STRESZCZENIE

UZASADNIENIE PODJECIA BADAN

2,2-bis (p-hydroksyfenylo)propan — bisfenol A (BPA) oraz alkilofenole: 4-
tert-oktylofenol (4-#-OP) i 4-nonylofenol (4-NP) to pochodne fenolu, ktoére naleza do
grupy zwigzkow endokrynnie aktywnych. Dziatanie tych ksenoestrogenow opiera si¢ m.in.
o zblizong budowe¢ do endogennych hormondéw, dzieki czemu 1tacza si¢ one z
receptorami, modulujagc, wywolujac lub blokujac odpowiedzi uktadu hormonalnego
(Sonnenschein i Soto, 1998). Pochodne fenolu sg niebezpieczne dla zachowania zdrowia
1 przezycia organizmow nawet w niewielkich $rodowiskowo istotnych st¢zeniach. Ze
wzgledu na trudno$ci wynikajagce z prowadzenia badan na Zywych ptakach, najwigcej
doniesien o negatywnym wptywie pochodnych fenolu na zwierzeta dotyczy ryb. Zwiazki te
wykazuja dzialanie genotoksyczne, muta- oraz teratogenne, powodujac m.in.: stres
oksydacyjny, modulacj¢ ekspresji genow, uszkodzenia DNA, zaburzenia metaboliczne,
zmiany zwyrodnieniowe narzadow wewngtrznych, liczne wady rozwojowe (np. deformacje
kregostupa, czaszki, obrzek serca), zmiany w zachowaniu godowym, zaburzenia ptodnosci,
rozrodczosci, przezywalnosci zarodkow i ich prawidlowego rozwoju (Chaube i in., 2012;
Traversi i in., 2014; Won i in., 2014; Sharma i Chadha, 2016; Faheem i Lone, 2017; Li1 in.,
2017; Lee i in., 2018; Shirdel i in., 2020; Tran i in., 2020). Szczegdlnie niepokojace
informacje dotyczg transgeneracyjnego wptywu pochodnych fenolu na sukces reprodukcyjny
i rozw0j zarodkowo-larwalny ryb obserwowany u potomstwa dwa, a nawet trzy pokolenia
p6zniej (Gray i in., 1999; Bhandari i in., 2015). Pochodne fenolu stanowig wiec zagrozenie
nie tylko dla pojedynczego osobnika, ale rowniez moga mie¢ wptyw na liczebno$¢ i kondycje
catych populacji. Cho¢ niewiele wiadomo o wptywie pochodnych fenolu na ptaki, w
nielicznych badaniach wskazano na mozliwo$¢ podobnych zaburzen do tych obserwowanych
u ryb (Oshima i in., 2012; Cheng i in., 2017; Mentor i in., 2020).

Bisfenol A (BPA) to monomer stuzacy gtéwnie do syntezy zywic poliwgglanowych
i epoksydowych — tworzyw syntetycznych o waznym znaczeniu gospodarczym (US EPA,
2010). Z tego wzglgdu BPA jest obecnie jednym z najpopularniejszych zwigzkéw na $wiecie,
nalezacych do chemikaliow o duzej wielkosci produkcji (HPV, ang. high production volume
chemicals) (OECD, 2004). Z kolei alkilofenole produkowane sag w zywicach i oksymach
fenolowych. Pochodne fenolu jako wszechobecny sktadnik tworzyw sztucznych znajdujg si¢
w opakowaniach i butelkach, puszkach, ptytach CD, oponach, paragonach, sprzecie

sportowym, medycznym, urzadzeniach elektronicznych, zabawkach, soczewkach czy



materiatach dentystycznych (US EPA, 2010; Flintiin., 2012; DEPA, 2013; Rochester, 2013).
BPA stosowany jest rowniez w $srodkach zmniejszajacych palnos¢ (US EPA, 2010). Istotnym
zastosowaniem alkilofenoli i ich etoksylatow sa ponadto niejonowe $rodki powierzchniowo
czynne obecne w réznego rodzaju detergentach, stabilizatorach, emulgatorach oraz srodkach
pianotworczych (Ying i in., 2002; Acir i Guenther, 2018). Tak szerokie zastosowanie
pochodnych fenolu pozostaje nie bez znaczenia dla ich obecnosci w $rodowisku. Zwiazki te
emitowane s3 gléwnie do morz i oceand6w wraz z wodami z przemystowych i
komunalnych oczyszczalni §ciekow (Corrales i in., 2015; Acir i Guenther, 2018). BPA i
alkilofenole obecne sg ponadto w atmosferze nad terenami przemystowymi i rolniczymi,
jak rowniez oddalonymi czystymi rejonami moérz (Van Ry i in., 2000; Xie i in., 2006;
Grazianiiin., 2019; Vasiljevici Harner, 2021). W §rodowisku morskim, zwigzki te adsorbuja
sic na czastkach stalych w osadach (Koniecko i in., 2014; Staniszewska i in., 2016b) i
ulegaja biokumulacji w organizmach ze wszystkich pozioméw troficznych (Diehl i in., 2012;
Staniszewska i in., 2014; Korsman i in., 2015; Nehring i in., 2018). Dodatkowo, w morzach
bezposrednim zagrozeniem dla zwierzat sa rowniez tworzywa sztuczne, ktore ulegajac
degradacji rozpadajg si¢ na mniejsze odpadki. Te mikroczastki mogg by¢ polykane przez
ptaki, prowadzac do kumulacji pochodnych fenolu w ich organizmach (Tanaka i in., 2015;
Wang i in., 2021).

W zwigzku z doniesieniami o negatywnym wptywie pochodnych fenolu na
organizmy, w 2006 r. BPA i 4-NP zostaly wiaczone na liste substancji niedozwolonych do
stosowania w kosmetykach (Dz. U. z 2006 r. Nr 85, poz. 593). Zakazano rowniez
wprowadzania do obrotu i stosowania niektorych produktow zawierajacych 4-NP oraz
zawierajacych ten zwigzek preparatow w stezeniach rownych lub wigkszych niz 0,1 %
masowego (Dz. U.z 2006 r. Nr 127, poz. 887 z pozn. zm.). Z kolei na terenie Unii Europejskiej
zakazano stosowania BPA w butelkach do karmienia dzieci do lat 3 (EU, 2011). Ponadto, 4-¢-
OP i 4-NP wlaczone zostaly na liste priorytetowych substancji lub grup substancji
niebezpiecznych w dziedzinie polityki wodnej Wspolnoty (EC, 2001) oraz na listg
priorytetowych substancji zanieczyszczajacych srodowisko wodne (Dz. U. z 2019 r. poz.
528). Powyzsze regulacje zminimalizowaly narazenie ludzi na niektére pochodne fenolu,
jednakze nie wyeliminowaty ich doptywu do $rodowiska morskiego. Morze Battyckie,
ze wzgledu na swoje potozenie oraz charakter, znajduje si¢ pod silng antropopresja, przez co
narazone jest na zwigkszone zanieczyszczenie chemiczne oraz koncentracje morskich
odpadow. Akwen ten jest niewielki i plytki, a jego obszar jest prawie czterokrotnie mniejszy

od obszaru zlewiska, ktory zamieszkuje ponad 85 min ludzi. Wymiana wody z Morzem



Potnocnym przez waskie i ptytkie ciesniny wynosi ok. 30 lat (HELCOM, 2018). Jednym
z priorytetowych dziatan ujetych w najnowszym strategicznym programie srodkow i dziatan
HELCOM na rzecz osiggnigcia dobrego stanu srodowiska morskiego, jest wprowadzenie
do 2027 r. srodkéw umozliwiajacych ograniczenie stosowania i zapobieganie uwalnianiu do
srodowiska Battyku, pochodnych fenolu o dziataniu endokrynnie aktywnym (BSAP, 2021).
Morze Battyckie jest rowniez waznym miejscem odpoczynku, zerowania, pierzenia,

legéw 1 zimowania dla okoto 80 gatunkow ptakow. Wg najnowszych danych, populacja
ptakow wodnych w sezonie legowym i w okresie zimowania w rejonie Baltyku w latach
2011 —2016 zmalata odpowiednio o okoto 30 % 1 20 % (HELCOM, 2018). Jednakze wplyw
wzrostu uprzemystowienia na ptaki morskie widoczny jest na catym §wiecie. Wg szacunkow
doprowadzit on w ostatnich 60 latach do 70 % spadku $wiatowej populacji ptakow morskich
(Paleczny i in., 2015). Ptaki od dawna sg dobrze znanymi bioindykatorami zanieczyszczenia
srodowiska, poniewaz sg szczegoOlnie wrazliwe na zmiany $rodowiskowe. Niemniej
dotychczas skupiano si¢ gtownie na badaniach metali sladowych i trwalych zanieczyszczen
organicznych, podczas gdy niewiele uwagi poswigcono pochodnym fenolu. Tym samym,
praca ta stanowi pierwszg, ktéra szeroko dokumentuje obecno$¢ BPA, 4-+-OP i 4-NP
w miejscach, w ktérych zachodzi ich wnikanie, biokumulacja oraz potencjalna toksycznos¢,
a takze wybrane drogi, ktorymi zwiazki te moga by¢ usuwane. Aby jak najlepiej
odzwierciedli¢ los BPA i alkilofenoli w organizmach ptakow (alki Alca torda, lodéwki
Clangula hyemalis 1 nurogesi Mergus merganser) postanowiono zbada¢ na obecnos$¢ tych
zwigzkoéw krew, tkanki (jelita, ptuca, migénie, nerki, watroby, mozgi, thuszcz podskorny,
gonady), a takze wytwory naskorka (pazury i lotki). Analizie poddano wplyw potencjalnych
czynnikéw na wielko$¢ stezen pochodnych fenolu w poszczegdlnych tkankach, w tym cech
gatunkowych (poziom troficzny, sSrodowisko) oraz osobniczych (kondycja, wiek, pte¢). Jako
parametr dodatkowy do pracy wiaczono analize stabilnych izotopow 8'°N i §'°C, ktore
pozwolity ustali¢ poziom troficzny wybranych gatunkéw ptakow i pochodzenie ich pokarmu.
W pierwszej publikacji skupiono si¢ na dwoch najwazniejszych drogach wnikania
zanieczyszczen do organizmoéw ptakow, w tym uznawanej za gtdéwng — pokarmowsg oraz
czesto pomijang — oddechowa. Ptaki bedac dlugowiecznymi drapieznikami, znajdujacymi si¢
u szczytu lancucha troficznego, narazone sg szczegoélnie na zwigkszona biokumulacje
zanieczyszczen w ich organizmach (Burger i Gochfeld, 2004). Ponadto, ich jelita i ptuca
mogg stanowi¢ wysoki potencjat we wskazaniu zanieczyszczenia konkretnych elementow
srodowiska, w tym spozywanego przez ptaki pokarmu oraz otaczajacego powietrza. Nalezy

jednak zaznaczy¢, ze ptuca i przewdd pokarmowy, podobnie jak skora sg gtownymi



barierami oddzielajagcymi organizmy wyzsze od Srodowiska o wysokich stezeniach
ksenobiotykow (Lehman-McKeeman, 2008). Pochodne fenolu jako zwiazki endokrynnie
aktywne muszg przekroczy¢ przynajmniej jedng z tych barier, aby moc potaczy¢ sie
z receptorem i wywota¢ odpowiedz organizmu. Dlatego tez krew okazata si¢ w pierwszej
pracy istotnym narzgdziem do oceny biodostgpnosci pochodnych fenolu.

Niezaleznie od wielkosci stezen pochodnych fenolu w jelitach lub ptucach, transfer
ten niekoniecznie musi odzwierciedla¢ rzeczywistg ilos¢ danego ksenobiotyku na jaki
narazony jest ptak. Ponadto, krew dostarcza informacji o narazeniu chwilowym i jest
no$nikiem ksenoestrogenoéw do miejsc ich oddzialywania (Espin i in., 2016). W zwigzku
z tym, aby oceni¢ narazenie ptakow na pochodne fenolu, w drugiej i czwartej publikacji
skupiono si¢ na poznaniu dystrybucji narzadowej BPA i alkilofenoli z uwzglgdnieniem ich
drog wnikania. Mozg 1 gonady sa tkankami szczegélnie wrazliwymi na dziatanie
endokrynnie aktywnych pochodnych fenolu (Cheng i in., 2017; Li i in., 2017; Mentor i
in., 2020; Tran i in., 2020). Mig$nie 1 tluszcz podskoérny stanowig magazyn dla
ksenobiotykow, ale moga by¢ réwniez zrédtem wtérnego narazenia (Lehman-McKeeman,
2008). Szczegodlnie w okresach silnego stresu np. podczas migracji 1 legdw ptakow,
zmagazynowany thuszcz w organizmie jest metabolizowany, a wraz z nim mobilizowane
sg 1 transportowane do krwiobiegu zanieczyszczenia (Henriksen i in., 1996; Perkins
i Barclay, 1997). Z kolei watroby i nerki sg narzadami, dzigki ktorym ksenobiotyki moga by¢
metabolizowane i usuwane (Lehman-McKeeman, 2008). Poza tym pochodne fenole moga
wptywaé réwniez na prawidlowe funkcjonowanie tych waznych narzadow (Traversi i
in., 2014; Faheem i Lone, 2017; Shirdel i in., 2020).

Ptaki bedac drapieznikami u szczytu fancucha troficznego, narazone sa na zwigkszone
dawki ksenoestrogenow na skutek ich biomagnifikacji (Burger i Gochfeld, 2004). Tym
samym istotnym elementem trzeciej publikacji bylo ustalenie czy zwierzgta te maja rowniez
mozliwo$¢ przynajmniej czgsciowej eliminacji pochodnych fenolu poza organizm. Zaréwno
pidra jak i pazury stanowig wazne drogi usuwania ksenobiotykow, w tym rowniez trwatych
zanieczyszczen organicznych, preferujacych gromadzenie si¢ w tkankach thuszczowych.
Wazng czg$cig pracy bylo ponadto pordéwnanie stgzen pochodnych fenolu w lotkach
pochodzacych od gatunkow ptakow, ktore wymieniajg je w dwoch skrajnie roznych rejonach
o odmiennych uwarunkowaniach srodowiskowych oraz odlegltosci od potencjalnych zrodet
zanieczyszczen. Ptasie piora z powodzeniem wykorzystywane sg jako wskazniki jakosci
srodowiska oraz nieinwazyjne narzgdzie oceny obcigzenia organizméw ptakow

zanieczyszczeniami (Jaspers i in., 2006; Kim i Koo, 2008; Meyer i in., 2009).



CELE PRACY

Ptaki morskie doswiadczaja duzego stresu co odzwierciedla drastyczny spadek ich
swiatowej populacji, a kumulacja i oddziatywanie zanieczyszczen na ich organizmy jest
jednym z bodzcéw zewngtrznych odpowiadajacych za ten spadek (Croxall i in., 2012;
Paleczny i in., 2015). Badania dziko zyjacych ptakéw wodnych rzadko sa mozliwe
do zrealizowania, co wynika z trudno$ci zwigzanych z pozyskaniem materiatu. Niewiele
wiadomo o ekspozycji ptakow wodnych na pochodne fenolu, a tym bardziej o dalszym losie
tych ksenoestrogendw w ich organizmach oraz skutkach tego narazenia. Okreslone w pracy
gléwne miejsca kumulacji pochodnych fenolu mogg wskaza¢ kierunck badan nad
potencjalnym wplywem tych zwiazk6éw na ptaki. Natomiast wiedza o wielkosci stgzen BPA,
4-t-OP 1 4-NP w poszczegdlnych tkankach stanowi¢ moze podstawe do zbadania mozliwych
negatywnych skutkéw wywotywanych przy s$rodowiskowych stezeniach badanych
zwigzkow. Przedtozona praca miata za zadanie dostarczy¢ réwniez nowych informacji o

potencjale jaki niosg za sobg ptaki w badaniach biomonitoringu $rodowiska.
Przystepujac do pracy postawiono nastepujace hipotezy badawcze:

1. Alki Alca torda, lodowki Clangula hyemalis 1 nuroggsi Mergus merganser bytujace
w rejonie potudniowego Baltyku charakteryzuja si¢ zréznicowanym narazeniem
na BPA i alkilofenole.

2. Inhalacja stanowi istotng drogg¢ narazenia alki Alca torda, lodowki Clangula hyemalis
i nurogesi Mergus merganser na BPA, 4--OP i 4-NP.

3. Narzady strategiczne dla prawidlowego rozwoju i1 funkcjonowania ptakow tj.
gonady, mozgi, nerki i watroby, stanowig gtowne miejsca kumulacji endokrynnie
aktywnych pochodnych fenolu.

4. Pioraipazury alki Alca torda oraz lodowki Clangula hyemalis stanowig istotng droge
eliminacji pochodnych fenolu z ich organizmow.

5. Jelita, ptuca i piora alki Alca torda, lodowki Clangula hyemalis i nurogesi Mergus
merganser sa dobrymi wskaznikami zanieczyszczenia $rodowiska pochodnymi

fenolu.



Hipotezy zweryfikowano poprzez realizacje nast¢pujacych gtéwnych celow badawczych:

1. Okreslenie gtéwnych drog wnikania pochodnych fenolu do organizméw ptakoéw oraz
czynnikow determinujagcych ich ekspozycje w rejonie potudniowego Baltyku
(publikacja 1).

2. Rozpoznanie dystrybucji narzadowej pochodnych fenolu w organizmach ptakow
wodnych (publikacja 2 i 4).

3. Rozpoznanie potencjalu piér i pazuréw do eliminacji pochodnych fenolu
z organizmow ptakow (publikacja 3).

4. Okreslenie potencjalu wybranych tkanek i wytworéw naskoérka ptakow jako
wskaznikow zanieczyszczenia srodowiska oraz obcigzenia organizmow ptakow przez

pochodne fenolu (publikacja 1 1 3).



ZEBRANY MATERIAL T ANALIZY CHEMICZNE

Badania prowadzono na martwych ptakach pozyskanych z przytowu, wytowionych
w latach 2015 — 2016 z rejonu potudniowego Baltyku. Wsrod nich znajdowaty sie: lodowki
(Clangula hyemalis), alki zwyczajne (Alca torda) oraz nurogesi (Mergus merganser).
Lodowki wylowiono z dwoch akwendéw — Zatoki Gdanskiej i Zatoki Pomorskie;j.
Alki pochodzily wytacznie z Zatoki Gdanskiej, a nurogesi z Zalewu Szczecinskiego. Dla
alki Baltyk jest staltym miejscem bytowania, podczas gdy nurogesi i lodowki przylatuja w
rejony potudniowego Battyku jedynie w okresie pozalggowym. Podstawe diety lodowek w
okresie pozalggowym stanowi gtownie zoobentos. Natomiast alki i nuroggsi zywia si¢
wyltgcznie rybami (Cramp and Simmons, 1977; Cramp, 1985; Stempniewicz, 1995).

W czasie sekcji ptakow pobrano jelita, ptuca, migsnie piersiowe, nerki, watroby,
thuszcz podskormny, moézg, gonady, pidra, pazury oraz krew z serca. Jelita oprézniono
z zawartosci pokarmowej i przeplukano wodg mili-Q. Pobrane probki do czasu analizy
zostaty zamrozone (-20°C). Przed analizg jelita, pluca, migénie piersiowe, nerki, watroby,
gonady, piora i pazury liofilizowano, a nastepnie homogenizowano. Dodatkowo, przed
analizg oba wytwory naskorka myto w acetonie przy uzyciu ultradzwickéw przez 10 min. w
20°C. Tak przygotowane tkanki i wytwory naskorka przechowywano w szkle
borokrzemowym w eksykatorze w stalych warunkach (temp. 20°C + 2°C, wilgotno$é
45% + 5%). Mozg oraz ttuszcz homogenizowano bezposrednio przed analiza. W obu tych
tkankach okre§lono dodatkowo wilgotno$é w celu przeliczenia wynikow w mokrej masie na
suchg. Podczas sekcji ptakéw, oznaczono ich wiek na podstawie cech upierzenia (Baker,
2016). Pte¢ okreslano po wygladzie gonad. Kazdy osobnik zostat rowniez zwazony, a stan
ciata oceniano na podstawie zawartos$ci thuszczu jelitowego 1 thuszczu podskornego zgodnie
z przyjeta skalg (Camphuysen i in., 2007). Szczegélowy opis materialu zestawiono
w Tabeli 1.

Stezenia BPA, 4-#-OP i 4-NP w jelitach, plucach, migsniach, nerkach, watrobach,
gonadach, piodrach i pazurach oznaczano wg metody opisanej przez Xiao i in. (2006) oraz
zmodyfikowanej przez Staniszewska i in. (2014; 2018). Odwazony materiat biologiczny
poddawano ekstrakcji w tazni ultradzwickowej w mieszaninie metanolu, 0,01M octanu
amonu i 4M kwasu chlorowego (VII). Otrzymane ekstrakty oczyszczano na szklanych
kolumienkach Oasis HLB (200 mg, 5 cm®). Oznaczenia stezen pochodnych fenolu we krwi
przeprowadzono wykorzystujac metod¢ opisang przez Xiao i in. (2006). Probki poddawano

ekstrakcji w tazni ultradzwickowej mieszaning n-heksanu i eteru dietylowego (70:30)



z octanem amonu (0,01 M). Z kolei thuszcz i mozg poddawano dwukrotnej ekstrakcji w
acetonitrylu. Ekstrakty nastgpnie taczono, odwirowywano i oczyszczano poprzez
wytrzasanie z zastosowaniem heksanu (Geens i in., 2012). Wszystkie otrzymane ekstrakty
odparowywano do sucha i uzupetniano acetonitrylem do 0,2 cm®.

Tabela 1 Zestawienie gatunkow ptakéw, rodzaju oraz liczby probek materiatu biologicznego
wykorzystanego do analiz w poszczegodlnych publikacjach

) 2 0N - o=
publikacja  gatunek e s & E g s = g S & &
publikacja 1  Clangula hyemalis 30 29 30

Alca torda 15 15 15
Mergus merganser 8 8 8
publikacja2  Clangula hyemalis 29 30 30 28 28
Alca torda 15 15 15 15 14
Mergus merganser 7 8 8 8 8
publikacja3  Clangula hyemalis 29 29
Alca torda 15 14
publikacja 4  Clangula hyemalis 47

Oznaczenia koncowe stezen bisfenolu A, 4-fert-oktylofenolu i 4-nonylofenolu
wykonano z wuzyciem wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem
fluorescencyjnym i kolumng chromatograficzng Thermo Scientific HYPERSIL GOLD C18
PAH (250%4,6 mm; 5 pm). Dlugos¢ generowanej fali wzbudzajacej wynosita A = 275 nm,
natomiast emisj¢ mierzono przy dlugosci fali A = 300 nm. Proces rozdzielenia
chromatograficznego przeprowadzono w warunkach gradientowych stosujac faze ruchomag
(woda:acetonitryl). Odzysk zostal wyznaczony w probkach z dodatkiem znanej ilo$ci analitu,
na podstawie pi¢ciokrotnego pomiaru stezen BPA, 4--OP 1 4-NP. Precyzja metody zostata
wyrazona jako wspotczynnik zmiennos$ci. Granice oznaczalnosci metody wyznaczono dla
probki z niewielka zawarto$cig analitu jako dziesicciokrotny stosunek sygnatu do szumu.
Odzysk dla wszystkich probek wynosit zawsze > 80%, a precyzja metody < 15%. Granica
oznaczalnosci wahala si¢ w zaleznosci od zwigzku i materiatu biologicznego od 0,07 do 2,0
(ng-em™ we krwi oraz ng-g™! s.m. w pozostalych probkach).

Analiza stabilnych izotopdéw zostata zlecona i wykonana w laboratorium Wydziatu

Chemii Politechniki Lo6dzkiej. Analize¢ wykonano w uprzednio zliofilizowanych



i zhomogenizowanych migéniach ptakoéw, poniewaz odzwierciedlaja one ostatnie 3-
4 tygodnie diety ptakéw (Hobson and Clark, 1992). Oznaczenia izotopow 8'°N i §'°C
przeprowadzono za pomoca Isotope Ratio Mass Spectrometer Sercon 20-22. Jako
katalizatora spalania uzyto V»Os, a lokalny standard stanowit kwas tiobarbiturowy (azot

atmosferyczny i PDB odpowiednio dla §'5N i §'*C).



WNIOSKI

Alka, lodowka i nuroge$ bytujace w rejonie poludniowego Baltyku narazone
s3 na wnikanie pochodnych fenolu zar6wno droga pokarmowa jak i oddechows. Najwyzsze
stezenia w jelitach i ptucach przypadajace na BPA i 4-NP sg skutkiem ich wysokiej produkcji
1 pozniejszego uwalniania do srodowiska, powodujacego szerokie rozpowszechnienie tych
zwigzkéw w jego elementach. Dominujaca drogg narazenia na BPA, u wszystkich badanych
gatunkow ptakow byla ekspozycja pokarmowa. Natomiast szlaki wnikania alkilofenoli do
organizméw ptakoéw byly bardziej zréoznicowane i uwarunkowane rejonem bytowania oraz
nawykami zywieniowymi. 4-NP wnikat do organizméw ptakéw rybozernych gtéwnie droga
pokarmowa, podczas gdy u bentofagéw dominowata droga oddechowa. Ponadto, wraz ze
wzrostem pozycji troficznej ptakéw, wzrastato rowniez ich narazenie pokarmowe na
4-NP. Z kolei 4--OP u ptakow bytujacych w rejonie Zatoki Gdanskiej wnikatl gtownie
poprzez inhalacje, podczas gdy dla ptakow przebywajacych w rejonie Zatoki Pomorskiej
przewazata droga pokarmowa (publikacja 1). Tym samym, zweryfikowano 1 i 2 hipoteze,
wykazujgc zréznicowane narazenie alki Alca torda, lodowki Clangula hyemalis 1 nurogesi
Mergus merganser na pochodne fenolu oraz ukazujac inhalacje¢ jako istotng drogg ekspozycji
ptakow na te zwigzki.

Wykazano réwniez, ze pochodne fenolu przenikajg do krwi, a wigc pokonuja bariery
biologiczne i moga by¢ dystrybuowane po calym organizmie, w tym réwniez do
miejsc docelowych dla ich endokrynnie aktywnego dziatania (publikacja 1, 2). W
pracy ukazano szeroka dystrybucj¢ wszystkich trzech zwigzkéw do watrob, nerek, migsni,
thuszczu podskoérnego, mozgu i gonad, co sugeruje, ze pochodne fenolu podlegajg w
organizmach ptakoéw kumulacji oraz szeregowi procesow transformacji i eliminacji. Jednak
szlaki dystrybucji pochodnych fenolu réznity si¢ i byly uwarunkowane najprawdopodobniej
wiasciwosciami poszczegdlnych ksenobiotykow, a szczegoOlnie ich lipofilowoscig i
potencjatem do wigzania z biatkami oraz rozpuszczania w thuszczach. BPA i 4-NP ulegaty
najwickszej dystrybucji do migéni, watréb oraz nerek u wszystkich badanych gatunkow
ptakow, a 4-NP rowniez do gonad. Natomiast 4-t-OP transportowany byt gtownie do moézgu,
thuszczu podskérnego oraz watroby (publikacja 2, 4). Uzyskane wyniki potwierdzajg
postawiona 3 hipoteze, iz narzady strategiczne dla prawidlowego rozwoju i
funkcjonowania ptakow tj. gonady, modzgi, nerki i watroby, stanowia glowne miejsca

kumulacji endokrynnie aktywnych pochodnych fenolu.



Rézne miejsca docelowej kumulacji poszczegolnych pochodnych fenolu wskazuja,
ze kazdy z badanych zwigzkoéw moze nie§¢ za sobg odmienne skutki zdrowotne u ptakow
(publikacja 2, 4). W zwiagzku z najwigkszg biokumulacja BPA 1 4-NP w watrobach
i nerkach, w przysztych badaniach nalezy przyjrze¢ si¢ ich potencjalnemu wptywowi na
uposledzenie funkcji tych waznych narzadéw odpowiadajacych za biotransformacje i
eliminacj¢ zanieczyszczen. Co wigcej, watroba byla jedynym narzadem, w ktorym wszystkie
trzy zwiazki wykazywaly wysokie stezenia oraz pozytywne korelacje migdzy soba. Ukazuje
to wazng funkcje selektywnej sekwestracji pochodnych fenolu w watrobie, bedacej
pierwszym narzadem, do ktorego transportowane s3a ksenobiotyki wnikajace do
organizmu drogg pokarmowg. W pracy sugerowano, ze proces ten moze by¢ determinowany
dobra kondycja ptakdéw, sprzyjajac transferowi pochodnych fenolu z jelita do watroby wraz
ze wzrostem zawartos$ci thuszczu jelitowego (publikacja 2).

Na szczegdlna uwage zastuguje odznaczajaca si¢ na tle pozostatych zwigzkoéw
zdolnos¢ 4-t-OP do przenikania bariery krew-moézg, gdyz nagromadzenie tego ksenobiotyku
w mozgu moze prowadzi¢ do zmian w zachowaniu np. godowym. Sprzyja¢ temu moze
réwniez krazaca we krwi wolna frakcja 4-7-OP, ktora dostepna jest do transportowania
do miejsc oddziatywania. Wykazano jednak, ze mozg ptakow moze by¢ chroniony przed
nagromadzeniem lipofilowych ksenoestrogenow, poprzez ich odktadanie w thuszczu
podskornym, ktére zmniejsza jednocze$nie transfer do mozgu (publikacja 1, 2).

Podkreslenia wymaga rowniez szczego6lnie wysokie powinowactwo 4-NP wzgledem
gonad, wskazujace na mozliwy potencjat tego zwigzku do zaburzenia prawidlowego
funkcjonowania tego waznego gruczotu rozrodczego. Szczegoélnie, iz na przyktadzie gonad
lodowki, na podstawie otrzymanych wynikow oraz analizy literatury wykazano, ze stezenia
pochodnych fenolu w gruczole rozrodczym ptakéw byly na podobnym poziomie, przy
ktorym w dotychczas przeprowadzonych badaniach obserwowano negatywne skutki
spowodowane ich endokrynnie aktywnym dzialaniem. Pokazuje to, Ze badane
ksenoestrogeny moga zaburzy¢ rozmnazanie i rozw0j ptakéw. Na przyktadzie gonad
lodowki, ujawniono réwniez wptyw wieku i plci na wielkos¢ stezen pochodnych fenolu
w gruczole rozrodczym. Wykazano, ze doroste lodowki charakteryzuja si¢ wyzszymi
stezeniami pochodnych fenolu w stosunku do osobnikéw mlodych, co moze wynika¢
z wieloletniej biokumulacji, jak réwniez zréznicowanego zanieczyszczenia rejonow ich
bytowania. Z kolei wsrod dorostych lodowek, pochodne fenolu charakteryzowatly sig¢
wyzszymi stezeniami w samcach w stosunku do samic, co prawdopodobnie zwigzane jest

z posiadaniem przez samice dodatkowej drogi eliminacji zanieczyszczen z organizméw



poprzez ich transfer z matki do jaja. Tym samym, nie mozna wykluczy¢ potencjalnego
wptywu pochodnych fenolu na rozwoj embrionéw we wrazliwym okresie wzrostu, kiedy
stezenia ksenobiotykow, tak samo jak inne substancje odzywcze, mogg by¢ przekazywane z
matki do jaja (publikacja 4).

Dla wigkszosci tkanek wewnetrznych, poziom troficzny ptakow i ich nawyki
zywieniowe nie decydowaly o wielkoSci stezen pochodnych fenolu. Jednak ptaki
Z najwyzszego poziomu troficznego charakteryzowaly si¢ wyzszymi stezeniami pochodnych
fenolu wylacznie w nerkach. Wskazuje to na efektywng eliminacje pochodnych fenolu,
zapobiegajaca zwigkszonej biokumulacji spowodowanej biomagnifikacjg ksenobiotykow w
fancuchu troficznym. Ponadto, na przykladzie dwoch gatunkow ptakow z tego samego
poziomu troficznego, ale o zréznicowanych preferencjach Zzywieniowych pokazano, ze
biomagnifikacja pochodnych fenolu moze by¢ wyzsza u bentofagdbw w pordéwnaniu do
gatunkow zZerujgcych na rybach pelagicznych. Sposrod badanych pochodnych fenolu, 4-
NP odznaczat si¢ najwickszym potencjatem do biomagnifikacji w badanych gatunkach
ptakow. Nalezy jednak podkresli¢, ze biomagnifikacja pochodnych fenolu w tkankach
ptakow moze by¢ niedoszacowana i okaza¢ si¢ wyzsza niz przedstawione w niniejszej pracy
warto$ci. Szczegodlnie w przypadku 4--OP, ktory ulegal najwigkszej kumulacji w
modzgach, a nie w migsniach, dla ktérych zostaty obliczone wspotczynniki biomagnifikacji
(publikacja 2).

Wbudowywanie pochodnych fenolu w wytwory naskorka tj. piéra oraz pazury,
umozliwia ptakom ich eliminacj¢ ze swoich organizmoéw. Eliminacja pochodnych fenolu
w zalezno$ci od zwiazku 1 wytworu naskorka wynosi od 12 do 34 %. Dla wigkszosci
zwigzkow 1 ptakow najwickszy udziat w eliminacji przypadat na pazury. Biorac pod uwage
tylko te dwie drogi usuwania pochodnych fenolu stwierdzono, ze wielko$¢ eliminacji jest
nizsza od kumulacji w zbadanych dotychczas tkankach wewnetrznych ptakéw. Eliminacja ta
wydaje si¢ jednak efektywna na tyle, aby zapobiec mozliwej bioakumulacji z wiekiem oraz
biomagnifikacji u ptakow zerujacych na organizmach z wyzszych poziomow troficznych.
Potwierdza to postawiong 4 hipoteze, iz piora i pazury alki Alca torda oraz lodéwki Clangula
hyemalis stanowia istotne drogi eliminacji pochodnych fenolu z ich organizméow.
Szczegolnie, iz pochodne fenolu usuwane sg prawdopodobnie ze wszystkich Iub
przynajmniej wigkszo$ci tkanek wewngtrznych, przy czym mozg moze by¢ bardziej odporny
na ich eliminacj¢. Sposrod pochodnych fenolu, najwigkszym potencjalem do eliminacji
charakteryzowal si¢ 4-NP, zard6wno z pidrami, jak i pazurami, podczas gdy najstabiej

usuwany byt 4--OP (publikacja 3).



Ujawniono roznice w stopniu zanieczyszczenia BPA i alkilofenolami wod oraz
powietrza rejonu Zatoki Gdanskiej i Zatoki Pomorskiej, wskazujac na potencjat jelit i ptuc
ptakow jako bioindykatoréw zanieczyszczenia poszczegdlnych elementéw S$rodowiska
pochodnymi fenolu (publikacja 1). Réwniez lotki ptakow okazaly si¢ by¢ obiecujagcym
wskaznikiem zanieczyszczenia srodowiska 4-NP. Poréwnanie stezen w lotkach lodowki
ialki, ktore pierza je w dwoch réznych srodowiskach o odmiennym stopniu zanieczyszczenia
i odlegtosci od zrodet, pozwolito ustali¢, ze Morze Battyckie jest ok. 3-krotne bardziej
zanieczyszczone 4-NP od obszarow morskich rosyjskiej Arktyki (publikacja 3). Tym
samym, potwierdzono cz¢$ciowo 5 hipoteze postawiong w niniejszej pracy, iz jelita, pluca
i piora alki Alca torda, lodowki Clangula hyemalis i nuroggsi Mergus merganser sa
dobrymi wskaznikami zanieczyszczenia $rodowiska pochodnymi fenolu. Nie udato sig¢
jednak potwierdzi¢ uzytecznos$ci pazuréw w biomonitoringu $rodowiska ani zadnego
z wytworow naskorka jako bezinwazyjnego narz¢dzia badania poziomow narazenia ptakow

na BPA i alkilofenole (publikacja 3).

Stowa kluczowe: ptaki, bioindykatory, endokrynnie aktywne pochodne fenolu, narazenie,

biokumulacja, eliminacja



