolutna in relativna masa mod in masa

mehurnic (povprecje + SEM).

Kontrola (n=6)

Klermefos 0,35

Klormefos 3,5

ug/mL (n=6) pug/mL (n=6)
Telesna masa (g) 26,97+ 0,36 26,88 +£ 0,78 26,61 = 0,60
Absolutna masa mod (g) 0,18+ 0,01 0,17+0,02 0,20=0,01
Relativna masa mod (1/1) 0,007 + 0,020 0,006 + 0,023 0,008 + 0,012
Masa mehurnic (g) 0,29+ 0,01 0,30+ 0,02 0,29 0,01

4.5.2 Premer semenskih cevk

Med skupinami nismo ugotovili statisticno znacilnih razlik. Povprecen premer semenskih
cevk pri samcih iz kontrolne skupine je bil 173,139 + 1,09 pm (n = 5), pri samcih, katerih
star§i so bili izpostavljeni 3,5 pg/mL klormefosa je znaSal 182,659 + 1.02 pm (n = 5), pri
potomcih, izpostavljenih v obdobju pred rojstvom in po njem 0,35 pg/mL klormefosa, pa

177,531 £ 0,95 um (n = 5); (povprecje + standardna napaka).
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Graf 2: Povprecen premer semenskih cevk (wm) mod pri kontrolni skupini (kontrola, n =5) in
skupinama, tretiranima s 3,5 pg (3,5; n=15) in 0,35 pg (0,35; n=5) klormefosa na mililiter pitne vode

(povprecje £ SEM).

4.6 VPLIV NIZKIH KONCENTRACIJ KLORMEFOSA NA DNEVNO PROIZVODNIJO
SEMENCIC

Analiza dnevne proizvodnje semencic pri izpostavljenih odraslih potomcih, starih 70 dni, ni
pokazala statisticno znacCilnih razlik med potomci ftretiranih starSev. DSP pri samcih,
potomcih Zzivali kontrolne skupine (n=8), je bila 32.259.999 + 1.602.126; pri potomcih misi,
izpostavljenih visji koncentraciji klormefosa (n=4) je bila 36.207.131 + 539.750, medtem ko
je bila pri samcih, ki so potomci misi, izpostavljenih nizji dozi klormefosa (n=5) 30.877.956 +

5.151.737 na gram tkiva.
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Graf 3: Dnevna proizvodnja semencic na gram tkiva mod pri kontrolni skupini (kontrola, n

samcev in pri skupinama misi, izpostavljenih klormefosu v koncentraciji 3,5 pg (3,5, n

(0,35, n

5) na mililiter pitne vode (povprecje + SEM).
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4.7 VPLIV NIZKIH KONCENTRACI) KLORMEFOSA NA KONCENTRACIJO
HORMONOV

Analiza izmerjenih koncentracij triiodotironina (T3), testosterona in kortikosterona v plazmi
potomcev tretiranih Zivali niso pokazala statisticno znacilnih razlik med tretiranima
skupinama in kontrolno skupino.

Tabela 4: Koncentracije hormonov triiodotironina (T3), kortikosterona in testosterona pri potomcih

izpostavljenih zivali (povprecje + SEM).

Klormefos 0,35
ng/mL

Klormefos 3,5

Kontrol
ontrola ng/mL

Koncentracija hormonov

T3 (ng/100 mL) pri 19 dni

62,64 + 2,26 (n=9
starih potomcih ’ 26 (n=9)

62,18 + 3,77 (n=8) 56,99 + 2,31 (n=8)

T3 (ng/100 mL) pri 48 dni

55,99 + 1,70 (n=7
starih potomcih ’ ;70 (n=7)

55,56 + 2,17 (n=5) 54,94 + 1,95 (n=4)

Kortikosteron (ng/mL) pri 19
dni starih potomcih

770,8 + 80,85 (n=9)

689,38 + 103,59 (n=8)

912,98 £107,61
(n=8)

Kortikosteron (ng/mL) pri 48

412,68 £ 56,57

302,98 118,67 (n=5)

343,10 + 54,24 (n=5)

dni starih potomcih (n=7)

Testosteron (ng/mL) pri 48

7,79 4,82 n=7) | 8,00 + 4,63 (n=5) 6,04 + 3,25 (n=5)

dni starih potomcih

4.8 VPLIV NIZKIH KONCENTRACI] KLORMEFOSA NA RAZMNOZEVANJE
POTOMCEV

Ugotovili smo, da izpostavljenost nizkim koncentracijam klormefosa v obdobju pred rojstvom
in v zgodnjem poporodnem obdobju ne vpliva na plodnost. Stevilo mladi¢ev v kontrolni
skupini (n=8) je bilo 4,5 = 0,9, v poskusnih skupinah pa 4.8 = 1,2 (n=4) pri skupini,
izpostavljeni 3,5 ug/mL vode, in 5,5 + 0,8 (n= 4) pri skupini, izpostavljeni 0,35 ug/mL vode.
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Graf 4: Povpreéno §tevilo mladi¢ev v drugem gnezdu pri paritvi generacije F1. Stevilo pri kontrolni
skupini (kontrola, n=8); skupini, ki je bila tretirana s 3,5 pug klormefosa na mililiter pitne vode (3,5,
n=4) in 0,35 pg klormefosa na mililiter pitne vode (0,35, n=4). Rezultati so prikazani kot povprecje +

SEM. Stevilo mladiGev v generaciji F2 se med skupinami ni razlikovalo (p>0,05).

4.9 VPLIV NIZKIH KONCENTRACI] KLORMEFOSA NA OBNASANJE PODOBNO
ANKSIOZNEMU

Rezultati testa z dvignjenim labirintom so pokazali statistiéno znacilne razlike med kontrolno
in poskusnima skupinama. Misi obeh spolov iz poskusne skupine, katerih matere so bile
izpostavljene 3,5 pg klormefosa na mililiter pitne vode, so se manj ¢asa zadrzevale v odprtem
kraku labirinta, kar kaze na pojav pojaCanega obnasanja, podobnega anksioznemu (** p <

0.01; graf 5).
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Graf 5: Cas (s) v odprti roki dvignjenega labirinta pri kontrolnih migih (K samec, K samica), migih,
izpostavljenih s 3,5 ug klormefosa na mililiter pitne vode (3,5 samec, 3,5 samica) in 0,35 pg
klormefosa na mililiter pitne vode (0,35 samec in 0,35 samica). Misi, izpostavljene visjim
koncentracijam klormefosa, so se statisticno znacilno (** p < 0.01) manj ¢asa zadrzevale v odprti roki

labirinta. Rezultati so prikazani kot povprec¢ni ¢as £ SEM.

410 VPLIV NIZKIH KONCENTRACI] KLORMEFOSA NA IZRAZENOST
BELJAKOVIN V TKIVNIH REZINAH MOZGANOV

Ker smo razlike v testu dvignjenega labirinta ugotovili samo med kontrolno skupino in
skupino, ki je prejemala vi§jo koncentracijo klormefosa, smo z imunohistokemiénim
barvanjem preverili izrazenost treh razli€nih beljakovin pri kontrolni skupini in skupini,
katere starSi so bili izpostavljeni 3,5 pg /mL klormefosa. V primeru, ¢e bi ugotovili razlike
med skupinama, bi preverili Se izrazenost beljakovin pri skupini misi, katerih star§i so bili
izpostavljeni nizji koncentraciji klormefosa. Pregledali smo izrazenost beljakovine
nevropeptid Y v mandlju pri 9 samcih iz kontrolne skupine in 7 samcih iz skupine,

izpostavljene 3,5 pg/mL klormefosa. V medialnem mandlju so se obarvala jedra ziv¢nih celic
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(slika 5). Jedra celic smo presteli, vendar med skupinama nismo ugotovili statisticno
znacilnih razlik p>0,05). Pri natanénem mikroskopskem pregledu izrazenosti arginin
vazopresina in serotoninskega receptorja la smo ugotovili, da ni ocitnih razlik v izrazanju

med tema dvema skupinama, zato kvantitativne analize nismo izvedli.
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Graf 6: Povprecno Stevilo imunoreaktivnih celic za beljakovino nevropeptid Y v medialnem mandlju

se ni razlikovalo med kontrolno (kontrola; n=9) in poskusno skupino (3.5; n=7) (povprecje = S.E.).
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Slika 5: Imunoreaktivne celice za nevropeptid Y v podroc¢ju medialnega mandlja 1,0 mm kavdalno od
bregme pri kontrolnih Zivalih (sliki a in ¢) in poskusno skupino, izpostavljeno 3,5 ng klormefosa na
mililiter vode (sliki b in d). Prou¢evano podrocje je oznaceno s puscicami (3V — tretji ventrikel, PVN
— paraventrikularno jedro, OT — opti¢ni trakt, MeA — medialni mandelj, sliki a in b, povecava 200x,

merilo 100 pum; sliki ¢ in d, pove€ava 40x, merilo 500 um).
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Slika 6: Imunoreaktivni nevroni, ki izrazajo arginin vazopresin v paraventrikularnem jedru. Med

kontrolno (a) in poskusno skupino, izpostavljeno 3,5 pg klormefosu na mililiter vode (b), ni bilo

ocitnih razlik v imunskem obarvanju celic, ki izraZajo arginin vazopresin. (PVN — paraventrikularno

jedro, 3V — tretji ventrikel, povecava 100x, merilo za a in b 100 um)
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Slika 7: Imunoreaktivne celice za serotoninski receptor la v obmocju rafe. Med kontrolno skupino
(slika a) in skupino, ki je bila izpostavjena visji koncentraciji klormefosa (3,5 pg/mL; slika b) v pitni
vodi, ni bilo ocitnih razlik v imunskem obarvanju celic, ki so izrazale serotoninski receptor la. (Aq —

vodni kanal, mlf - sredinski vzdolZzni snop, povecava 100x, merilo 100 um za a in b)

4.11 VPLIV NIZKIH KONCENTRACIJ KLORMEFOSA NA IZRAZANJE GENOV V
MOZGANIH

Analizo mikromrez smo opravili s programom GenePattern. Pri analizi rezultatov poskusa z
uporabo mikromrez DNK smo ugotovili razlike v izrazenosti nekaterih genov, kot so
kadherin, serotoninski receptor la, mielinski bazi¢ni protein in Se nekateri, ki bi lahko bili

povezani s spremenjenim anksioznim obnasanjem.

Z metodo kvantitativnega qPCR smo zato preverili, ali so razlike v izrazenosti kadherina 7 in
serotoninskega receptorja la, ki so jih pokazali rezultati poskusa z mikromrezami, dejansko
prisotne in dovolj velike, da bi morda lahko bile vzrok za razlike med skupinami v
anksioznemu podobnem obnaSanju. Kadherin 7 je namre¢ udelezen pri nastanku krvno-
mozganske pregrade, ki je po nekaterih podatkih lahko tar¢no tkivo organofosfornih snovi,
serotonin pa preko razli¢nih receptorjev sodeluje pri urejanju razli€nih obnasanj, vklju¢no z

anksioznim obnasanjem.

Statisticno znacilne so tiste razlike, ki so ve¢je kot 2, kar pomeni, da je izraZanje

preiskovanega gena za 2-krat bolj izraZeno med testno in kontrolno mis§jo. Razlika relativne
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izrazenosti med skupinama za kadherin 7 je bila 0,82, za serotoninski receptor la pa 1,12,

vendar te razlike niso statisti¢no znacilne.

Razlik v izrazenosti genov za kadherin 7 in serotoninski receptor la tako nismo potrdili. Ker
nismo potrdili razlik v izraZenosti teh dveh genov, ki sta pri analizah mikromrez kazala
najvecje razlike v izrazenosti, hkrati pa sta bila po svojem delovanju kandidatna tar¢na gena
za rezultate nasih raziskav, smo se odlocili, da ne bomo potrjevali razlik pri ostalih

kandidatnih genih.
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Graf 7: Relativna izraZenost genov za kadherin 7 in serotoninski receptor 1a med kontrolno skupino

in skupino misi, ki je bila izpostavljena vi§jo dozo klormefosa (3,5 pg/mL) preko vode.

4.12 VPLIV NIZKIH KONCENTRACIJ] KLORMEFOSA NA ZGRADBO KRVNO-
MOZGANSKE PREGRADE

Natanc¢na analiza krvno-mozganske pregrade dela skorje mozganov kontrolnih in klormefosu
izpostavljenih zivali ni pokazala nikakr$nih strukturnih sprememb. Krvne kapilare kontrolnih
in testnih zivali so kazale normalno strukturo — endotelne celice so imele splos¢eno jedro in
podaljSano citoplazmo. Evkromatin je bil v centralnem delu jedra, medtem ko je bil

heterokromatin razporejen ob jedrni membrani. Sosednje endotelne celice so imele dobro
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razvite zdruZitvene komplekse in so leZale ob neprekinjeni bazalni membrani. Bazalna
membrana in/ali endotelne celice niso bile poSkodovane. Kapilare so pri vseh zivalih imele
normalen perivaskularen prostor. Nevroni in spremljajoce celice glije, ter nevropili so tudi pri
klormefosu izpostavljenih Zivalih ohranili normalno strukturo, podobno kot pri Zivalih iz

kontrolne skupine (slike 8 — 10).

Slika 8: Elektronsko — mikroskopska slika mozganske skorje kontrolne misi (NP — nevropil, e —
eritrocit, ec — endotelna celica, bl — bazalna membrana, pvs — perivaskularni prostor, a — 3000x

povecava, b — 20 000x povecava, merilo 1 um).
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a

Slika 9: Elektronsko — mikroskopska slika krvno-mozganske pregrade misi, izpostavljene visoki dozi
klormefosa (3,5 pg/mL). Zgradba krvno-moZganske pregrade se ni razlikovala med skupinama (e —
eritrocit, ec — endotelna celica, NP — nevropil, bl — bazalna membrana, m — mitohondrij, — - tesne

sticnice, a — 7000x povecava, merilo 5 pm; b — 20 000x povecava, merilo 1 pwm).

Slika 10: Struktura nevronov zivali, ki je bila izpostavljena vi§ji dozi klormefosa (N1, N2 — nevroni,

NP - nevropil, g celica glije, a, b - 3000x poveCava, merili 5 pum).
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5 RAZPRAVA

Hormonski motilci so razliéne kemijéne spojine, ki lahko vplivajo na delovanje hormonskega
sistema, posledi¢no vplivajo na zdravje in razmnoZevalno sposobnost Zivali in ljudi (Rasier in
sod., 2006). Najvec jih posnema delovanje estrogenih hormonov, nekateri delujejo tudi kot
zaviralci aktivnosti androgenih hormonov. Veliko hormonskih motilcev spada med pesticide.
Mnif in sod. so leta 2011 v preglednem clanku navedli 105 pesticidov, ki delujejo kot
hormonski motilci, med njimi je 46 % (49) insekticidov, 21 % (22) herbicidov in 32 % (34)
fungicidov. Od odkritja DDT-ja leta 1939 se je na svetu uporabljalo mnogo pesticidov
(organofosfati, organokloridi, karbamati) brez omejitev ali navodil za uporabo (Mnif in sod.,
2011). V primerjavi z endogenimi hormoni imajo te snovi Sibko hormonsko aktivnost, vendar
jim topnost v mas¢obah in dolg razpolovni ¢as razgradnje omogocata nabiranje in obstojnost
v mascobnem tkivu, kar povecuje njihovo koncentracijo v telesu (Gandolfi in sod., 2002).
Svetovna poraba pesticidov v kmetijstvu nenehno naras$¢a, po razli¢nih podatkih so ocene
0,49 kg/ha v letu 1961 do 2 kg/ha v letu 2004 (Lucas in Pau Vall, 2012). Veliko snovi, ki
kazejo lastnosti hormonskih motilcev, je v uporabi tudi v domovih, Solah, vrtcih, na javnih
mestih, ter v zdravstvu in veterini. Na zdravje tako domacih kot divjih Zivali lahko vplivajo
velike koli¢ine pesticidov v naravi. Hormonskim motilcem smo potencialno lahko
izpostavljeni tudi ljudje. Hormonski motilci lahko Skodujejo razvoju spolnega sistema, glede
na to, kakSne posledice ima izpostavljenost hormonskim motilcem imajo velik vpliv spol,
starost, prehrana, poklic in Stevilni drugi zunanji vplivi, do neke mere verjetno tudi genetska
slika posameznika. Posebno vlogo pri tem ima starost, saj so zarodki, dojencki in otroci bolj
obcutljivi kot odrasli. Kljub temu da hormonski motilci lahko najve¢ Skodljivih uéinkov
povzrocijo v obdobju pred rojstvom in v zgodnjem poporodnem obdobju, so posledice

velikokrat vidne Sele v odraslem obdobju (McLachlan, 2001; Mnif in sod., 2011).

5.1 VPLIV NIZKIH KONCENTRACIJ KLORMEFOSA NA RAZVOJ IN DELOVANJE
SPOLNIH ORGANOV

Med hormonske motilce sodijo tudi organofosforne snovi, ki jih uporabljamo kot insekticide,
fungicide, antiparazitike in zdravila. Podatki iz literature kazejo, da nekatere organofosforne

snovi lahko delujejo tudi kot hormonski motilci. Narayana in sod. (2005, 2006) porocajo, da
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je izpostavljenost metilparationu v dozah, kakrSnim smo lahko izpostavljeni tudi ljudje (0,5-1
mg/kg), povzro€ila zmanjSano Stevilo semencic ter povecano Stevilo morfolosko
spremenjenih semencic pri izpostavljenih odraslih podganah. Dolocili so tudi koli¢ino
askorbinske Kkisline, ki je znani antioksidant tudi v modih. Ugotovili so, da imajo
izpostavljene Zivali zniZano koncentracijo askorbinske kisline v modih, ¢eprav zniZanje ni
bilo v korelaciji z dozami metilparationa. Tretiranje z metilparationom ni vplivalo na Stevilo
mladi¢ev pri izpostavljenih zivalih, je pa povzroc¢ilo morfoloske spremembe in motnje v
delovanju pomoznih spolnih zlez pri podganah. 25-dnevno dodajanje metilparationa, tako s
hrano kot intraperitonealno, je povzrocilo zvisanje vsebnosti testosterona v modih, znizanje
ravni LH v krvi ter citotoksi¢ne spremembe v modih, kot so izginjanje zarodnih celic mod,
vakuole, fokalne nekroze itd. (Narayana in sod., 2005; Narayana in sod., 2006a; Narayana in
sod., 2006b). Rezultati te raziskave kazejo, da metilparation tudi v nizkih koncentracijah,
kakrsnim smo lahko izpostavljeni ljudje, lahko Skodljivo vpliva na razmnoZevalni sistem.
Tudi diklorvos je v nizkih koncentracijah zmanjsal gibljivost semencic pri odraslih podganah,
vendar ni imel vpliva na morfologijo semenskih cevk, Stevilo semencic, morfologijo
semencic, koncentracijo plazemskega testosterona ali maso organov (Okamura in sod., 2005).
Vendar so pri teh raziskavah tretirali odrasle Zivali. Prav tako je vprasljiv nacin aplikacije teh
snovi, saj so samo Narayana in sod. (2006) zivali v eni raziskavi izpostavili metilparationu
preko hrane oz. vode, v ostalih pa so dodajali organofosforne snovi parenteralno (pod kozo ali
v trebusno votlino) in je zato njihov pomen za razumevanje morebitnih Skodljivih
vplivov/mehanizmov delovanja teh snovi pri ¢loveku vprasljiv. V nasi raziskavi so bile misi
izpostavljene nizkim koncentracijam klormefosa preko pitne vode, vplive pa smo proucevali
na generaciji F1 in ne na neposredno izpostavljenih zivalih. Tako so tudi Okahashi in sod.
(2005) proucevali vpliv organofosfatnega insekticida fenitrotiona na podgane, ki so bile
izpostavljene fenitrotionu preko hrane. Ugotovili so, da fenitrotion v visokih dozah povzroci
zmanjSano aktivnost mozganske AChE v starSevski generaciji, medtem ko nima vpliva na
razmnozevalno sposobnost, tezo organov, morfologijo spolnih organov in ne vpliva na
lastnosti semena. Prav tako niso ugotovili vpliva na anogenitalno razdaljo, zacetek pubertete,
maso organov in morfologijo spolnih organov pri potomcih, katerih star§i so prejemali
fenitrotion (Okahashi in sod., 2005). Tem rezultatom so zelo podobni rezultati nasSe raziskave
o vplivu klormefosa na spolni sistem. Ugotovili smo, da klormefos ni vplival na Stevilo

mladicev v gnezdu niti na druge reprodukcijske parametre (histopatololoska zgradba mod,
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koncentracija hormonov T3, testosterona in kortikosterona, izraZenost antimiillerjevega
hormona in 3B-hidroksisteroidne dehidrogenaze, na premer semenskih cevk, maso mod in

mehurnic, plodnost potomcev) (Ceh in sod., 2009; Ceh in sod., 2012).

V raziskavi nismo ugotovili razlik v dnevni proizvodnji semencic ali v Stevilu apoptoticnih
celic v modih pri potomcih, katerih starsi so bili izpostavljeni klormefosu, vendar pa smo ta
dva parametra spremljali le pri potomcih izpostavljenih zivali, ne pa tudi pri neposredno
izpostavljenih zivalih, tako kot Narayana in sod. (2005), zaradi Cesar neposrednega vpliva
klormefosa na $tevilo in razvoj semencic ne poznamo. Vendar so Zuzek in sod. (2009)
ugotovili, da nizke koncentracije klormefosa ne vplivajo na Stevilo apoptoti¢nih celic v jetrih,
ledvicah in vranici pri izpostavljenih odraslih misih (Zuzek in sod., 2009). Poleg tega pri
neposredno tretiranih misih nismo ugotovili razlik v ¢asu do zabrejitve ali v Stevilu potomcev
zato domnevamo, da pomembnejSega Skodljivega vpliva klormefosa na spermatogenezo pri
proucevanih dozah ni bilo. Klormefos prav tako ni vplival na koncentracijo testosterona v
plazmi misi, ki so bile pred rojstvom in zgodaj po rojstvu (preko starSev) izpostavljene
klormefosu. Prav tako nismo ugotovili statisticno znacilnih razlik v koncentraciji T3 pri 19- in
48- dnevnih potomcih izpostavljenih Zzivali, zato verjetno klormefos ni vplival niti na

delovanje $€itnice pri potomcih.

Raziskave v preteklosti so sicer pokazale, da nekateri organofosfati, kot na primer
metilparation in klorpirifos, prehajajo posteljico in tako lahko vplivajo na razvoj plodu
(Narayana in sod., 2006a; Gray in Lawler, 2011). Glede na to, da je klormefos lipofilna
molekula, je velika verjetnost, da prehaja preko posteljice in v mleko, ker pa o tem nimamo
podatkov, tega ne moremo z gotovostjo trditi. V primeru, ¢e se to ne dogaja, mladici sploh ne
bi bili izpostavljeni klormefosu preko mater, kar bi lahko pojasnilo odsotnost vecjih vplivov
klormefosa v naSi raziskavi in bi hkrati pomenilo, da klormefos ob takem nacinu
izpostavljenosti ne predstavlja nevarnosti za zdravje ljudi in zivali. Kljub temu so potomci
izpostavljenih zivali kazali statisti¢no znacilno anksioznemu podobno obnasanje, kar lahko
kaZe na to, da je klormefos morda vseeno vplival na mladiCe preko posteljice ali mleka. Ker
pa klormefosa nismo merili v zarodkih ali v mleku izpostavljenih mater, tega zaenkrat ne
vemo. Mozno je tudi, da so izpostavljene matere imele spremenjeno raven hormonov
(zmanjSano, povecano), in bi ti preko placente vplivali na potomce. Potencialno bi klormefos

lahko vplival na obnaSanje izpostavljenih mater, ki bi tako slabSe negovale mladice, s tem bi
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se pri mladi¢ih povecalo anksioznosti podobno obnaSanje. MiSi, ki so bile v brejosti
izpostavljene nizkim koncentracijam metoksiklora, manj ¢asa negujejo mladi¢e kot misi, ki

niso bile izpostavljene metoksikloru (Palanza in sod., 2002).

V zadnjih 15 letih se pojavlja vedno vec¢ raziskav, ki proucCujejo vpliv izpostavljenosti
mesanicam hormonskih motilcev z razlicnim delovanjem (estrogensko, antiandrogensko ipd.).
Mesanice razli¢nih pesticidov, ki imajo enak ucinek (npr. estrogenski) delujejo sinergisticno,
kar pomeni, da se uCinki posameznih sestavin mesSanice seStevajo, Ceprav vsaka posamezna
sestavina ne povzroca kakrSnih koli opaznih sprememb na izpostavljenih zivalih. Zaenkrat Se
ne vemo veliko, kako na organizme vplivajo meSanice hormonskih motilcev iz razli¢nih
skupin, Ceprav je videti, da tudi take meSanice lahko povzrocijo skodljive ucinke (Recio in
sod., 2005; Kortenkamp, 2007; Kortenkamp in sod., 2007; Perobelli in sod., 2010). V
prihodnosti bi bilo smiselno prouciti morebitne negativne ulinke nizkih koncentracij
klormefosa v meSanici razliénih pesticidov. Pri raziskavah nismo ugotovili, da bi klormefos
zmanjSal razmnozevalno sposobnost izpostavljenih zivali, zaradi ¢esar lahko zavrzemo prvo
hipotezo nase naloge. Prav tako nismo nasli nikakrSnega vpliva klormefosa na razvoj spolnih
organov pri misih, ki so bile klormefosu izpostavljene pred rojstvom in po njem preko mater,
zato lahko zavrnemo tudi drugo hipotezo. Mozno je, da klormefos v proucenih koncentracijah
sploh ne deluje kot hormonski motilec in ne vpliva neposredno na delovanje hormonskega
sistema, za morebitne centralne ucinke preko hipotalamusa in hipofize pa so bile

koncentracije lahko premajhne.

5.2 VPLIV NIZKIH KONCENTRACIJ KLORMEFOSA NA RAZVOJ IN DELOVANIE
MOZGANOV IN OBNASANIJE

5.2.1 Vpliv nizkih koncentracij klormefosa na obnasanje podobno anksioznemu

Nekateri hormonski motilci lahko vplivajo tudi na razvoj in/ali delovanje centralnega
zivénega sistema, ne le na spolne organe. Zato smo v nasi raziskavi proucevali obnasanje,
podobno anksioznosti, zgradbo krvno-mozganske pregrade ter izrazanje nevropeptida Y,
arginin vazopresina in serotoninskega receptorja la, ki sodelujeta pri uravnavanju
anksioznega obnaSanja. Raziskave so pokazale, da nekatere kemicne snovi, kot so bisfenol A

in metoksiklor, lahko vplivajo na spolno in nespolno obnaSanje (Palanza in sod., 2002;
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Gioiosa in sod., 2007; Panzica in sod., 2007; Palanza in sod., 2008). Izpostavljenost
malationu, klorpirifosu in drugim organofosfatom med razvojem lahko povzroéi dolgotrajne
vplive na intelektualne funkcije in tudi zapoznele vplive na delovanje centralnega Zivénega
sistema (Rauh in sod., 2006; Eskenazi in sod., 2007; Eskenazi in sod., 2008). Palanza in sod.
(2002) so breje misi izpostavili metoksikloru, raztopljenemu v olju, ki so ga spontano pile od
enajstega do sedemnajstega dne brejosti. Pokazali so, da je izpostavljenost misjih plodov
metoksikloru v nizkih koncentracijah, podobnih, kot jih lahko najdemo v okolju, vplivala na
njihovo obnasanje v obdobju pred puberteto pri obeh spolih. Zacetek agresivnosti med samci
je nastopil kasneje pri izpostavljenih samcih, vendar v odrasli dobi ni bilo razlik (Palanza in
sod., 2002). Misi, ki so bile kroni¢no izpostavljene klorpirifosu preko mater od 15. dneva
brejosti do 14 dni starosti preko posteljice ali mleka, so pri testu dvignjenega labirinta in testu
temnega in svetlega polja kazale povecano obnasanje, podobno anksioznemu (Braquenier in
sod., 2010). Nasprotno so v raziskavi, ki je prav tako proucevala vplive izpostavljenosti
klorpirifosu med razvojem v maternici in zgodnjem poporodnem obdobju na obnaSanje pri
misih, ugotovili, da je klorpirifos povzroc¢il zmanjSanje anksioznemu podobnega obnaSanja,
kar je bilo bolj izrazito pri samicah kot samcih. Zivali so bile klorpirifosu izpostavljene preko
posteljice med petnajstim in osemnajstim dnevom brejosti ter s podkoznimi injekcijami med
enajstim in Stirinajstim dnevom po rojstvu (Ricceri in sod., 2006). Med obema raziskavama so
razlike tako v Casu trajanja izpostavljenosti kot tudi v nainu aplikacije klorpirifosa. NaSa
raziskava je bila glede na trajanje, nacin in nenazadnje tudi glede na rezultate testa v
dvignjenem labirintu bolj podobna raziskavi Braquenierja in sod. (2010). Vpliv klormefosa na
obnasanje, podobno anksioznemu, smo ugotavljali s testom dvignjenega labirinta in ugotovili,
da so misi obeh spolov, izpostavljene visoki dozi klormefosa pred rojstvom in zgodaj po
njem, kazale statisticno znacilno bolj poudarjeno obnasanje, podobno anksioznemu v
primerjavi s kontrolno skupino. NaSe (in druge - Braquenier in sod.; 2010, Ricceri in sod.;
2006) raziskave torej kazejo, da izpostavljenost organofosfatom med razvojem vpliva na
obnasanje, podobno anksioznemu pri odraslih poskusnih zivalih, vendar so ti ucinki lahko
razliéni zaradi ¢asa in trajanja izpostavljenosti ter doze in nacina aplikacije organofosfatov.
Pri pojasnjevanju mehanizmov delovanja organofosfatov na razvoj mozganov je zato
potrebno upostevati koli¢ine, katerim so zivali izpostavljene, obdobje v katerem so zivali

izpostavljene tem snovem, pogostnost izpostavljenosti in seveda tudi nacin izpostavljenosti.
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Haviland in sod. (2010) so opisali, da izpostavljenost plodov nizkim koncentracijam
klorpirifosa med sedemnajstim in dvajsetim dnevom brejosti povzroci spremembo obnasanja
v zvezdastem labirintu ter povec¢ano koncentracijo prostega tiroksina pri odraslih samicah, ne
pri samcih. Zvezdast labirint je na novo razvit labirint, s katerim lahko zaznamo in
ocenjujemo spremembe v obnasanju, kot na primer raziskovanje novega okolja in spontanega
obnasanja. Avtorji navajajo, da je ta labirint idealen za opazovanje skoraj neopaznih
sprememb Vv obnaSanju pri odraslih miSih, izpostavljenih Skodljivim snovem iz okolja
(Haviland in sod., 2010). Verjetno bi s tem testom lahko odkrili morebitne spremembe v
obnaSanju tudi pri naSi raziskavi, saj je Ze test dvignjenega labirinta pokazal statisti¢no
znacilno pojacano obnasanje, podobno anksioznemu. Vendar smo do objave tega Clanka Ze
izvedli vse nacrtovane poskuse, ter zivali Zrtvovali za imunohistoloske preiskave na

mozganih.

5.2.2 Vpliv nizkih koncentracij klormefosa na raven hormonov

Nekateri hormonski motilci lahko vplivajo tudi na delovanje SCitnice, zato smo v raziskavi
merili koncentracijo $¢itnicnih hormonov v plazmi. De Angelis in sod. (2009) so proucili
vpliv nizkih doz organofosfata klorpirifosa na delovanje S¢itnice pri misih seva Cd1. Breje
misi so izpostavili nizkim dozam klorpirifosa, raztopljenega v olju, preko ustne sonde med
petnajstim in osemnajstim dnevom brejosti. Proucevali so vpliv na izpostavljene misi in na
njihove potomce. Potomce so dodatno izpostavili nizkim dozam klorpirifosa Se s podkoznimi
injekcijami med enajstim in Stirinajstim dnevom po rojstvu. Nizke doze klorpirifosa so
znizale koncentracijo serumskega tiroksina pri izpostavljenih samicah kot tudi pri potomcih
izpostavljenih zivalih. Klorpirifos je povzro€il tudi razliéne morfoloske spremembe v §€itnici,
kot na primer povecano Stevilo nekroti¢nih folikularnih celic, zmanjSanje velikosti foliklov pri
potomcih izpostavljenih zivali ter povecano visino $¢itni¢nih celic pri samicah, izpostavljenih
v brejosti (De Angelis in sod., 2009). V nasi raziskavi nismo potrdili vpliva klormefosa na
delovanje $citnice, saj se serumske koncentracije trijodotironina (T3) pri 19- in 48- dnevnih
misih, niso razlikovale med skupinama klormefosu izpostavljenih zivali in kontrolno skupino.
Vendar pa zivalim nismo odstranili $Citnice, da bi pregledali morfolosko zgradbo. Znano je,
da motnje v delovanju S¢itnice vplivajo na morfologijo in delovanje mod (Wagner in sod.,

2008), prav tako pa $¢itni¢ni hormoni vplivajo na razvoj mozganov (Rivas in Naranjo, 2007).
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Vendar v nasi raziskavi ni bilo vpliva na §¢itnico, ki bi lahko vplivala na razvoj in delovanje

mod in mozZganov.

Stresni draZljaji pri Zivalih povzrocijo spro$€anje glukokortikoidnih hormonov iz nadledvi¢ne
Zleze, ki Zivali omogocijo primeren odgovor na stres. Sistem je nadzorovan predvsem preko
osi hipotalamus - hipofiza - nadledvi¢na zleza (HPA). Skorja nadledvicne Zleze izloca
glukokortikoide, glavni glukokortikodi sesalcev so kortizol, kortikosteron in do neke mere
tudi 11- deoksikortizol. V raziskavi smo preverili koncentracijo kortikosterona v serumu
potomcev izpostavljenih Zzivali. Zanimalo nas je, ali lahko izpostavljenost nizkim
koncentracijam klormefosa preko placente in mleka vpliva na razvoj in delovanje stresnega
sistema (os HPA). Glukokortikoidni hormoni igrajo pomembno vlogo tudi pri razvoju
mozganov. Podgane imajo v prvih dveh tednih po rojstvu zelo nizko koncentracijo
kortikosterona ter pocasnejSi odziv osi HPA na razli¢ne stresne situacije. V tem obdobju so
mozgani zelo obcutljivi na vplive iz okolja ali izpostavljenost kemi¢nim snovem. Razli¢ni
stresni vplivi, kot so na primer izpostavljenost novostim ali rokovanje z zivalmi, elektri¢ni
Sok, vrocinski stres, so povzroCili dolgotrajne ali stalne spremembe v izrazanju
glukokortikoidnih receptorjev in v obnaSanju. Najbolj proucen je vpliv rokovanja s
podganami v zgodnjem poporodnem obdobju. Tak$ne podgane so imele stalno povecano
Stevilo glukokortikoidnih receptorjev v hipokampusu, kar je povzrocilo vec¢jo obcutljivost
hipokampusa na glukokortikoide in boljSe urejanje stresnega odziva. Med stresom so i1zloCale
manj kortikosterona, ki se je hitro povrnil na osnovno vrednost. To je pomenilo manj
izpostavljanja glukokortikoidom in manj izgub celic v hipokampusu ter manjSo izgubo
spominskih funkcij med staranjem. Matere teh mladicev so ve¢ ¢asa posvecale lizanju in skrbi
zanje, kar je verjetno vzrok za spremembe v delovanju glukokortikoidov. MiSi z mutacijo v
genu za glukokortikoidni receptor (GR) kazejo spremembe v delovanju HPA osi, ki so
primerljive s spremembami pri depresivnih pacientih in so verjetno lahko pomembni modeli
za raziskave depresije (Chourbaji in Gass, 2008). Glukokortikoidi lahko potujejo preko
placente ter tako poskodujejo HPA os v razvoju in povzroCijo spremembe v delovanju osi za
celo zivljenje. Stres, povzrocen brejim podganam, vpliva na spremembe delovanja HPA osi
pri potomcih, ter na njithovo obnasanje. Pri poskusnih zivalih so ugotovili, da izpostavljenost
plodov prevelikim kolicinam glukokortikoidov, preko epigenetskih sprememb poveca
moznost nastanka kroni¢nih bolezni kasneje v Zivljenju. Pri otrocih, ki so bili v maternici

izpostavljeni umetnim glukokortikoidom, se pojavlja sindrom pomanjkanja pozornosti in
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hiperaktivnosti (Schantz in Widholm, 2001; Panzica in Melcangi, 2008). V raziskavi smo
izmerili koncentracijo kortikosterona v serumu devetih kontrolnih misi, ter osmih misi iz
vsake poskusne skupine. Zanimalo nas je ali lahko izpostavljenost nizkim koncentracijam
klormefosa preko placente in mleka vpliva na razvoj in delovanje nadledvi¢ne Zleze,
posledi¢no pa tudi na druge organske sisteme. Med miSmi, izpostavljenimi klormefosu, in
kontrolno skupino nismo ugotovili statisticno znacilnih razlik v koncentraciji kortikosterona.
Vendar ne vemo, ali so zaradi izpostavljenosti klormefosu nastale spremembe v izrazenosti
glukokortikoidnih receptorjev v mozganih, kar bi lahko vplivalo na opaZene spremembe v

obnasanju pri skupini misi izpostavljenih visji koncentraciji klormefosa.

5.2.3 Vpliv nizkih koncentracij klormefosa na krvno-moZzgansko pregrado

V raziskavi smo s pomocjo elektronske mikroskopije proudili tudi zgradbo krvno-mozganske
pregrade potomcev zivali, ki so bile izpostavljene klormefosu in etanolu v obdobju pred
rojstvom in v zgodnejem obdobju po rojstvu. Organofosfati so namre¢ topni v mas€obi, zato
lahko preckajo krvno-mozgansko pregrado in pridejo v stik neposredno z zivénimi celicami in
jih tako dolgotrajno poskodujejo. Raziskave kazejo, da imajo nizke doze organofosfatov
Skodljiv dolgoro€en vpliv na krvno-mozgansko pregrado pri glodavcih (Gupta in sod., 1999;
Sinha in Shukla, 2003; Song in sod., 2004). Kljub temu obstajajo velike medvrstne razlike ze
samo med glodavci, saj imajo podgane manj obcutljivo krvno-mozgansko pregrado kot misi
(Sinha in Shukla, 2003). Veliko raziskav je pokazalo, da lahko izpostavljenost
organofosfatom negativno vpliva na rast in diferenciacijo zivénih podaljskov, predvsem
aksonov, v razvijajocih se mozganih. Organofosfati lahko povzrocijo dolgoro¢ne spremembe
v mozganih, ki pa se lahko pokazejo Sele v odraslem Zivljenju (Qiao in sod., 2003; Howard in
sod., 2005; Slotkin in sod., 2006a). Song in sod. (2004) so pokazali, da izpostavljenost
organofosfatu paraoksonu, v koncentracijah, ki ne povzro€ijo holinergicnih znakov
zastrupitve, pri 25 — 30 dni starih podganah poskoduje krvno-mozgansko pregrado, niso pa
opazili poskodb pri odraslih podganah, ki so prejemale paraokson. To kaze, da je krvno-
mozganska pregrada bolj obcutljiva na paraokson v obdobju razvoja. Piridostigmin je
periferni zaviralec aktivnosti AChE. Krvno-mozganska pregrada podgan, ki so jim 50 minut
pred aplikacijo paraoksona dodali piridostigmin, je bila manj prizadeta kot pri podganah, ki so

bile izpostavljene zgolj paraoksonu. Mehanizma njegovega delovanja zaenkrat ne morejo
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razloziti, menijo pa, da piridostigmin spodbuja izlocanje glukokortikoidnih hormonov iz
skorje nadledvicne Zleze, ti pa bi lahko s¢itili krvno-moZzgansko pregrado tako, da spodbujajo
nastanek beljakovin, ki sodelujejo pri vzpostavljanju tesnih sticnic (Song in sod., 2004).
Kroni¢na izpostavljenost podgan organofosfatu metrifonatu je povecala zunajceli¢no raven
AChE z zaviranjem aktivnosti AChE, vendar pa ni vplivala na prepustnost krvno-mozganske
pregrade (Rakonczay in Papp, 2001). Qiao in sod. (2003) so pokazali, da so podganji mozgani
v obdobju razvoja plodu manj obcutjivi na Skodljive vplive klorpirifosa kot v zgodnjem
poporodnem obdobju (Qiao in sod., 2003). Mi smo pod elektronskim mikroskopom proucili
celicno strukturo mozganske skorje, a nismo ugotovili sprememb v ultrastrukturni zgradbi
krvno-mozganske pregrade. Vendar zagotovo ne moremo izkljuciti morebitnega Skodljivega
vpliva klormefosa na dele krvno-mozganske pregrade, saj smo z elektronsko mikroskopijo
pregledali le manjsi del moZganske skorje. Mozno je, da bi klormefos lahko poSkodoval
krvno-mozgansko pregrado v katerem drugem specificnem delu moZganov. V raziskavi tudi
nismo merili aktivnosti AChE ali koncentracije ACh v zunajceli¢nem prostoru, tako da ne
vemo, ali je klormefos mogoce povzrodil kopic¢enje ACh izven celic, ni pa poSkodoval krvno-

mozganske pregrade.

5.2.4 Vpliv nizkih koncentracij klormefosa na izraZenost beljakovin v tkivnih reginah

mozganov

Nizke koncentracije organofosfatov, ki ne povzroc¢ajo holinergi¢nih znakov zastrupitve, lahko
povzrocijo fosforilacijo drugih ciljnih encimov. Ti imajo slabe kompenzatorne mehanizme,
zato lahko motnje v njihovem delovanju povzroc¢ijo na primer po¢asnejSe prevajanje Zivcev,
izboljSano ucenje v nekaterih labirintih itd. (Ray in Richards, 2001). V raziskavi smo pri
potomcih klormefosu izpostavljenih zivali z imunohistokemi¢nim barvanjem proucili
morebiten vpliv na izrazenost beljakovin serotoninski receptor 1a, arginin vazopresin (AVP)
in nevropeptid Y (NPY). Raziskava Taita in sod. (2009) se je osredotocila na vpliv nizkih
koncentracij klorpirifosa na nevrohipofizne hormone, povezane s socialnim obnasanjem pri
sesalcih. Breje misi so med petnajstim in osemnajstim dnevom brejosti preko ustne sonde
izpostavili nizkim dozam klorpirifosa. Novorojene misi so s podkoznimi injekcijami
izpostavili klorpirifosu med enajstim in Stirinajstim dnem starosti. Uporabljene doze so bile

tolik§ne kot so jim izpostavljeni ljudje pred rojstvom in v otrostvu, to je 1 mg/kg ali 3 mg/kg.
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Zivali so Zrtvovali v starosti 50 dni in v hipotalamusu prougili izrazenost oksitocina, arginin
vazopresina in prolaktina. Pri samicah in samcih so ugotovili povecano izraZenost oksitocina,
izrazenost arginin vazopresina pa je bila statisticno znacilno niZja pri samcih, ki so prejemali
vi§je koncentracije klorpirifosa pred rojstvom in po njem. Razlik v izraZenosti prolaktina niso
opazili. Izpostavljenost klorpirifosu med razvojem lahko ocitno trajno spremeni izraZenost
nekaterih genov v hipotalamusu, spremembe pa so odvisne od ¢asa in doze izpostavljenosti

ter od spola izpostavljene zivali (Tait in sod., 2009).

AVP igra pomembno vlogo pri uravnavanju socialnega prepoznavanja, agresije, ucenja in
spomina pri sesalcih. Zato smo z imunohistokemic¢nim barvanjem rezin mozganov z arginin
vazopresin protitelesi ugotavljali morebitne vplive nizkih koncentracij klormefosa na ta
sistem. Pri sesalcih tako estrogeni kot androgeni hormoni lahko povzrocijo maskulinizacijo
tega podrocja. Pri odraslih vretencarjih spolni hormoni vplivajo na izrazanje AVP. Zaradi teh
razlogov je AVP potencialna tarca za delovanje hormonskih motilcev (Panzica in sod., 2011).
V raziskavi Taita in sod. (2009) so misi izpostavili klorpirifosu v nizkih dozah pred rojstvom
in po njem, prav tako kot smo to storili v nasi raziskavi o vplivu klormefosa. Vendar so
novorojene misi podkozno injicirali s klorpirifosom, izpostavljenost klorpirifosu po rojstvu je
zgolj potencirala ucinke, povzrocene pred rojstvom. V nasi raziskavi novorojene misi nismo
injicirali s podkoznimi injekcijami. Vpliva klormefosa na izraZanje arginin vazopresina v
hipotalamusu nismo potrdili. Rezultati kazejo, da lahko razlicni organofosfati v nizkih

koncentracijah drugace vplivajo na razvoj in delovanje mozganov.

Serotonin je prenosnik v centralnem zivénem sistemu in je povezan s pomembnimi
fizioloskimi funkcijami (prehranjevanje, Custvena stanja, kognitivne funkcije, spanje).
Razli¢ni organofosfati Skodljivo delujejo na razvijajoée se mozgane preko specifi¢énih
sistemov zivénih prenosnikov, kot je na primer serotoninski sistem. Serotoninski sistem v
mozganih je verjetno eden izmed najbolj obcutljivih na spremembe v razvoju iz vec razlogov.
Prvi¢, serotonin je morfogen v razvijajoem se centralnem zivénem sistemu sesalcev, motnje
v delovanju serotoninskega sistema v Casu razvoja zarodkov lahko povzrocijo napake v
strukturi mozganov, kot na primer slabSe povezave med nevroni in spremenjeno morfolosko
strukturo nevronov. Drugi¢, motnje v delovanju serotoninskih sti¢nic v zgodnjem razvoju
lahko trajno spremenijo delovanje serotoninskega sistema, tako da se lahko takSne motnje

izrazijo Sele kasneje, v odraslem Zivljenju v obliki vedenjskih motenj. Tretji¢, spremembe v
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delovanju serotoninskega sistema povzrocijo spremembe v ¢ustvenih odzivih, urejanju telesne
mase in urejanju spanja (Slotkin in sod., 2006b). Na nivo serotonina v razvijajocih se
mozganih lahko vplivajo stres, okuzbe, genetski polimorfizmi, nekatera zdravila, mamila in
druge kemicne snovi kot na primer organofosfati (Daubert in Condron, 2010). Slotkin in sod.
(2006) so novorojene podgane med prvim in Cetrtim dnevom starosti izpostavili nizkim
koncentracijam diazonina in klorpirifosa s podkozno aplikacijo. Podgane so zrtvovali peti dan
starosti ter jim odvzeli mozgansko deblo in prednje mozgane za oceno serotoninskih
receptorjev in serotoninskih transporterjev. Diazonin je povecal izrazenost serotoninskih
receptorjev la in 2 v mozganskem deblu in prednjih mozganih, medtem ko je paration znizal
ekspresijo serotoniskega receptorja la. Diazonin je podobno kot klorpirifos zmanjsal
izrazanje serotoninskega transporterja v mozganskem deblu in ga povecal v prednjih
mozganih, medtem ko je imel paration manjsSe, statisticno neznacilne u¢inke (Slotkin in sod.,
2006b; Tait in sod., 2009). V nasi raziskavi smo s pomoc¢jo imunohistokemije na plavajo¢ih
rezinah opazovali izrazenost serotoninskega receptorja la, saj spada klormefos med
organofosfate in bi mogoc¢e lahko vplival na izraZzenost serotoninskega receptorja la v
mozganih. Ugotovili smo, da klormefos ni vplival na izrazanje AVP in serotoninskega
receptorja la v celicah hipotalamusa. Stevila celic v hipotalamusu nismo kvantitativno
ovrednotili, ker pri natanénem pregledu obarvanih rezin nismo ugotovili o€itnih razlik, ki bi
nakazovale spremembe v izraZenosti AVP ali serotoninskega receptorja la pri miSih,

izpostavljenih klormefosu.

S pomocjo imunohistokemiénega barvanja na plavajocih rezinah smo ocenili tudi izrazenost
NPY v mandlju mozganov misi, potomcev zivali, ki so bile izpostavljene vi§ji koncentraciji
klormefosa ali etanolu, saj je NPY pomemben pri zmanjSanju obnasanja, podobnega
anksioznemu. Izrazenost NPY nas je zanimala, ker so rezultati dvignjenega labirinta pokazali
izrazito poveCano obnaSanje, podobno anksioznemu pri skupini, izpostavljeni klormefosu.
NPY se obicajno izraza v Stevilnih delih mozganov, vklju€no s hipotalamusom in drugimi deli
limbi¢nega sistema (Panzica in sod., 2011). Urejanje delovanja NPY poteka preko vec
receptorjev, receptorje tipa Y1 in Y2 so nasli v razlicnih delih mozganov, ki se aktivirajo ob
vplivih, ki povzrocijo anksiozno obnasanje (Kask in sod., 2002). NPY poleg tega sodeluje pri
urejanju mnogih mozganskih funkcij, kot na primer obnaSanje pri prehranjevanju in pitju,
ucenju, spominu, gibanju, uravnavanju telesne temperature, spolnega obnasanja, ¢ustvenih

odzivov, vzdraZenost Zivcev, homeostaze sréno-Zilnega sistema, izlo¢anja hormonov in
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dnevno-noc¢nih ciklov. NPY igra pomembno vlogo pri razli¢nih nevrolo§kih motnjah, kot so
depresija, prehranjevalne motnje, epilepsija in kot Ze reCeno anksioznost (Landgraf, 2001).
Med skupinami nismo ugotovili statisticno znacilnih razlik v izrazanju NPY v medialnem

mandlju.

5.2.5 Vpliv nizkih koncentracij klormefosa na izraZanje genov v mozganih

Kljub temu da so organofosfati eni izmed najpogosteje uporabljenih insekticidov na svetu, je
zelo malo podatkov o moznih vplivih na izrazanje genov pri ljudeh in zivalih. Veliko vprasanj
se pojavlja o0 moznih vplivih organofosfatov na razvoj in delovanje mozganov, saj vemo, da
organofosfati lahko povzrocajo poskodbe tudi v koncentracijah, ki ne povzroCijo akutne
zastrupitve. Organofosfati lahko v celi¢nih kulturah povzrocijo zaznavne spremembe na
izrazanje genov, kar nam je lahko izto¢nica za raziskave na zivalih. Leta 2005 je skupina
Gwinn in sod. (2005) raziskala in vitro vpliv organofosfata malationa na izraZzanje genov v
Stirih celi¢nih linijah normalnih epitelnih celic mleéne Zleze Zensk, ki so bile operirane zaradi
zmanjSanja dojk. Pri vseh celi¢nih linijah so nasli devet genov, katerih izraZenost se je pod
vplivom malationa spremenila. Trije (aldo keto reduktaza 1 in 2 - AKRIC1 in AKRI1C2 ter
beljakovina z zaporedjem B, ki je pod vplivom estrogenov - EBBP) od teh genov, pri katerih
so ugotovili povisano izrazenost, so povezani s tumorsko preobrazbo celic, trije (centromerna
beljakovina F - CPF, podvojevalni faktor C - RFC3 in timidilat sintetaza - TYMS), pri katerih
so ugotovili zmanjSano izrazenost, pa so povezani s podvojevanjem DNK, en gen (kinaza za
urejanje celicnega cikla - BUB1) pa z urejanjem celi¢nega cikla. Izrazenost se je spremenila
tudi pri genu z neznano funkcijo (dostopna Stevilka na Gene Bank AI859865) ter genu
aktivator plazminogena (PLAT), ki je serinska proteaza in je pomemben pri aktivaciji
plazminogena v plazmin. Rezultate, pridobljene z mikromrezami, so potrdili z gPCR (Gwinn
in sod., 2005). Z mikromrezami sta Slotkin in Seidler (2007) poskusSala ugotoviti podobnosti
in razlike v delovanju organofosfatov klorpirifosa in diazonina na razvijajoe se moZzgane
podgan. Novorojene podgane sta od prvega do Cetrtega dneva starosti izpostavila nizkim
dozam organofosfatov, ki ne povzrocajo zaviranja aktivnosti AChE. Ocenjevala sta vplive na
izrazenost 252 genov, ki so pomembni pri sploSnem razvoju zivénih celic, sporo¢anje med
celicami, citotoksi¢nost, ter tvorbo Zivénih prenosnikov. Pri ve¢ kot Sestdesetih odstotkih

genov so ugotovili statisticno znacilne razlike, kar pove, da sta klorpirifos in diazonin
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statistino znacilno vplivala na izraZanje teh genov, vendar te razlike seveda §e ne pomenijo
nujno tudi pomembnega fizioloskega ucinka. Tako klorpirifos kot tudi diazonin sta imela
podobne vplive na proucene gene, vendar pa so bili vplivi diazonina nekoliko ve¢ji. Njihovi
rezultati kaZejo, da razli¢ni organofosfati lahko vplivajo na razli¢ne poti, ki so pomembne za
razvoj zivéevja. Vplivi razlicnih organofosfatov se na klju¢nih mestih lahko zelo razlikujejo
in privedejo do razli¢nih sprememb v razvoju zivCevja. Avtorji navajajo, da je takSen pristop
primerjave vplivov z mikromrezami lahko uporaben za proucevanje razvojne nevrotoksi¢nosti
(Slotkin in Seidler, 2007). Vpliv klorpirifosa na razvoj in delovanje mozganov pri
izpostavljenih zivalih in njihovih potomcih, izpostavljenih preko mater, so proucevali tudi
Moreira in sod. (2010). Brejim samicam so od Sestega do sedemnajstega dneva brejosti
podkozno injicirali razlicne doze klorpirifosa. Osemnajsti dan brejosti so breje samice
zrtvovali, za analizo z mikromrezami so uporabili mozgane samic in plodov. Ugotovili so, da
je klorpirifos pri izpostavljenih samicah vplival na izraZanje genov, ki so pomembni pri
oblikovanju celi¢nih stikov, obnaSanju, presnovi mascob, razvoju ziv€énega sistema,
nevrogenezi, prenosu sporo€il preko sinapse in drugih. Pri plodovih so niZje doze klorpirifosa
statisticno znacilno spremenile izraZzanje genov, pomembnih pri delitvi celic, proizvodnji
beljakovin, prenosu zivénih sporo€il in urejanju kromatina (Moreira in sod., 2010). V nasi
raziskavi smo proucili izrazenost genov v mozganih misi, ki so verjetno bile preko mater
izpostavljene klormefosu. Uporabili smo misje genomske mikromreze, ki vsebujejo ve¢ kot
39 000 sond za vse gene v miSjem genomu. Rezultati so pokazali nekaj razlicno izrazenih
genov med skupinama. Eden od njih je bil gen za kadherin 7. Kadherini so glavne
povezovalne molekule med celicami in so pomembni pri razvoju in vzdrzevanju strukture
mehkih tkiv. Izrazanje razlicnih genov za kadherine vpliva na povezave med njimi. Stabilno
in mo¢no povezavo celic kadherini Se dodatno ucvrstijo tako, da se povezejo z aktinom
citoskeleta (Moore in sod., 2004). Poleg mehani¢ne povezave med celicami imajo kadherini
tudi druge zelo pomembne vloge, kot je medsebojno prepoznavanje, oblikovanje in
vzdrzevanje mej med tkivi, koordinirano gibanje celic, ustvarjanje in vzdrZevanje strukture,
delovanje celic in polarnost tkiv (Halbleib in Nelson, 2006). Kadherine delimo na podtip I in
I, v razvijajocih se in tudi odraslih mozganih se posami¢no izrazajo v razli¢nih delih (Ueno,
2007; Takahashi in Osumi, 2008). Rezultate analize z mikromrezami, ki so kazali na razlicno
izrazanje kadherinov med kontrolno in poskusno skupino, smo preverili §¢ z gPCR. Vendar

razlik v izrazanju kadherina 7 z qPCR nismo potrdili.
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Rezultati genskih mikromreZ so pokazali tudi razlike v izrazenosti serotoninskega receptorja
la, ki ima pomembno vlogo v kognitivnih procesih kot tudi pri Custvenih stanjih. Serotoninski
receptorji la so izraZeni tudi v hipotalamusu in so pomembni za urejanje nevroendokrinega
delovanja in odgovora na stres (Hensler, 2003). Slotkin in Seidler (2007) sta uporabila
mikromreZe, ki so vsebovale samo gene, ki so pomembni pri doloCenih funkcijah, na katere
organofosfati vplivajo, za razliko od nas in Moreira in sod. (2010), ki smo uporabljali
mikromreZe s celotnim miSjim genomom. Tudi za serotoninski receptor la nismo mogli
potrditi razlik v izraZzenosti med skupinama. TakSen rezultat kvantitativnega PCR ni
presenetljiv, saj analize s pomoc¢jo mikromrez velikokrat pokazejo nekaj lazno pozitivnih
rezultatov. Pri hkratni proucitvi ve¢ deset tiso¢ genov namre¢ lahko med sondami pride do
navzkrizne hibridizacije. Rezultate mikromreZz je vedno potrebno potrditi z drugimi metodami
kot so qPCR, hibridizacija in situ ali imunohistokemija. Mozno je, da je klormefos kljub
nasim negativnim rezultatom vplival na izrazanje nekaterih genov, predvsem v hipotalamusu,
vendar je bil na$§ odvzeti vzorec mozganov prevelik in smo zato lahko te gene pri analizi
zgresili. Mogoce bi z mikromrezami, ki bi vsebovale manj sond za natan¢no dolocene gene, ki
npr. sodelujejo pri sploSnem razvoju zivénih celic ali drugih procesih, lahko dobili ve¢
razliéno izrazenih genov. Vendar smo se glede na pomanjkanje strokovne literature o
delovanju klormefosa odlocili, da pregledamo izrazanje genov z mikromrezami, ki vsebujejo

sonde za ¢im vec prepisov.

5.2.6 Vpliv nizkih koncentracij klormefosa na zgradbo krvno-moZganske pregrade

Dodatno smo s pomoc¢jo elektronske mikroskopije pregledali Se zgradbo krvno-mozganske
pregrade. Organofosfati so topni v masScobah, zato lahko prehajajo krvno-mozgansko
pregrado in jo tako lahko tudi poskodujejo. Moznost vpliva na krvno-mozgansko pregrado je
Se dodatno podkrepil rezultat mikromrez, ki je kazal razli¢no izraZenost gena za kadherin 7
med kontrolno in poskusno skupino. Natancen pregled zgradbe krvno-mozganske pregrade ni
pokazal razlik med kontrolno skupino in visji koncentraciji klormefosa izpostavljeni skupini
misi. V raziskavi smo pregledali krvno-mozgansko pregrado v ¢elnem reznju mozganov, zato
ne moremo z gotovostjo trditi, da je krvno-mozganska pregrada po celotnem delu
neposkodovana. Misi so bile izpostavljene klormefosu v obcutljivem obdobju, ko se krvno-

mozganska pregrada Se razvija. Do petindvajsetega dne starosti miSi postane krvno-
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mozganska pregrada neprepustna za beljakovine in izrazanje nekaterih prenasalnih molekul
doseze vrh, nekatere strukture te pregrade pa se Se razvijajo (Song in sod., 2004). Merjenje
aktivnosti AChE bi nam pokazalo, ali je klormefos presel v moZgane. Vendar je naSa
raziskava temeljila na uporabi nizkih doz klormefosa, pri katerih vpliva na aktivnost AChE
nismo pricakovali. Shinka in Skuhla (2003) porocata, da je krvno-moZganska pregrada misi
bolj obcutljiva od podganje (Sinha in Shukla, 2003). Zato ne moremo izkljuciti, da bi nizke
koncenracije klormefosa pri drugih zivalskih vrstah ali ¢loveku lahko povzrocile poskodbe
krvno-mozganske pregrade. Ne smemo zanemariti tudi moznega Skodljivega ucinka

klormefosa skupaj z drugimi, v okolju prisotnimi snovmi.
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6 SKLEPI

Na osnovi rezultatov opravljenih Studij pri potomcih misi, izpostavljenih klormetosu,
ugotavljamo:

* Klormefos v proucevanih nizkih koncentracijah ne deluje kot hormonski motilec, saj
ni zmanjSal Stevila potomcev ali spremenil Casa do zabrejitve pri izpostavljenih
Zivalih.

* Klormefos v nizkih koncentracijah ne deluje kot hormonski motilec na misi, ki so mu
bile izpostavljene pred rojstvom in v zgodnjem poporodnem obdobju.

*  MozZno je, da klormefos vpliva na razvoj in delovanje moZganov pri misih. Potomci
mater, izpostavljenih vi§ji koncentraciji klormefosa, so v testu dvignjenega labirinta ne

glede na spol kazali statisti¢no znacilno pojacano obnaSanje, podobno anksioznemu.

Z raziskavami smo ovrgli prvi dve postavljeni hipotezi.

Glede na rezultate testa dvignjenega labirinta bi bilo potrebno opraviti Se dodatne teste
obnasanja s katerimi bi lahko potrdili ali ovrgli hipoteze, da izpostavljenost nizkim dozam

klormefosa vpliva na razvoj in delovanje mozganov pri misih.
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7 POVZETEK

Zaradi narascajocCega Stevila svetovnega prebivalstva in vse vecje potrebe po hrani poraba
pesticidov v zadnjih sedemdesetih letih strmo narasc¢a. Vrednost svetovnega trga pesticidov je
bila v zaCetku 21. stoletja ocenjena na 25 milijard dolarjev. Med pesticide spadajo herbicidi,
insekticidi, fungicidi in drugi (nematocidi, rodentocidi ipd.). Organofosfatne insekticide
uporabljamo Zze veC desetletij in predstavljajo 65 % svetovne porabe insekticidov.
Organofosfati delujejo kot ireverzibilni zaviralci AChE in tako povzroc¢ijo kopicenje ACh v
sinapsah, kar povzroca prekomerno stimulacijo in motnje v prenosu sinaps. Simptomi blage
do srednje zastrupitve pri ljudeh in zivalih so glavobol, slabost, zamegljen vid, vrtoglavica,
slaba koordinacija, tresenje in slabost miSic, hropenje in kaselj. Simptomi moc¢ne zastrupitve
so inkontinenca, kr¢i in nezavest. Organofosfati lahko tudi preko svojih razgradnih produktov
negativno delujejo na zdravje ljudi in Zivali, ki so neciljni organizmi za organofosfate. Vemo,
da Stevilne snovi, med njimi tudi organofosfati, ki jih najdemo v okolju zaradi ¢lovekovega
delovanja, vplivajo na razvoj in delovanje endokrinega sistema pri sesalcih, vklju¢no s
Clovekom. V preteklosti se ni posvecalo dovolj pozornosti proucevanju Skodljivih u¢inkov teh
snovi v nizjih koncentracijah, ki ne povzrocajo akutnih posledic. Namen naSega dela je bil
prouciti vpliv nizkih koncentracij organofosfata klormefosa na razvoj in delovanje spolnega
sistema in mozganov misi, ki so bile klormefosu izpostavljene pred rojstvom in v zgodnjem
obdobju po rojstvu, saj se motnje v obdobju razvoja lahko pokazejo Sele kasneje v zivljenju.
Misi seva Balb/C smo izpostavili 100x in 10x (0,35 pg/mL in 3,5 pg/mL) nizji koncentraciji
klormefosa kot je LDsy za podgane. Kontrolne miSi so bile izpostavljene etanolu v
koncentraciji 3,5 ng/mL, saj smo klormefos zaradi njegove netopnosti v vodi najprej raztopili
v njem. Ugotovili smo, da klormefos ni vplival na razmnoZevanje izpostavljenih misi, saj ni
bilo razlik v velikosti gnezd med skupinami. Pri misih, izpostavljenih klormefosu v obdobju
pred rojstvom pa do enaindvajsetega dne starosti, tudi nismo ugotovili razlik v razlicnih
opazovanih reprodukcijskih parametrih — masa mod in mehurnic, premer semenskih cevk v
modih, dnevna proizvodnja semencic, plodnost potomcev. Prav tako nismo ugotovili vpliva
na telesno maso, histologijo mod, koncentracijo plazemskih hormonov in §tevilo apoptoti¢nih
celic v modih. Izrazanje AMH in 3B-HSD, ki sta pokazatelja motenj v dozorevanju mod pri
mladih Zivalih, tudi ni bilo prizadeto. Pri proucevanju vplivov na razvoj in delovanje

mozganov smo opravili ve¢ preiskav. Zivali, katerih star§i so bili izpostavljenih vi§ji
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koncentraciji klormefosa, so kazale pojacano obnaSanje, podobno anksioznemu, v testu
dvignjenega labirinta, ki je standariziran test za proucevanje takega obnasanja. V mozganih
potomcev izpostavljenih misi smo, s postopkom imunohistokemije na plavajocih rezinah,
ugotavljali §tevilo imunoreaktivnih celic za razlicne nevropeptide — nevropeptid Y, arginin
vazopresin in serotoninski receptor la, ki sodelujejo pri urejanjih razlicnih vrst obnaSanja.
Razlik v izrazanju teh nevropeptidov nismo nasli. Zanimalo nas je tudi ali klormefos lahko
vpliva na izrazanje genov v mozganih, zato smo samcem iz kontrolne skupine in visji
koncentraciji klormefosa izpostavljenih misi odvzeli mozgane za analize z mikromrezami.
Ugotovili smo, da sta kadherin 7 in serotoninski receptor la statisti¢no znacilno diferencialno
izrazena med skupinama. Rezultate, pridobljene z mikromrezami smo preverili Se z drugo
metodo qPCR. Ugotovili smo, da ni razlik med skupinami v izrazanju kadherina 7, ki ima
pomembno vlogo pri povezavi med celicami, in serotoninskega receptorja 1a. Glede na to, da
organofosfati lahko poSkodujejo krvno-mozgansko pregrado ter da so rezultati z mikromrez
kazal na razlike med skupinami v izrazanju kadherina 7, smo se odlo¢ili, da pregledamo
krvno-mozgansko pregrado z elektronsko mikroskopijo. Natanc¢en pregled krvno-mozganske

pregrade v elnem reZnju ni pokazal nikakrSnih poskodb.

Pri izpostavljenih Zivalih smo opazovali samo velikost gnezd pri ¢emer nismo opazii razlik.
Ne vemo pa, ali je klormefos vplival na reprodukcijske parametre, kot na primer na DSP,
koncentracijo hormonov ipd. Pri potomcih izpostavljenih zivali nismo ugotovili motenj v
opazovanih reprodukcijskih parametrih. Negativni rezultati v merjenih parametrih imajo
lahko ve¢ vzrokov. Koncentracija klormefosa v plazmi izpostavljenih zivali je bila zelo nizka.
Glede na to, da smo uporabljali nizke koncentracije klormefosa, saj smo zeleli simulirati
dolgotrajno izpostavljenost nizkim dozam organofosfatov, katerim smo lahko izpostavljeni
tudi ljudje, je mozno, da je bila koncentracija prenizka, da bi izzvala kakr$nekoli uéinke na
spolni sistem. Pri raziskavah razvoja in delovanja mozganov smo ugotovili bolj pojaano
obnasanje, podobno anksioznemu pri zivalih, izpostavljenih vi§ji dozi klormefosa, vendar
mehanizma delovanja zaenkrat Se ne poznamo, saj z imunohistokemijo mozganov nismo
ugotovili razlik v izraZenosti nekaterih nevropeptidov, ki sicer vplivajo na obnasanje. Analiz
mikromrez nismo potrdili z qPCR analizo. Tudi zgradba krvno-mozganske pregrade
izpostavljenih Zivali ni bila prizadeta, vendar je bil pregledani del majhen in mozno je, da bi

lahko bile poskodbe prisotne na kak§nem drugem delu moZganov.
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V zakljucku lahko re¢emo, da klormefos ni vplival na razmnoZevanje izpostavljenih Zivali.
Prav tako ni vplival na razvoj in delovanje mod in spolnega trakta pri potomcih izpostavljenih
Zivalih. Ne smemo pozabiti na to, da smo tako ljudje kot Zivali v okolju vsakodnevno
izpostavljeni meSanici razli¢nih kemicnih snovi. Vemo, da dolo¢ene snovi vsaka zase v nizkih
dozah ne vplivajo $kodljivo na izpostavljene Zivali. Sele v primeru mesanic razliénih snovi, v

nizkih koncentracijah, pa bi se lahko pokazali njihovi negativni ucinki.

Pri potomcih izpostavljenih Zivali, ki so bili izpostavljeni visji koncentraciji klormefosa (3.5
ug/mL), smo opazili pojacano obnaSanje, podobno anksioznemu. Potrebne so $e nadaljnje
raziskave, da ugotovimo mozne dolgoro¢ne vplive in mehanizme delovanja na razvoj in
delovanje moZganov, pri ¢emer ne smemo zanemariti tudi genetskih dejavnikov, zaradi
katerih je lahko dolo¢en del populacije bolj nagnjen k poSkodbam. Glede na rezultate nase
raziskave lahko domnevamo, da klormefos v nizkih koncentracijah ne deluje kot hormonski
motilec na razvoj in delovanje spolnega sistema, vendar so za dokon¢no potrditev vpliva

potrebne Se nadaljnje raziskave.
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8 SUMMARY

The use of pesticides in the last 70 years has been on the increase as a result of the growing
human population and its increased demand for food. At the beginning of the 21st century the
value of pesticide market was estimated at 25 millions of dollars. Pesticides include
herbicides, insecticides, fungicides and others (nematocides, rodenticides...).
Organophosphate insecticides have been used for many decades and represent 65% of all
insecticides used today. Organophosphates are irreversible inhibitors of acetylcholinesterase,
an enzyme required for the degradation of neurotransmitter acetylholine. As a result of their
action, acetylcholine is accumulated in the synapses, overstimulates them, and the transfer
across the synapses is disturbed. Symptoms of mild poisoning are a headache, nausea, blurred
vision, vertigo, bad coordination, tremor, and muscle weakness, stertor and coughing. The
main symptoms at severe acute poisoning are incontinence, paroxysm and unconsciousness.
Organophosphates are also harmful for the health of non-target organisms such as humans
and animals, either directly or through exposure to their breakdown products. Many
compounds are found in the environment because of human action; among them are many
organophosphates that can possibly affect the development and function of endocrine system
in mammals, including humans. However, in the past decades limited attention was dedicated
to the studies of such chemicals in low doses, that have no acute effects. The aim of our study
was to examine the effects of low doses of organophosphate chlormephos on the development
and function of reproductive system and brain in mice, which were exposed to chlormephos
before birth and in the early postnatal life. Balb/c mice were exposed to 0,35 pug/mL in 3,5
ug/mL of chlormephos through drinking water. Doses chosen represent 10- and 100-times
lower doses than LDs for rats. Since chlormephos is insolubale in water, it was diluted in
ethanol. Control mice received ethanol in concentration of 3,5 pg/mL. The number of the
offsprings in the litters exposed to chlormephos directly did not differ from the control group.
No differences such as testes and seminal vesicles weight, seminiferous tubules diameter,
daily sperm production and reproductive capacity were found in any of the observed
reproductive parameters in the mice exposed to chlormephos before birth and until weaning at
21 days after birth. Similarly, no effects were found on body mass, histology of testes,

concentration of corticosterone and thyroxine in blood serum and the number of apoptotic
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cells in the testes. Immunoexpression of antimiillerian hormone and 3beta-hydroxysteroid

dehydrogenase was also unaffected in the testes of 9 and 16 days old mice, respectively.

Elevated plus-maze (EPM) is a standardized test for the studies of anxiety-like behaviour and
the test revealed that mice exposed to a higher dose of chlormephos before birth and until
weaning expressed increased anxiety-like behavior in comparison to mice from the control
group. Immunohistochemistry on floating brain sections was performed to study the number
of immunoreactive cells for neuropeptide Y, arginine vasopressin and serotonin receptor la
which are all thought to be involved in the regulation of anxiety behaviour. No differences
were detected in the expression of these peptides/proteins. The brain of male mice exposed to
a higher dose of chlormephos and the control male mice were used for microarray analyses by
the use of Affymetrix GeneChip® Mouse Genome 430 2.0 Array. Cadherin 7 and serotonin
receptor la were the genes with the highest differences in expression between control and
chlormpehos treated group. However, when the results were validated by the use of real time
qPCR method, we could not confirm these differences. Since the blood-brain barrier is
reported to be one of the target tissues for organophosphorous compounds, we examined it in
the control and chlormephos exposed mice by the use of electron microscopy. Careful
examination of the blood-brain barrier in the frontal lobe of the brain did not reveal any

damage to the structure of blood-brain barrier.

In directly exposed mice, only the number of the offsprings was observed and this did not
differ between the exposed and control groups. We do not know if chlormephos had any
effects on any other reproductive parameters such as daily sperm production, hormone
concentration, etc. However, since the number of the offsprings did not differ between the
control group and chlormephos exposed mice, it is unlikely that chlormephos significantly
affected any reproductive parameters. No effect on reproductive parameters in mice, exposed
only neonatally to chlormephos, could have several different explanations. It is possible that
the offsprings were not exposed to chlormephos at all. We do not know if chlormephos
crosses the placenta, and we were unable to measure the concentration of chlormephos in the
milk of the lactating females. Furthermore, the concentration of chlormephos in blood plasma

in directly exposed mice was low, further suggesting that any exposure of the offsprings
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through their mothers was very low. Low concentrations of chlormephos were used as we
were interested in potential effects of environmental residues, and therefore it is possible that
such doses do not affect the reproductive tract. Behavioural studies revealed that mice
exposed to a higher dose of chlormephos have an increased anxiety-like behaviour, although
the mechanisms behind this behavioural change remain unknown as immunohistochemistry of
the brain sections did not show any differences in the expression of neuropeptide Y (NPY),
serotonin receptor la (HT1A) and arginine vasopressin (AVP) that affect the behaviour. By
the use of microarrays, over 39,000 gene transcripts were analysed. However, results from
microarray analyses were not confirmed by the qPCR analysis. With blood-brain barrier, only
small part of the cortex was analysed, so it is still possible that some other part of the blood-

brain barrier could have been affected.

In conclusion, chlormephos did not affect reproductive capacity of the directly exposed
animals. Also, chlormephos did not affect development and functioning of the testes and
reproductive tract in mice exposed to chlormephos in utero and through milk from their
mothers. However, we have to bear in mind that people and animals are daily exposed to a
mixture of different chemicals, not just to a single chemical, and such mixtures could be more
harmful than single chemicals alone. Furthermore, genetic factors that could affect only a
part of population, and could predispose some individuals to higher susceptibility should not

be neglected.

Increased anxiety-like behaviour in the offspring of the animals exposed to a higher dose of
chlormephos (3.5 pg/L) was observed. Additional studies are needed to determine other
possible long-term effects as well as the mechanisms of the action of chlormephos on the
development and functioning of the brain. In conclusion, our results suggest that chlormephos
does not act as an endocrine disruptor on the development and functioning of reproductive
system, but more studies, especialy those with possible effects on the central nervous system,

should be done.
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