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1. UVOD

1.1. Bisfenol A

Bisfenol A (BPA) kemijski je spoj koji sadrzi dvije fenolne funkcionalne skupine.
Dobiva se sintezom dvije molekule fenola i jedne molekule acetona uz klorovodi¢nu kiselinu
kao katalizator (Slika 1). Molekularna formula spoja je C1sH1602, a molarna masaiznosi 228,29
g/mol. Cisti BPA je u obliku praha ili malih pahuljica bijele do svijetlo smede boje. Za
dobivanje BPA zasluzan je ruski kemicar A. P. Dianin koji ga je sintetizirao 1891. godine (Jalal
I sur., 2017).
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Slika 1. Sinteza BPA iz fenola i acetona uz katalizator, klorovodi¢nu kiselinu

BPA je primarno sintetiziran kao sinteti¢ki estrogen, ali tada se pokazalo da slabo
djeluje na estrogene receptore. Iz tog razloga, sintetiziran je dietilstilbestrol (DES) Koji
pokazuje jaCe estrogeno djelovanje nego BPA (Eichenlaub-Ritter i Pacchierotti, 2015).
Primjena BPA datira od 1950-ih godina kada se poceo upotrebljavati kao glavni sastojak za
dobivanje polikarbonata koji se koriste u proizvodnji plastike i epoksidnih smola kako bi se
sprije¢ilo hrdanje unutrasnjosti limenki i konzervi (Kawamura i sur., 1998). Vec¢ina metalne
ambalaze, posebice konzervi u kojima se ¢uva hrana, premazana je s unutarnje, kontaktne strane
epoksidnim ili organosolnim smolama. Takoder, kontaktna povrs§ina farmaceutske ambalaze
ima premaz ¢iji je glavni sastojak BPA (Satoh i sur., 2004). Budu¢i da nije bio proglasen
hormonski aktivnom supstancom sve do kraja 19. stolje¢a, njegova upotreba u proizvodnji
plastike i epoksidnih smola masovno se povecala (Flint i sur., 2012.), a BPA je ujedno i jedna
od kemikalija koja se najviSe proizvodi u svijetu (Ballesteros-Gomez i sur., 2009). Osim u
proizvodnji plastike, primjenjuje se kao stabilizator i antioksidans (Kawamura i sur., 1998).
Zastupljenost BPA u industrijskim proizvodima, a sukladno tome i u okolisu, vrlo je velika.
Neki od proizvoda koji sadrze BPA su plasti¢ne boce i boc€ice za mlijeko, dentalni materijali
(zubne plombe), limenke, konzerve, elektronicka i sportska oprema te ostali proizvodi s kojima

se svakodnevno susrecemo (Staples i sur., 1998). Budu¢i da BPA nije ¢vrsto vezan za materijal
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u kojem se nalazi, moze do¢i do njegovog otpustanja iz materijala (Hoekstra i Simoneau, 2013).
Utvrdeno je da dugim stajanjem, zagrijavanjem, reakcijama s kiselinama i luzinama,
nepravilnim skladistenjem i transportom dolazi do otpustanja BPA u hranu i pi¢e. Svi navedeni
faktori utjecu na brzinu otpustanja BPA iz materijala ¢ime on postaje dio prehrane (Flint i sur.,
2012). lzracunata vrijednost njegove specificne razine migracije (SML, od engl. specific

migration limits) iznosi 0,05 mg/kg hrane (www.efsa.europa.eu).

1.1.1. Toksi¢nost BPA za ¢ovjeka

Pokazano je da BPA djeluje kao endokrini disruptor jer ometa normalnu funkciju
endokrinog sustava te na taj nacin Stetno djeluje na zdravlje zivih organizama. Americka
agencija za zastitu okolisa (EPA, od engl. U.S. Environmental Protraction Agency) definira
endokrine disruptore kao egzogene tvari koje ometaju proizvodnju, oslobadanje, transport,
metabolizam, vezanje, djelovanje ili eliminaciju prirodnih hormona u tijelu koji su odgovorni
za odrzavanje homeostaze i reguliranje prirodnih procesa (Crisp i sur., 1998). Mehanizmi
djelovanja BPA ukljucuju njegovo vezanje na membranske receptore za estrogen, vezanje za
glukuronidne receptore, sprje¢avanje transkripcije receptora hormona S$titnjace, smanjenje
transporta kolesterola kroz membranu, povecanje oksidacije masnih kiselina, stimulaciju

otpustanja prolaktina i smanjenje ekspresije aromataze (Eichenlaub-Ritter i Pacchierotti, 2015).

BPA u organizam ulazi ingestijom, inhalacijom ili kroz kozu. Nakon ulaska u organizam
ingestijom brzo se apsorbira kroz stijenke tankog crijeva te se metabolizira u jetri. Glavni
metabolic¢ki put eliminacije je glukuronidacija (90 %), a manjim dijelom sulfatacija (10 %)
prilikom cega nastaju pretezito netoksi¢ni produkti (Mandi¢, 2006). Medutim, u mnogim
tkivima sisavaca te prenatalno u jetri, bubrezima i plu¢ima raznih laboratorijskih zivotinja,
utvrdena je prisutnost enzima beta-glukuronidaze ¢ija je primarna uloga razgradnja
proteoglikana. Osim toga, enzim beta-glukuronidaza moze razgraditi konjugirani BPA te tako
ponovno osloboditi njegov aktivni oblik. Beta-glukuronidaza prisutna je i u ljudskoj posteljici
te je kljucan enzim za pravilan razvoj fetusa in utero (Ginsberg i Rice, 2009). Postoji moguénost
da konjugirani BPA cirkulira kroz placentu i podvrgne se dekonjugaciji prilikom ¢ega dolazi
do naknadnog izlaganja fetusa aktivnom obliku i bioakumulaciji BPA (Csanady i sur., 2002).
Dokazano je da ponovna izloZenost aktivnom metabolitu ima jace u€inke na estrogene receptore

nego sam BPA (Hirao-Suzuki i sur., 2019). Osim dekonjugiranog BPA, aktivnim oblikom
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smatra se i 4-metil-2,4-bis(4-hidroksifenil)pent-1-en (MBP) koji pokazuje vrlo snazno

estrogeno djelovanje u in vitro i in vivo uvjetima (Hirao-Suzuki i sur., 2019).

Utvrdeno je da BPA moze uzrokovati poremecaje reproduktivnog sustava u muskaraca
(smanjena proizvodnja i kvaliteta ejakulata) i zena (sindrom policisti¢nih jajnika, kvaliteta i
sazrijevanje oocita). Provedeno je istrazivanje na Leydigovim stanicama ¢ija je glavna uloga
proizvodnja muskih spolnih hormona i stanica (spermatogeneza), a rezultati su pokazali da zbog
smanjene ekspresije steroidnog enzima 17-a monooksigenaze, BPA ve¢ i u malim
koncentracijama (0,01 nM) smanjuje biosintezu testosterona za 25 % (Akingbemi i sur., 2004).
Brojne studije razmatraju BPA i ostale endokrine disruptore kao tvari koje pridonose smanjenoj
plodnosti Zena (Wetherill 1 sur., 2007). Takoder, studije pokazuju da izloZzenost BPA moze
doprinijeti razvoju dijabetesa, kardiovaskularnih bolesti i hormonski ovisnih tumora (Lang i
sur., 2008). Rezultati istrazivanja provedenih in vitro pokazali su da pri koncentraciji BPA od
10 nM dolazi do smanjene adhezije makrofaga i ekspresije antigena $to ima klju¢nu ulogu u

modulaciji imunosnog odgovora (Wetherill i sur., 2007).

Zbog ucinaka BPA na endokrini sustav mnoge zemlje svijeta imaju zakone Koji
reguliraju prisustvo BPA u proizvodima Siroke potro$nje. Najveca razina opreza postavljena je
za proizvode namijenjene novorodencadi i djeci jer u njihovoj dobi hormonski sustav ima jako
vaznu ulogu u rastu i razvoju te funkcijama imunoloskog sustava. Djeca su i najvise izlozena
BPA jer su u dodiru s plasticnim materijalima koje stavljaju u usta (bocice, CaSe, igracke 1 sl.)
(Rykowska i Wasiak, 2006). Europska komisija 2011. godine i Ameri¢ka organizacija za hranu
i lijekove (FDA, od engl. US Food and Drud Administration) 2012. godine zabranile su

proizvodnju dje¢jih bocica za mlijeko koje sadrze BPA (www.ec.europa.eu., www.fda.gov).

Sukladno tome, na trzistu postoje bogice s oznakom BPA free. Belgija, Svedska, Danska i
Francuska zabranile su uporabu BPA u svim materijalima za pakiranje hrane. Francuska
agencija REACH (engl. Registration, Evaluation, Authorization and Restriction of Chemicals)
BPA svrstava u supstance visokog rizika zbog mutagenog, karcinogenog i toksi¢nog djelovanja
na reproduktivni sustav (Moriyama i sur., 2002). U sije¢nju 2015. godine, Europska agencija
za sigurnost hrane (EFSA, engl. European Food Safety Authority) je objavila opseznu procjenu
izlozenosti i toksi¢nosti BPA te smanjila prihvatljivi dnevni unos BPA s 50 pg/kg na 4 pg/kg

tjelesne tezine (www.efsa.europa.eu).



http://www.ec.europa.eu/
http://www.efsa.europa.eu/

1.1.2. Utjecaj BPA na okolis

Razvojem i urbanizacijom zemalja povecavaju se proizvodni i potrosacki zahtjevi za
plastikom. Samim time i koli¢ine BPA u okolisu u konstantnom su porastu. Rast globalne
proizvodnje BPA krece se oko 5 % godisnje, a posljednji najveci rast dogodio se u Aziji (Kina)
gdje je porast proizvodnje BPA do 2006. godine iznosio 13 % godisnje (Huang i sur., 2012).

Izvori BPA u okolisu mogu se klasificirati na one nastale tijekom ili nakon proizvodnje.
Tijekom proizvodnje najvece otpustanje BPA je iz proizvodnih pogona u otpadne vode, a izvori
nakon proizvodnje ukljucuju odlaganje i razgradnju plastike u okoliSu, ispiranje s odlagalista i
spaljivanje kuénog otpada (Flint i sur., 2012). BPA se konstantno otpusta u okolinu tijekom
proizvodnje, transporta i prerade plastike. Zbog visokih temperatura, pogotovo u ljetnim
mjesecima, dolazi do akumulacije BPA u okolisu. Takoder, zbog migracije BPA iz plastike,
dolazi do zagadenja povrsinskih i komunalnih voda te spremnika za pitku vodu (Kuci¢ Grgi¢ i
sur., 2019). Istrazivanja su utvrdila prisutnost BPA (u niskim koncentracijama) u vodi iz slavine
I flasiranoj vodi (Santhi i sur., 2012). Osim vode, zagadene su i brojne obradive povrsine.
Takoder, moze ga se dokazati U odlagaliStima i spalionicama otpada, a razlog tomu je
nepravilno zbrinjavanje plastike nakon uporabe. Zbog podizanja svjesnosti o toksi¢nosti BPA,

promovira se odvajanje plastike u za to namijenjena odlagalista (Kuci¢ Grgi¢ i sur., 2019).

1z okolisa se BPA moze ukloniti fotorazgradnjom jer je fotonestabilan te razgradnjom
mikroorganizmima. Jedne od rijetkih bakterija koje imaju moguénost razgradnje BPA za ¢ak

90 % su: Pseudomonas sp. i Pseudomonas putida te Streptomyces sp. (Kang i sur., 2004).

1.2. Allium test

Allium test je bioloski test koji se koristi za odredivanje citotoksi¢nosti i genotoksi¢nosti
razli¢itih spojeva. Takoder, koristi se i za ispitivanje antiproliferativnog ucinka ekstrakata
ljekovitih biljaka (Firbas i Amon, 2014). Ima niz prednosti zbog kojih se koristi u
eksperimentalnom radu: kratko vrijeme pripreme i provedbe, jednostavnost izvodenja i
povoljna cijena (Fiskesjo, 1985). Dovoljno je osjetljiv, a rezultati dobiveni Allium testom
usporedivi su s rezultatima dobivenim na animalnim stanicama. Primjerice, rezultati Allium
testa dobro su korelirali s rezultatima dobivenim na V79 stanicama (stanice pluénih fibroblasta

hrcka) (Fiskesj0, 1985). Kao standardni testni materijal najcesce se upotrebljavaju biljne vrste



roda Allium, u vecini slucajeva obican luk (Allium cepa L.), po kojem je test dobio ime
(Fiskesjo, 1985). Prednosti luka u genotoksi¢nim ispitivanjima su: a) korijen luka je vrlo
osjetljiv na toksi¢ne spojeve i oneciscenja te se utjecaj genotoksi¢nih tvari brzo uocava; b) jasno
su vidljivi kromosomi S§to omogucuje proucavanje nepravilnosti stani¢nog ciklusa i
kromosomskih aberacija; c) ima stabilan kariotip (broj i izgled kromosoma, 2n = 16); d) rijetko
dolazi do spontanih kromosomskih oste¢enja. Pozitivne rezultate dobivene Allium testom treba
smatrati upozorenjem i indikacijom da testirana kemikalija moze predstavljati rizik za ljudsko

zdravlje i okolis$ (Fiskesjo, 1985).

1.2.1. Mitotski indeks

Prilikom provodenja Allium testa, odreduje se mitotski indeks koji je kao mikroskopski
parametar pokazatelj utjecaja odredenog spoja na stanicni ciklus promatrane vrste. Budu¢i da
se vrijednostima mitotskog indeksa procjenjuje uéestalost stanica u diobi, postoji povezanost s
rastom biljke. Mitotski indeks predstavlja omjer broja promatranih stanica koje se nalaze u diobi

i ukupnog broja promatranih stanica.

Prema Fiskesjo (1985) mitotski indeks se moze izraziti formulom:

Mitotski indeks = broj stanica u diobi / 1000 promatranih stanica.

Prema Sehgalu i sur. (2006) mitotski indeks se ra¢una prema formuli:

Mitotski indeks = broj stanica u diobi / ukupan zbroj stanica x 100.

1.3. Stanic¢ni ciklus

Stani¢ni ciklus ili ciklus stani¢ne diobe predstavlja niz kontroliranih procesa unutar
stanice koji ukljucuje udvostrucenje kromosoma i drugih stani¢nih dijelova te njihovo
rasporedivanje na dvije stanice kéeri (Slika 2). To je proces stani¢nog rasta kroz koji prolazi
svaka stanica, a stani¢ni ciklus mozemo podijeliti na interfazu (faza rasta) i mitozu (faza diobe
stanice) (Cooper, 2010). Kod jednostani¢nih organizama, dioba stanica predstavlja nastajanje
novog organizma, dok kod visestani¢nih organizama velikim brojem dioba oplodene jajne

stanice (zigote), dolazi do stvaranja razlicitih vrsta stanica koja tvore tkiva, organe i organizam.



Takoder, dioba stanica kod odraslih organizama sluzi za obnavljanje i zamjenu oste¢enih
stanica (Morgan, 2007). Stani¢ni ciklus eukariotskih stanica traje u prosjeku 24 sata, ali varira
ovisno o organizmu i dijelovima organizma u kojima se stanica nalazi. Ve¢inu vremena stanica
provede u interfazi (95 % vremena) dok ostatak vremena (5 % vremena) predstavlja mitoza
(Cooper, 2010).

&
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Slika 2. Prikaz faza stani¢nog ciklusa

1.3.1. Interfaza

U interfazi se stanica zapravo priprema za diobu te dolazi do umnaZanja stani¢nog i
genetickog materijala (citoplazmatskih organela, strukturnih proteina, kromosoma), a sukladno
tomu i do udvostrucenja veliCine stanice. Interfaza se dijeli na tri faze: G1 (G od engl. gap), S
(S od sinteza) i G2 fazu od kojih svaka faza ima bitnu ulogu u cjelokupnom stani¢énom ciklusu
te je vazno da stanica kroz svaku fazu prode ispravno (Cooper, 2010). U G1 fazi stanica provodi
oko 11 sati gdje raste i priprema se za replikaciju DNK. Kromosomi se odmotavaju i tvore
eukromatin koji je transkripcijski aktivan te dolazi do sinteze tRNK, mRNK, proteina,

ugljikohidrata, lipida i enzima koji su potrebni stanici za normalno funkcioniranje.

Kada je stanica spremna za udvostruéenje, ulazi u S fazu interfaze gdje se odvija

replikacija DNK te dolazi do udvostrucenja broja kromosoma. Prilikom replikacije dolazi do



razmatanja dvostruke uzvojnice DNK molekule, te svaki od lanaca DNK predstavlja kalup za
replikaciju na osnovu kojega se sintetizira novi lanac DNK. U kona¢nici, nastaju dvije molekule
DNK, svaka se sastoji od jednog starog i jednog novog lanca DNK. U S fazi stanica provodi 8
sati te se osim replikacije DNK odvija i sinteza organela i proteina, ali u manjoj mjeri nego u
G1 fazi (Cooper, 2010).

Nakon udvostru¢enja broja DNK molekula, stanica ulazi u G2 fazu u kojoj provodi oko
4 sata. Stanica i dalje raste te se u ovom dijelu ciklusa odvijaju posljednje pripreme za diobu
stanice ukljucujuéi sintezu proteina za mitozu te formiranje diobenog vretena (koje se formira
od vlakana mikrotubula koja imaju ulogu stani¢nog kostura) i centrosoma (sluze za organizaciju
mikrotubula, sastoje se od dvije centriole). Nakon navedenih procesa, stanica ulazi u M fazu

(mitoza) u kojoj se nalazi otprilike jedan sat (Cooper, 2010).

Osim navedenih faza, prisutna je i GO faza (faza mirovanja) u koju stanica ulazi ukoliko
dode do pojave neodgovarajucih uvjeta. Stanice su metabolic¢ki aktivne, ali se ne dijele. Neke
stanice kao §to su neuroni mogu trajno ostati u GO fazi, a ostale stanice ¢ekaju vanjske signale
koji signaliziraju stanici da su uvjeti za rast uspostavljeni i da stanica moze nastaviti s ostalim

fazama ciklusa (Rye i sur., 2017).
1.3.2. Mitoza

Mitozu karakteriziraju kariokineza (podjela jezgre) i citokineza (podjela citoplazme).
lako je mitoza kontinuiran proces, radi lakSeg razumijevanja dijeli se na faze ovisno o polozaju
i kondenzaciji kromosoma unutar stanice. Kariokineza se dijeli na profazu, prometafazu,

metafazu, anafazu i telofazu (Rye i sur., 2017).

Na pocetku profaze, kromosomi su u obliku tankih i dugih niti koje se kondenziraju oko
proteina uz nastajanje sve debljih i kracih niti koje se nazivaju sestrinske kromatide, medusobno
povezane centromerom. Izmedu centrosoma koji se gibaju prema suprotnom polu stanice,
formiraju se niti diobenog vretena izgradene od mikrotubula koji sluze za pri¢vrséivanje i
pomicanje kromosoma unutar stanice. Na kraju profaze, u prometafazi, razgraduje se jezgrina

ovojnica (Cooper, 2010).

Metafaza predstavlja najdulji period mitoze u kojem su kromosomi najbolje vidljivi
svjetlosnim mikroskopom jer su maksimalno spiralizirani. Mikrotubuli vezani za kinetohorne

proteine na centromerama kromosoma dovode kromosome u ekvatorijalnu ravninu.



U anafazi dolazi do kidanja veze izmedu sestrinskih kromatida jer ih niti diobenog
vretena povlace prema polovima stanice. Samostalne kromatide, odnosno sada kromosomi,
putuju na suprotne polove, a stanica se izduzuje. Razdvajanje kromatida sluzi za raspodjelu
genetskog materijala na dvije stanice kéeri koje ¢e imati istu nasljednu uputu kao i pocéetna

stanica u interfazi (Cooper, 2010).

Tijekom telofaze kromosomi se nalaze na polovima stanice i po¢inju se dekondenzirati
te ponovno poprimaju oblik tankih i dugih niti. Diobeno vreteno se razgraduje, a formira se

jezgrina ovojnica oko svakog seta kromosoma te nastaju dvije jezgre.

Nakon kariokineze slijedi citokineza u kojoj se membrana na sredi$tu stanice udubi te
se stanica podijeli na dvije stanice kceri od kojih svaka sadrzi svoju jezgru i ostale dijelove

stanice (www.khanacademy.org).



2. OBRAZLOZENJE TEME

BPA plastici daje ¢vrstocu te se stoga nalazi u skoro svim predmetima od plastike u op¢oj
upotrebi. Za ljudsko zdravlje najvecu opasnost predstavlja upotreba BPA u prehrambenoj
industriji u kojoj se plasti¢na ambalaza koristi za omatanje i cuvanje hrane i pica. S obzirom da
BPA migrira iz plastike u hranu i pi¢e koje se nalazi u plasti¢noj ambalazi, 1judi su izlozeni
djelovanju BPA. Kod odrasle populacije, izlozenost BPA povezana je s razvojem bolesti poput
dijabetesa, bolesti srca, pretilosti, poremecaja reproduktivnog sustava i oStecenja jetre (Ellahi i
Rashid, 2017). U vecini zemalja od 2018. godine upotreba BPA u proizvodima od plastike za
djecu do 3 godine je zabranjena (www.compliancegate.com). Istrazivanja pokazuju da je
najveca opasnost djelovanja ovoga spoja za novorodencad i fetus jer BPA prolazi kroz
posteljicu, sto posebno zabrinjava s obzirom da su posljedice toksi¢nosti BPA na fetus veée u

odnosu na odraslog ¢ovjeka (Ginsberg i Rice, 2009).

Usprkos brojnim studijama, u¢inak BPA na zdravlje ljudi i okoli$ je nedovoljno istrazen,
a njegovi mehanizmi toksi¢nosti nisu u potpunosti razjasnjeni. Stoga je u ovome istrazivanju
ispitan uc¢inak BPA na makroskopske i mikroskopske karakteristike korjenci¢a luka. Kao
modelni organizam koristen je obican luk (A. cepa) kako bi se izbjegla upotreba zivotinja i
stanica zivotinjskog ili ljudskog porijekla. Takoder, luk ima brojne prednosti u
eksperimentalnom radu poput jednostavnosti uzgoja, a stanice i kromosomi vrska korjencic¢a
luka su dovoljno veliki da ih je moguce promatrati pod svjetlosnim mikroskopom (Fiskesjo,
1985). Osim toga, ako se dokaze toksi¢no djelovanje BPA na stanice korjencica luka, dobiveni

rezultati mogu se povezati s toksi¢nim utjecajem i na ljudske stanice (Firbas i Amon, 2014).

Kako bi se ispitao uc¢inak BPA na korjenci¢e luka, pripremljene su otopine BPA u
koncentracijskom rasponu 1-50 mg/L te su korjencié¢i luka izlozeni pripremljenim otopinama
BPA ili destiliranoj vodi koja je sluzila kao negativna kontrola (nije sadrzavala BPA). Nakon
72-satne izlozenosti, izvagana je masa korjenci¢a te je odreden mitotski indeks kao i
zastupljenost odredenih faza stani¢nog ciklusa u stanicama vrska korjencic¢a luka (meristemske
stanice), odnosno odredeni su pokazatelji fitotoksi¢nog i citotoksi¢nog ucinka ispitivanog

spoja.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

U ovom istrazivanju koriStene su kemikalije:

bisfenol A, BPA (Sigma-Aldrich, St. Loius, MO, SAD)

96%-tni etanol (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)

ledena octena kiselina (J. T. Baker, Phillipsburg, NJ, SAD)

orcein (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, SAD).

Sve kemikalije bile su pro analysis ¢istoce, a otopine su pripremljene s destiliranom vodom.

3.1.2. Oprema

U ovom istrazivanju koriStena je oprema:

e analiticka vaga, PB303 Delta Range (Mettler Toledo, Columbus, SAD)
e magnetska mijesac s grijatem, MSH-A (Witeg, Wertheim, Njemacka)
e termoblok, MPS-1 (Biosan, Riga, Latvija)

e svjetlosni mikroskop, CX 23 (Olympus, Tokio, Japan).

Za provodenje istrazivanja koriStene su joS: staklene epruvete, Eppendorf epruvete,
plasti¢ni stalci za epruvete, staklene ¢ase, odmjerne tikvice, Erlenmeyerove tikvice, kapalice,
automatske mikropipete i odmjerne tikvice. Sva oprema nalazi se na Zavodu za farmaceutsku

botaniku gdje je i provedeno istraZivanje.

3.1.3. Modelni organizam — obi¢ni luk

Obic¢ni luk (Allium cepa L.) je viSegodisnja zeljasta biljka iz porodice Lilliaceae. Ima

Cupave korjencice, jestivu podzemnu lukovicu i cjevasto, pri vrhu zatvoreno, jestivo lis¢e. Kada
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je lukovica zrela, od gubitka vode je zaSti¢ena ovojnim listovima koji mogu biti raznih boja
(www.enciklopedija.hr). O ljekovitosti luka pisali su i anticki lije¢nici koji u svojim djelima
navode luk kao antiseptik, bakteriostatik, diuretik i antidijabetik. Bogat je vitaminima i
mineralima $to dodatno poti¢e njegov uzgoj diljem svijeta. Uz ljekovita svojstva luk se od
davnina koristi u kulinarstvu u raznim jelima, a ujedno pobolj$ava apetit i poti¢e probavu
(Hulina, 2011).

U ovom istrazivanju koristen je luk varijetet srebrenac koji za Hrvatsku distribuira
Planta Prelesje d.o.o0. (Slika 3).

Slika 3. Lukovica obi¢nog luka (A. cepa), varijetet srebrenac s vidljivim korjen¢i¢ima

Prednost luka kao modelnog organizma u eksperimentalnom radu je njegovo brzo
Klijanje i1 laki uzgoj te relativno veliki kromosomi pogodni za citogeneticka istrazivanja
(Fiskesjo, 1985). Meristemske stanice korijena luka su prve izloZene djelovanju kemijskih
spojeva te su stoga najosjetljivije na citotoksi¢ne i genotoksi¢ne spojeve. One se nalaze u
meristemskom dijelu korijena unutar kojeg je najcesca dioba stanica (Slika 4). Zato je vrlo
vazno prilikom ispitivanja toksi¢nosti spojeva promatrati upravo te stanice. Prema bazi
nastavlja se zona produzenog rasta korijena u kojoj se takoder odvija dioba, ali manjim
intenzitetom (Murti¢, 2012).

Ucinak nekog spoja ocituje se u promjenama morfoloskih karakteristika korjencic¢a

(izgled korjencica, boja, ¢vrstoca, usporen ili inhibiran rast korjencic¢a te smanjenje mase svjeze
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ili suhe tvari), citotoksi¢nih karakteristika (smanjenje mitotskog indeksa odnosno broja stanica
u diobi) te genotoksi¢nih parametara (prisutstvo kromosomskih aberacija koje ukljucuju
slijepljene kromosome, anafazne mostove, lomove kromosoma, mikronukleuse i nepravilan
broj kromosma) (Vidakovi¢-Cifrek i sur., 2014).

Slika 4. Uzduzni presjek korjencica luka s vidljivim meristemskim stanicama (preuzeto iz

Berkshire Community College Bioscience Image Library uz dopustenje autora)

3.2. Metode

3.2.1. Bioloski pokus

3.2.1.1. Priprema otopina BPA

Najprije je odvagano 2,0 g krutog BPA koji se prebacio u odmjernu tikvicu od 10 mL.
Potom se BPA otopio u 96 %-tnom etanolu (BPA nije topljiv u vodi). Nakon otapanja koje je
potpomognuto zagrijavanjem na grijacoj ploci, odmjerna tikvica je nadopunjena s 96 %-tnim
etanolom. Tako pripremljena otopina ima koncentraciju BPA 2 g/10 mL, odnosno 200 g/L te

je to mati¢na otopina BPA koja je sluzila za pripremu radnih otopina BPA.

Iz mati¢ne otopine pripremljene su radne otopine BPA u koncentracijama 1 mg/L, 5
mg/L, 10 mg/L, 25 mg/L i 50 mg/L. Radne otopine BPA pripremljene su razrjedivanjem

mati¢ne otopine koncentracije 200 g/L (c1) prema formuli:
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cl XV1 =c2 xV2

Za pripremu otopine BPA (c2) iz mati¢ne otopine uzimao se alikvot (V1) koji se
prebacio u odmjernu tikvicu od 500 mL te razrijedio destiliranom vodom do oznake. VVolumen
dobivenih radnih otopina za pripremu svake od navedenih radnih otopina BPA iznosi 500 mL
(V2) jer je volumen epruveta koje se koriste u pokusu (u koje se stavljaju lukovice) oko 15 mL.
Priprema radnih otopina BPA za tretman luka prikazana je tablicom 1.

Buduc¢i da je za pripremu mati¢ne otopine BPA bio potreban 96 %-tni etanol (jer BPA
nije topljiv u vodi), u negativnu kontrolu (destilirana voda) dodano je 125 uL 96 %-tnog etanola
(taj volumen 96 %-tnog etanola nalazio se u otopini BPA koncentracije 50 mg/L) kako bi se

isklju¢io moguéi ucinak etanola na korjencice.

Tablica 1. Priprema radnih otopina BPA iz mati¢ne otopine BPA koncentracije 200 g/L

3.2.1.2. Provodenje bioloskog pokusa

Na pocetku pokusa odabrale su se lukovice obi¢nog luka podjednake veli¢ine te su
nakon ¢iS¢enja od ljuskica stavljene na 48-satno naklijavanje u epruvete s destiliranom vodom.
Bitno je da baza lukovice bude uronjena u vodu. Nakon 48 sati naklijavanja, za pokus su
odabrane one lukovice koje su proklijale te su imale pravilne korjencice. Za svaki od tretmana,
negativnu kontrolu (destilirana voda) i svaku od koncentracija BPA (1-50 mg/L) odabrano je
po 10 lukovica. Potom su se lukovice (n = 10) stavile u epruvete s destiliranom vodom
(negativna kontrola) ili s otopinama BPA (koncentracijski raspon, 1-50 mg/L). Nakon 72-satne
izlozenosti ili destiliranoj vodi ili otopinama BPA, lukovice su se izvadile iz epruveta te su

zabiljezene morfoloSke promjene korjencica (izgled, boja, duljina i masa korjencica).
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3.2.2. Odredivanje mase svjezeg tkiva korjencica

Nakon 72-satne izlozenosti destiliranoj vodi ili otopinama BPA u koncentracijskom
rasponu 1-50 mg/L, izvagana je masa korjenc¢ica za svaku od lukovica. To je napravljeno tako
da se lukovica izvadi iz destilirane vode (negativna kontrolna, koncentracija BPA 0 mg/L) ili
iz otopine BPA te se korjenci¢i jedne po jedne lukovice posuse papirnatim ruénikom kako bi
se maksimalno izbjeglo povecanje mase zbog zaostale otopine na korjenci¢ima. Lukovice se
uzimaju jedna po jedna iz epruvete s otopinom BPA (ili destilirane vode), korjencici se suSe,
odvoje pomocu skalpela od lukovice i vazu. Postupak se ponavlja za svaku od 10 lukovica po

tretmanu/izloZenosti.

3.2.3. Odredivanje mitotskog indeksa
3.2.3.1.Priprema otopine za fiksaciju

Otopina za fiksaciju (Carnoy otopina) dobivena je mijeSanjem 96 %-tnog etanola i
octene kiseline u omjeru 3:1. Otopina je pripremljena tako $to Se pomoc¢u menzure prvo uzme
30 mL 96 %-tnog etanola te prebaci u ¢asu. Potom se menzurom uzme 10 mL octene kiseline

te doda u ¢asu s 96 %-tnim etanolom. Pripremljena otopina ¢uva se U boci s ¢epom.

3.2.3.2. Priprema otopine za bojenje

Prvo je pripremljena 45 %-tna otopina octene kiseline tako $to je ledena octena kiselina
razrijedena s destiliranom vodom u omjeru 45:55. Potom je odvagano 0,1 g orceina i prebac¢eno
u odmjernu tikvicu od 10 mL. Orcein je otopljen u 45%-tnoj octenoj kiseline te je odmjerna
tikvica nadopunjena s 45 %-tnom octenom kiselinom. Pripremljena otopina orceina ¢uva se u

tamnoj bocici.
3.2.3.3. Postupak odredivanja mitotskog indeksa

Nakon 72-satne izlozenosti ili destiliranoj vodi (negativna kontrola) ili otopinama BPA,
odabrano je po tri korjencica od pet lukovica (n = 5) iz svakog tretmana te stavljeno u fiksativ

(Carnoy otopinu) kako bi se zaustavila dioba stanica.
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Za odredivanja mitotskog indeksa korjencice je potrebno obojiti kako bi stanice na
mikroskopskom preparatu bile jasno vidljive. Bojenje je provedeno tako da se korjenci¢ iz
fiksativa prebacio u epruvetu s bojom (otopina orceina) te je epruveta zagrijavana u termobloku
20-ak minuta. Potom se vrsni dio korjené¢i¢a odvojio Ziletom (vr$ni dio tamnije je obojen
meristem gdje se stanice najviSe dijele), prebacio na predmetno stakalce i macerirao pomocu
tupog kraja laboratorijske iglice. Na to je stavljena pokrovnica te se tehnikom ,.gnjecenja“
stisnula palcem kako bi se dobile stanice u jednom sloju (Sharma i Sharma, 1972).
Mikroskopiranje pripremljenog mikroskopskog preparata provedeno je tako da se na povec¢anju
od 40 x nade podru¢je vr$nog meristema i diobe stanica (Slika 5) te se na povecanju od 400 X

proucavaju stanice i faze stani¢nog ciklusa u kojima se stanice nalaze.

Slika 5. Meristemske stanice korjencica luka; svjetlosni mikroskop, povecanje 40 x

Mitotski indeks odredio se na ukupno 500 stanica po preparatu. Za negativnu kontrolu
i za svaku od koncentracija BPA (1 —50 mg/L) pripremljeno je po pet mikroskopskih preparata.
Na izbrojanih 500 stanica po preparatu, potrebno je, ovisno o polozaju i kondenzaciji
kromosoma unutar stanica, uociti koje stanice se nalaze u diobi (mitoza), a koje u interfazi.
Svaka pojedina stanica se promatra i odreduje je li u diobi ili nije, a broj stanica u svakoj od
pojedinih faza se biljezi. Mitotski indeks se racuna na 500 promatranih stanica po

mikroskopskom preparatu i izraZzava u postocima prema formuli (Sehgal i sur., 2006):

Mitotski indeks (%) = broj stanica u diobi/500 x 100
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3.2.4. Odredivanje ucestalosti pojedinih faza stani¢nog ciklusa

Za sve stanice koje su izbrojane (n =500) po mikroskopskom preparatu i ulaze u izracun
mitotskog indeksa biljezila se i faza u kojoj se stanica unutar stani¢nog ciklusa nalazila. To se
lako moze odrediti promatranjem polozaja i stupnja kondenzacije kromosoma unutar stanice.
Na slici 6 prikazane su pojedine faze stani¢nog ciklusa. Pomoc¢u dobivenih rezultata moze se
izraCunati zastupljenost pojedine faze i izracunati koliko je stanica napredovala unutar

stani¢nog ciklusa.

INTERFAZA PROFAZA METAFAZA

ANAFAZA TELOFAZA

Slika 6. Faze stani¢nog ciklusa meristemskih stanica korjencica luka; svjetlosni

mikroskop, povecanje 400 X
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3.3. Statisticka obrada podataka

Masa svjezeg tkiva odredena je za deset lukovica (n = 10) za negativnu kontrolu i za
svaku od ispitivanih koncentracija BPA, a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 10
lukovica * standardna devijacija za svaki od tretmana. Za izra¢un mitotskog indeksa pregledano
je po pet mikroskopskih preparata za kontrolu i za svaku od ispitanih koncentracija BPA, a na
svakom mikroskopskom preparatu prebrojano je 500 stanica (Sto znaci da je po tretmanu
izbrojano 2500 stanica). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 2500 izbrojanih stanica
po tretmanu =+ standardna devijacija. KoriStenjem t-testa pomoc¢u racunalnog programa Excel
(MS Office) usporedeni su dobiveni rezultati izmedu tretmana lukovica destiliranom vodom
(negativna kontrola) i otopinama BPA u koncentracijskom rasponu (1-50 mg/L). Pomocu
statistiCkog ra¢unalnog programa Social Science Statistics (socscistatistics.com) izracunata je
Pearsonova korelacija izmedu mase svjezeg tkiva korjenci¢a i mitotskog indeksa. Kao

statisticki znacajna razlika postavljena je vrijednost P < 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Masa svjezeg tkiva korjencica

U ovome istrazivanju korjencici lukovica luka bili su 72 sata izlozeni destiliranoj vodi
(negativna kontrola) ili otopinama BPA u koncentracijskom rasponu 1-50 mg/L. Na slici 7
prikazane su lukovice (n = 10) izlozene destiliranoj vodi, a na slici 8 otopini BPA u
koncentraciji 50 mg/L. Na slikama je jasno vidljivo da je 72-satna izloZenost otopini BPA (50
mg/L) u odnosu na negativnu kontrolu (destilirana voda) znacajno inhibirala produzeni rast

korjencica luka $to se posljedi¢no odrazava i na svjezu masu korjencica.

—

V

M I

Slika 7. Lukovice luka nakon 72-satne izloZenosti destiliranoj vodi (negativna kontrola,

koncentracija BPA 0 mg/L)

Slika 8. Lukovice luka nakon 72-satne izloZenosti otopini BPA koncentracije 50 mg/L

Nakon 72-satne izlozenosti destiliranoj vodi (negativna kontrola) ili otopinama BPA u
koncentracijskom rasponu 1-50 mg/L, odvojeni su korjen¢i¢i od lukovice te je izvagana masa
svjezeg tkiva korjen¢i¢a. Masa svjezeg tkiva u izravnom je odnosu s rastom korjenci¢a i stoga
predstavlja vazan parametar u ispitivanju toksi¢nog djelovanja nekog spoja na korjencice

(Fiskesjd, 1985).
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Rezultati mase svjezega tkiva korjencica prikazani su na slici 9. U ovome istrazivanju
korjenci¢i izlozeni destiliranoj vodi (negativna kontrola) predstavljali su normalne fizioloSke
uvjete (Sacramento i sur., 2020). 1z rezultata se moze ocitati pad mase svjezeg tkiva korjencica
izlozenih rastu¢im koncentracijama otopina BPA u odnosu na negativnu kontrolu (destiliranu
vodu). Nakon 72-satne izloZenosti otopini BPA koncentracije 1 mg/L zabiljezena je masa
svjezeg tkiva korjencica luka od 0,337 + 0,028 g $to je nize od negativne kontrolne 0,365 *
0,088, medutim nije statisticki znacajno (P=0,374). Daljnje sniZenje mase svjezega tkiva
korjencica zabiljezeno je nakon 72-satne izloZenosti otopini BPA u koncentraciji od 5 mg/L te
je masa svjezeg tkiva iznosila 0,282 + 0,044 sto je bilo znacajno nize od negativne kontrole (P
< 0,05). Najveci pad mase svjezega tkiva korjencica u odnosu na negativnu kontrolu zabiljezen
je nakon izlozenosti otopini BPA u koncentraciji 50 mg/L te je masa svjezeg tkiva iznosila
0,140 £ 0,037 g (P < 0,05). Iz ovih podataka moze se zakljuciti kako ve¢ i mala koncentracija
ispitivanog spoja (1 mg/L) negativno utjece na rast korjencica, a porastom koncentracije BPA

smanjuje se masa svjezeg tkiva korjencica.

o
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Slika 9. Masa svjezeg tkiva korjencica luka nakon 72-satne izlozenosti BPA u rasponu
koncentracija 1-50 mg/L; O - negativna kontrola, korjenciéi izlozeni destiliranoj vodi; *

statistiCki znacajno razli¢ito u odnosu na negativnu kontrolu, P < 0,05
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4.2. Mitotski indeks meristemskih stanica korjencic¢a luka

Nakon 72-satne izloZenosti destiliranoj vodi (negativna kontrola), mitotski indeks
meristemskih stanica korjencica luka bio je 7,5 £ 0,01 %, dok je nakon 72-satne izlozenosti
otopini BPA u koncentraciji 1 mg/L mitotski indeks iznosio 5,7 £ 0,01 %, $to je bilo znacajno
nize od negativne kontrole (P < 0,05). 1z ovog rezultata se moze zakljuciti da se vec i pri
najmanjoj koncentraciji BPA (1 mg/L) iznos mitotskog indeksa smanjio za 1,8 % te da i male
koncentracije BPA djeluju citotoksi¢no na korjenci¢e luka. Mitotski indeks nakon 72-satne
izloZenosti otopini BPA u koncentraciji od 5 mg/L iznosio je 5,1 £ 0,02 % §to je takoder bilo
nize od negativne kontrole (P < 0,05). Pri izloZenosti otopini BPA u koncentraciji 5 mg/L
zabiljezena je i najveca standardna devijacija, no kako je ovo bioloski pokus, takva odstupanja
su prihvatljiva. Najmanji iznos mitotskog indeksa zabiljezen je nakon 72-satne izlozenosti
otopini BPA koncentracije 50 mg/L (3,6 £ 0,01 %) te se statisticki razlikovao od mitotskog
indeksa negativne kontrole (P < 0,05). Razlika u postocima izmedu mitotskih indeksa nakon
izlozenosti otopini BPA koncentracije 50 mg/L i negativne kontrole (izlozenost destiliranoj
vodi) iznosi skoro 4 %. Smanjenje mitotskog indeksa s poveéanjem koncentracije BPA
pokazuje da BPA citotoksi¢no djeluje na korjencice luka. Nizi mitotski indeks nakon tretmana

s BPA govori da je smanjen broj stanica u diobi.
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Slika 10. Mitotski indeks meristemskih stanica korjenci¢a luka nakon 72-satne izloZenosti
BPA u koncentracijskom rasponu 1-50 mg/L; O - negativna kontrola korjenci¢i izlozeni

destiliranoj vodi; * statisticki znacajno razli¢ito od negativne kontrole, P < 0,05
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4.3. Korelacija rezultata mase svjezeg tkiva korjencic¢a i mitotskog indeksa

Pearsonov koeficijent korelacije koristi se za odredivanje linearne povezanosti izmedu
dviju varijabli pri ¢emu r = 1 znac¢i potpunu pozitivnu korelaciju, a vrijednost r = -1 znaci
potpunu negativnu korelaciju. Ova korelacija izracunata je kako bi se utvrdilo postoji li

povezanost izmedu mase svjezeg tkiva i mitotskog indeksa.

Pomocu Pearsonovog kalkulatora (u statistickom programu Social Science Statistic)
izracunata je vrijednost Pearsonovog koeficijenta koji iznosi r = 0,9348 §to ukazuje na pozitivnu
korelaciju izmedu dva mjerena parametra. Stoga se moze zakljuciti da je mitotski indeks ovisan
o fitotoksi¢nosti, a parametar fitotoksic¢nosti je masa svjezeg tkiva. Statisticka znacajnost iznosi
P =0,0046 $to odgovara vrijednostima P < 0,005.
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Slika 11. Korelacija dobivenih rezultata mase svjezeg tkiva korjencica i mitotskog indeksa

4.4. Ucestalost pojedinih faza stani¢nog ciklusa

O mitotskom indeksu ovisi ucestalost pojedinih faza stani¢nog ciklusa. Naime, sto je

manji mitotski indeks, manja je i pojavnost stanica u diobi i obrnuto. Na svakom od pregledanih
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preparata najveca je zastupljenost profaze Sto ukazuje da je dioba stanica zaustavljena (pomocu
fiksativa) na samom pocetku. Na slici 12 vidljivo je da je zastupljenost telofaze najveca u
negativnoj kontroli (izloZenost destiliranoj 