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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Rast proizvodnje i potro$nje plasti¢nih materijala zadnjih godina rezultirao je nakupljanjem oko
346 milijuna tona plasti¢nog otpada U okolidu, $to predstavlja ozbiljan ekoloski izazov.!
Razgradnjom vecih komada plastike u okoliSu nastaju nanocestice plastike (PNP, engl. plastic
nanoparticles) koje vrlo lako ulaze u hranidbeni lanac ¢ovjeka.? Na taj nadin, ljudi su izloZeni
PNP ali njihov u¢inak na ljudsko zdravlje jo$ nije razjasnjen. U okoli§ dospijevaju i mnoge
kemikalije koje remete rad endokrinog sustava a mogu se i adsorbirati na povrsinu PNP.3 Stoga
je proucavanje u¢inaka kompleksnih smjesa, odnosno smjesa PNP i okolisnih onecis¢ivala na
ljudsko zdravlje od izuzetne vaznosti.

Svrha ovog doktorskog rada je ispitati u¢inak PNP na androgene i estrogene receptore te na
proces sinteze spolnih hormona. U tu svrhu ispitano je osam vrsta PNP razlicite veli¢ine i
polimernog sastava. Utjecaj navedenih nanocestica ispitan je koristenjem tri razlicita in vitro
modela u skladu sa smjernicama Organizacije za ekonomsku suradnju i razvoj (OECD, engl.
Organisation for Economic Cooperation and Development) za testiranje endokrino-
disruptivnih u¢inaka. Dodatno je ispitan i uc¢inak smjesa PNP i Cestih okoli$nih zagadivala,
oksibenzona i metilparabena. Ovo istrazivanje polazi od hipoteze da u¢inak PNP na androgene
I estrogene receptore ovisi 0 vrsti i veliini nanocestica, a njihova prisutnost u slozenim
smjesama mijenja endokrino-disruptivni profil pojedina¢nih sastavnica smjese. Ovaj rad stoga

doprinosi boljem razumijevanju uc¢inka plastike na reproduktivno zdravlje ¢ovjeka.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Nanocdestice plastike

Razlicite su interpretacije raspona veli¢ina koji odvaja PNP od mikrocCestica plastike (engl.
plastic microparticles, PMP). Europska agencija za sigurnost hrane (engl. European Food
Safety Authority, EFSA) definira nanoplastiku kao materijal bilo koje vanjske dimenzije na
nanoskali (1-100 nm) a mikroplastiku kao heterogenu smjesu materijala razli¢itog oblika u
rasponu veli¢ina 0,1-5000 um.* Druge definicije nanoplastikom smatraju nenamjerno
proizvedeni materijal koji pokazuje koloidno ponaSanje u rasponu veli¢ina 1-1000 nm a
sukladno tome za mikroplastiku se uzima raspon 1-5 um.>® Ono $to treba naglasiti je da klju¢na
razlika izmedu PMP i PNP proizlazi iz njihovih vrlo razli¢itih fizikalno-kemijskih svojstava.
PNP karakteriziraju svojstva koloidnih Cestica poput velike specifi¢éne povrSine i Brownovog
gibanja zbog kojih je njihovo ponasanje razli¢ito od PMP."®

Polistiren (PS), polietilen (PE), polipropilen (PP), polietilentereftalat (PET) i poli(vinil-
klorid) (PVC) neki su od polimera koji se naj¢es¢e nalaze u sastavu PNP (slika 1). Jednokratni
pribor za jelo, CaSe, ambalaza za pakiranje hrane i1 dje¢je igracke neki su od primjera
svakodnevnih predmeta od PS plastike.® PE se uglavnom Koristi za proizvodnju plastiénih
vrecica 1 pakiranja proizvoda za osobnu njegu, dok su plasti¢ne boce 1 tekstilna vlakna glavna
primjena PET plastike.’®!! PP se koristi prilikom proizvodnje medicinske opreme i
automobilskih dijelova, a PVC u gradevinskoj industriji.'?> Odabir polimera za odredenu
primjenu ovisiti ¢e o svojstvima poput tvrdoce, gustoce, otpornosti na toplinu i kemijske
inertnosti. Za postizanje Zeljenih svojstava, prilikom proizvodnje plastike vrlo se ¢esto dodaju
razli¢ita punila, stabilizatori ili usporivaci gorenja.'®

Za istrazivanje ucinaka na ljudsko zdravlje 1 mehanizama njihovih interakcija klju¢no je
sintetizirati PNP precizno definirane veli¢ine, kemijskog sastava i morfologije. Dva su glavna
pristupa sintezi PNP: ,,odozgo prema dolje* (engl. top-down) i ,,odozdo prema gore* (engl.
botttom-up). U pristup ,,0dozgo prema dolje* ubrajaju se metode poput mehanickog mljevenja
1 laserske ablacije koje na odredeni nacin smanjuju ve¢e komade plastike. Primjerice, PET
nanocestice mogu se pripremiti laserskom ablacijom PET filmova koja omogucéava
kontroliranje veli¢ine i polidisperznosti dobivenih sustava.'* Suprotno tome, pristup ,,odozdo

prema gore* sastoji se od polimerizacije plasticnih monomera ili precipitacije polimernih lanaca
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u Gestice kontrolirane veli¢ine. Merdy i suradnici®® precipitacijom polimernih lanaca PE, PVC
i PP pripremili su pripadaju¢e nanocestice i njihovu veli¢inu odredili analizom pracenja
nanocestica (engl. nanoparticle tracking analysis, NTA) koja se Cesto koristi prilikom
proucavanja PNP. Od ostalih metoda koje se koriste prilikom karakterizacije svakako valja
spomenuti dinamic¢ko (engl. dynamic light scattering, DLS) i elektroforetsko rasprSenje
svjetlosti (engl. electrophoretic light scattering, ELS) kao i skenirajucu (engl. scanning
electron microscopy, SEM) i transmisijsku elektronsku mikroskopiju (engl. transmission
electron microscopy, TEM). Za odredivanje kemijskog sastava najcesce se koriste infracrvena
spektroskopija s Fourierovom transformacijom (engl. Fourier transform infrared

spectroscopy, FTIR) i Ramanova spektroskopija.®

a) 9 b) 00 ~

I—O—0QO

I—0O——>I
I—O—T

T
|
O
O\
1
O
I
(@]
I—O——I

@] (e}
- —n

Slika 1. Strukture naj¢esc¢ih vrsta plasti¢nih polimera: a) PVC, b) PE, ¢) PP, d) PSi e)

PET. Izradeno u programu ChemDraw.

2.1.1. Nanocestice plastike u okolisu

Jednostavnost obrade, cjenovna pristupacnost, izdrZljivost i otpornost Su svojstva plasti¢nih
materijala koja su im omogucila globalnu primjenu. Danas je plastika sredisnji materijal u
gotovo svakoj industriji, od prehrambene i farmaceutske sve do tekstilne i automobilske.
Proizvodnja plastike narasla je otprilike 200 puta u zadnjih 50 godina a procijenjeno je kako ¢e
se udvostruciti u idu¢ih 20 godina ukoliko ne dode do znacajnih promjena u trendu
proizvodnje.>” Prekomjerna upotreba i kemijska otpornost zajedno s neadekvatnim

zbrinjavanjem otpada rezultirali su jednim od najveéih ekologkih izazova.'® U Europskoj uniji
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(EU) taj je problem visoko na listi prioriteta i pokrenuti su mnogi programi s ciljem smanjivanja
Stetnih u¢inaka gospodarstvenih aktivnosti na ekosustav. Jedan od takvih programa je Strategija
za plastiku u kruznom gospodarstvu predstavljena 2018. godine kojoj je cilj do 2030. godine
promijeniti nadin na koji se plasti¢ni proizvodi dizajniraju, proizvode i recikliraju u EU.°
Takoder, 2021. godine usvojen je Akcijski plan EU-a: ,Prema postizanju nulte stope
oneciscenja zraka, vode i tla“ kojem je cilj do 2030. godine smanjiti koli¢inu plasti¢nog otpada
u moru za 50% i koli¢inu plastike koja se ispusta u okolis za 30%.2° Osim toga, 2019. godine
donesena je Direktiva o smanjenju utjecaja odredenih plasticnih proizvoda na okoli§ koja
ograni¢ava proizvodnju i smanjuje potro$nju plastiénih proizvoda za jednokratnu upotrebu.?
Te inicijative EU kljucne su za zastitu okoli$a, zdravlje ljudi i odrzivi razvoj.

Poseban problem za okoli$ predstavlja razgradnja plastike do razine nanocestica. Iako je to
dugotrajan postupak, konstantno se odvija kombinacijom fizikalnih i kemijskih procesa kao §to
su mehanicko troenje, fotoliza i oksidacija.?? Osim toga, neki mikroorganizmi poput bakterija
i gljivica izlu¢uju enzime koji mogu razli¢itim biokemijskim procesima razgraditi plastiku.?®
Prema nacinu na koji dospijevaju u okoli§ PMP i PNP mozemo podijeliti na primarne i
sekundarne. Primarne u okoli§ dospijevaju u svom izvornom obliku poput plasti¢nih peleta,
kuglica ili vlakana koriStenih u proizvodima za osobnu njegu, tekstilnoj ili industriji abraziva.
U obliku granula, PMP pronadene su u pastama za zube, gelovima za umivanje i pilinzima za
lice.?4% Suprotno primarnim, sekundarne PMP i PNP nastaju u okoliu postepenom
razgradnjom veéih komada plastike koji su nepropisno reciklirani.?®?’ Zbog vrlo male veli¢ine,
krajnje produkta raspada plastike, mnogi organizmi vrlo lako unose putem hrane $to rezultira
bioakumulacijom i kruZzenjem plastike u okoliSu.

Procijenjeno je da 79% ukupno proizvedene plastike zavriava u okolisu?® §to je koli¢ina od
346 milijuna tona ako se uzme u obzir da se godi$nje proizvede oko 438 milijuna tona plastike.*
Dakle, okolis je u potpunosti kontaminiran s PMP i PNP te ne iznenaduje ¢injenica da je njihova
prisutnost detektirana u vodenim ekosustavima, tlu i sedimentu pa ¢ak i na mjestima s
ograni¢enom ljudskom aktivnosti poput Antarktike i Arktika.?>=* Izmjerene koncentracije
variraju ovisno o geografskoj lokaciji, blizini urbanog srediSta i vremenskim uvjetima. Tako je
primjerice izmjerena koncentracija od 1430-3410 PMP na kg poljoprivrednog tla u kineskoj
pokrajini Shaanxi dok je u blizini Valencije u Spanjolskoj odredeno 930-1100 &estica/kg tla.3*%
Na povrsSini mora u Tihom oceanu izmjerene su koncentracije u rasponu od 640-42000

estica’/km? dok se u mediteranskim morima taj broj penje do 100000 &estica/km?.3®3" U
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navedenim istrazivanjima detektirane su razli¢ite vrste plasti¢énih polimera, a najcesc¢e polistiren
PS, PE, PP, PET i PVC.%3 QOsim razlika u kemijskom sastavu i veli¢ini, &estice plastike
pronadene u okoliSu razlikuju se i u morfologiji. Najces¢e pronadeni oblici su vlakna, fragmenti

i filmovi a oblik koji postizu ovisi o uvjetima pri kojim dolazi do trodenja plastike u okoligu.*°

2.2. Interakcija Cestica plastike i konvencionalnih zagadivala

Dodatni problem plastike u okoliSu predstavlja mogucénost adsorpcije drugih okolisnih
zagadivala na njezinu povrsinu.*! Velika specificna povrsina i hidrofobna svojstva PNP,
olakSavaju adsorpciju razli¢itih organskih onecis¢ivaca, poput policiklickih aromatskih
ugljikovodika iz ispusnih plinova vozila, polikloriranih bifenila koji nastaju kao otpad u
elektroindustriji, polibromiranih difenil etera i pesticida.*? Isto tako, pokazano je kako se mnogi
farmaceutici, ukljuéujuci antibiotike, nesteroidne protuupalne lijekove i antidepresive mogu
akumulirati na povr§ini PMP i PNP,** Kkao i teski metali.*®*" Adsorpcija okolisnih zagadivala
najvise je prouc¢avana na ¢esticama PS, PE, PVC i PET.

Mnogi parametri iz okolisa kao i fizikalno-kemijska svojstva Cestica plastike utjecati ¢e na
interakciju s drugim kemikalijama u okoliSu. Kao jedan od najvaznijih ¢imbenika isti¢e se pH
vrijednost sustava o kojoj ¢e ovisiti reaktivnost funkcionalnih skupina pojedinih zagadivala ali
i povrsinski naboj &estica plastike.*® Nadalje, ionska jakost sustava utjecati ¢e na stupanj
agregacije Cestica plastike a samim time i na proces adsorpcije. Takoder, na povrsini plastike
moze do¢i do nastajanja biofilma koji se ponaSa kao barijera i inhibira adsorpciju drugih
molekula. Uz navedene okoliSne ¢imbenike, utjecaj na adsorpciju svakako imaju i svojstva
polimera od kojih su sacinjene Cestice plastike. Kristalinicnost polimera odreduje njegova
mehanicka, termicka i difuzijska svojstva o kojima ¢e interakcija znacajno ovisiti. Isto tako, o
tipu polimera odnosno funkcionalnim skupinama koje ga ¢ine, ovisi povrsinski naboj Cestica
plastike, polarnost i reaktivnost povriine.*® Steri¢ka svojstva pojedinog polimera takoder treba
uzeti u obzir. U okoliSnim uvjetima vaznu ulogu ima i stupanj raspada plastike. Kao §to je
spomenuto u ranijim poglavljima, u okolisu plastika podlijeze mnogim fizikalno-kemijskim
procesima koji utjeCu na njezina svojstva. Oksidacijom u okoliSu dolazi do uvodenja novih
funkcionalnih skupina u strukturu polimera koje ¢e utjecati na afinitet adsorpcije.’® Veli¢ina
samih Cestica svakako je parametar koji treba uzeti u obzir prilikom razmatranja ovakvih
interakcija. Manje Cestice imaju vecu tendenciju za agregiranje Sto moze utjecati na brzinu i

kapacitet adsorpcije.
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Interakcije kojima se odvija adsorpcija pretezno su hidrofobne i elektrostatske ali mogu se
ostvariti i druge nekovalentne interakcije poput vodikovih veza, m-rt interakcija ili van der
Waalsovih sila. Vrsta i jakost interakcija ovisiti ¢e o prirodi polimera i kemijskim svojstvima
zagadivala koje se adsorbira.

Zbog velikog afiniteta adsorpcije, plasti¢ne Cestice olakSavaju transport zagadivala u okolisu
a mehanizmi takvih interakcija nisu u potpunosti razjasnjeni Sto oteZzava procjenu rizika PMP i
PNP za okoli§ i ljudsko zdravlje jer se u obzir trebaju uzeti ucinci, aktivnost i toksi¢nost

kompleksnih smjesa odnosno kombinacije plastike i Stetnih kemikalija.

2.3. Ljudska izloZenost plastici i u¢inak na zdravlje

Buduc¢i da je okoliS§ u potpunosti kontaminiran ¢esticama plastike, neizbjezan je njezin ulazak
u hranidbeni lanac ¢ovjeka. Prethodna istraZivanja pokazala su da postrojenja za pro¢i§éavanje
voda uklanjaju otprilike 80% plastike a ostatak konzumiramo u vodi. Nedavno ispitivanje
koncentracije plastike u flaSiranoj vodi pokazalo je da broj Cestica plastike moze doseci
100000/L vode a prisutnost plastike detektirana je i u gaziranim pi¢ima.>*>® Zagadenje okolisa
rezultiralo je 1 prisutnoS¢u plastike u uzorcima ribe 1 morskih plodova, soli, meda, vre¢ica ¢aja
i ostalog.>*>® Iz svega navedenog moze se zakljuéiti da je jedan od glavnih puteva ljudske
izloZenosti plastici upravo unos hrane i pi¢a. Osim toga, ljudi su izlozeni inhalaciji Cestica
plastike iz zraka i unoSenju dermalnim putem odnosno noSenjem odjeée ili koristenjem
proizvoda za osobnu njegu (slika 2).5" Procijenjeno je kako odrasla osoba u prosjeku godisnje
konzumira izmedu 39000 i 52000 Cestica plastike, odnosno 5 g tjedno a ta je koli¢ina i veca
kod industrijskih radnika.®

Interakcija ljudskog organizma s plastikom potvrdena je studijama koje su detektirale razlicite
PMP i PNP u ljudskim uzorcima. Primjerice, tehnikom plinske kromatografije sa
spektrometrijom masa (engl. gas chromatography - mass spectrometry, GC-MS) izmjerene su
koncentracije ¢estica manjih od 700 nm u krvi 22 zdrava sudionika istrazivanja.>® U krvi 17 od
22 sudionika najcesce detektirani polimeri bili su PET, PS, PE i poli(metil-metakrilat) (PMMA)
a koncentracija PP bila je ispod limita kvantifikacije. Najvece koncentracije odredene su u
slucaju PE (7,1 ug/mL), PS (4,8 ug/mL) i PET (2,4 ng/mL). Ovom studijom dokazano je da
ljudska izlozenost plastici rezultira apsorpcijom u krvotok, a vjerojatno je da se putem krvotoka

Cestice plastike mogu transportirati do organa.
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Slika 2. Putevi ljudske izloZenosti PNP. Kreirano u programu BioRender.

Prolazak PMP kroz krvno-mozdanu barijeru potvrden je njihovom detekcijom u ljudskom
mozgu. Nihart i suradnici su ve¢ spomenutom GC-MS tehnikom odredili koncentracije PMP
akumulirane u uzorcima mozga iz 2016. i 2024. godine.’° Medijan koncentracije PMP u
uzorcimaiz 2016. godine je 3345 pg PMP/g tkiva, dok je u sluc¢aju 2024. godine 4917 ug PMP/g
tkiva. Takav rezultat posljedica je prethodno opisanog porasta proizvodnje plastike zadnjih
godina a samim time 1 vece izloZenosti ljudi. Mjerena je koncentracija 12 razli¢itih polimera a
najéescée su detektirani PE, PP i PVC. U istoj studiji mjerena je koncentracija PMP u uzorcima
jetre 1 bubrega a rezultati su takoder pokazali vecu koncentraciju u uzorcima iz 2024. godine
nego u onima iz 2016. godine. Cinjenicu da je inhalacija jedan od puteva ljudske izloZenosti
plastici, potvrdili su Jenner i suradnici detekcijom PMP u uzorcima ljudskih plué¢a.®* Analiza
uzoraka provedena je infracrvenom spektroskopijom s Fourierovom transformacijom (engl.
Fourier transform infrared spectroscopy, FTIR), a odredene su koncentracije 12 polimera u
razli¢itim zonama pluca. Nadalje, Cestice plastike pronadene su i u reproduktivhom sustavu
odnosno testisima i sjemenoj tekucini ali i u probavnom sustavu odnosno uzorcima debelog
crijeva.??%® Dermalni kontakt potvrden je kao jedan od nadina izloZenosti u studiji koja je

pokazala prisutnost plastike na kozi lica i ruku.%*
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Od navedenih studija posebno zabrinjavajuce su one koje detektiraju prisutnost plastike u
posteljici te ukazuju na moguénost prolaska placentne barijere.®>% Naglasak ovih studija je na
prikupljanju informacija o izvorima i ponasanju PMP u posteljici te procjeni zdravstvenih
ucinaka na rani razvoj fetusa. Zajedno s time, prisutnost PMP u maj¢inom mlijeku potice na
produbljivanje znanja o u¢incima plastike na osjetljive skupine poput dojenéadi.®’

Za potpuno razumijevanje ucinaka plastike na ljudsko zdravlje, prethodno moraju biti
razjasnjeni mehanizmi apsorpcije, distribucije, metabolizma i izlu¢ivanja (engl. absorption,
distribution, metabolism, excretion, ADME).%8 Izlu¢ivanje putem gastrointestinalnog trakta
potvrdeno je analizom ljudskog izmeta a mnoge studije pokazale su da je plastika prisutna i u
urinu.®97 lako ogranigeni, podaci o apsorpciji, distribuciji i izlu¢ivanju plastike iz organizma
postoje, a ono Sto svakako treba dodatno istrazivati je metabolizira li se plastika i na koji nacin
u ljudskom organizmu.

lako su mnogobrojne studije dokazale da je ljudski organizam u interakciji s plastikom,
ucinci na ljudsko zdravlje i posljedice takvih interakcija nisu razjasnjeni. Ponasanje takvih
Cestica ovisi o njihovoj veli¢ini, povrSinskoj funkcionalizaciji 1 vrsti molekula s kojom stupaju
u interakciju.”® Veli¢ina PNP smatra se klju¢nim faktorom o kojem ovise apsorpcija,
bioakumulacija, biodistribucija a time i toksi¢nost PNP. Poznato je kako manje Cestice imaju
vecu specificnu povrsinu, reaktivnije su i lakSe prolaze bioloSke barijere, Sto ih €ini potencijalno
opasnijim od PMP.”? Unato¢ tome, broj istrazivanja koja prou¢avaju PNP daleko je manji od
onih koja se bave PMP §to se moze pripisati nedostatku adekvatnih tehnika za njihovu
vizualizaciju 1 kvantifikaciju u razli¢itim bioloSkim uzorcima. Takoder, iako je dokazano da
toksi¢nost moze ovisiti o tipu polimera, veli¢ini 1 obliku, sferitne PMP 1 PNP polistirena
naj¢e$éi su predmet istrazivanja zbog njihove dostupnosti i jednostavnosti funkcionalizacije
povrsine.”®7

Istrazivanja utjecaja PMP i PNP na ljudsko zdravlje uglavnom su fokusirana na ispitivanje
citotoksiénosti, imunotoksi¢nosti, genotoksi¢nosti i oksidativnog stresa.” In vivo studije na
modelu Stakora pokazale su da se PMP i PNP mogu akumulirati u jetri te uzrokovati upalu i
metaboli¢ke poremecaje.’”® U istraZivanjima neurotoksi¢nosti pokazano je kako PMP prolaze
krvno-mozdanu barijeru i akumuliraju se u mozgu nakon sedmodnevnog tretmana oralnim
putem.”” Samo mali broj istrazivanja donosi podatke o u¢incima plasti¢nih Gestica na
reproduktivno zdravlje, te pokazuje da PMP i PNP mogu utjecati na proizvodnju i kvalitetu

spermija kod misSeva kao i smanjiti razine testosterona sto se smatra jednim od klju¢nih faktora
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reproduktivne toksi¢nosti.”®’® Takoder, potvrden je negativni utjecaj na sazrijevanje oocita,
plodnost i razvoj embrija u zenskih miseva ali i uzrokuju fibrozu maternice izazvanu
oksidativnim stresom.2%8! Obzirom da neke studije pokazuju da &estice plastike prolaze
placentnu barijeru, vazno je osim toksi¢nosti u roditeljskoj generaciji, ispitati 1 kakav je uc¢inak
na potomstvo. Yang i suradnici®? ispitali su tako u¢inak polistirenskih PMP i PNP na fetalni
razvoj mozga i pokazali kako manje Cestice prelaze placentnu barijeru te uzrokuju apoptozu
stanica posredovanu oksidativnim stresom. Isto tako, utvrdeno je da izloZenost PNP u trudno¢i
dovodi do smanjenja porodajne tezine, hepatotoksi¢nosti i naruSavanja spermatogeneze u
novorodencadi.® Prilikom analize takvih studija svakako treba uzeti u obzir ¢injenicu da su
doze kojima su Zivotinje tretirane uglavnom mnogo vec¢e nego $to su to okoliSno relevantne
koncentracije PMP i PNP. Nadalje, jako je vazno razluciti da je bioloski u¢inak PMP i PNP
koje nastaju troSenjem plastike u okoliSu, zasigurno drugaciji nego onaj komercijalno dostupnih
Cestica.

lako se intenzivno provode istrazivanja mehanizama toksi¢nosti PMP i PNP posebice
koristenjem laboratorijskih Zivotinja i stani¢nih linija razli¢itog podrijetla, dobiveni podaci i

dalje su nedostatni za adekvatnu procjenu rizika.

2.4. Endokrini disruptori

Endokrino disruptivne kemikalije (EDC, engl. endocrine disrupting chemicals) definirane su
kao tvari koje utjecu na funkciju hormonskog sustava i tako uzrokuju stetne ucinke na ljudsko
zdravlje.®* Njihovo djelovanje moze utjecati na sintezu, metabolizam, eliminaciju i transport
prirodnih hormona zasluznih za odrzavanje homeostaze.?® Mehanizmi kojima EDC djeluju vrlo
su kompleksni i ukljucuju interakcije s razlicitim hormonskim receptorima poput androgenog
(AR), estrogenog (ER), tiroidnog (TR) i progesteronskog (PR). Jedan od nacina djelovanja je
direktna interakcija s hormonskim receptorom koja vodi do stimulacije (agonizam) ili inhibicije
(antagonizam) aktivnosti receptora.?® Rezultat interakcija tih kemikalija s organizmom su
poremecaji metabolizma, zivéanog, kardiovaskularnog i reproduktivnog sustava.t” Posljedica
takvih poremecaja je razvoj bolesti poput dijabetesa, pretilosti i neplodnosti ali i povecani rizik
od razvoja hormonski ovisnih tumora, 8-

Istrazivanje EDC dobilo je snazan zamah nakon takozvane krize dietilstilbestrola (DES)
koja se i danas smatra jednom od najvecih $teta nanesenih od strane medicinske terapije. DES

je sintetski estrogen koji je bio prepisivan trudnicama za sprjecavanje pobacaja i drugih
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komplikacija u trudnoéi u razdoblju od 1940. do 1971. godine.®! Njegovo pozitivno djelovanje
postalo je upitno pojavom prvih dokaza o povezanosti njegove primjene sa Sirokim rasponom
defekata u potomaka izlozenih majki. U Zenskih potomaka uocena je pojava rijetkog oblika
adenokarcinoma svijetlih stanica rodnice u dobi od 13 do 24 godine dok se u muskih potomaka
izlozenost DES-u o¢itovala u veéoj ucestalosti genitalnih abnormalnosti.®? Kod Zena kojima je
bio prepisivan, kao i kod njihovih zenskih potomaka, uoceno je i povecanje rizika od razvoja
tumora dojke. Posljedice izlozenosti uo¢ene su i kod tre¢e generacije Zena koje su uzimale DES
a neka istraZivanja ispituju i u¢inak na Getvrtu generaciju.”® DES katastrofa i drugi sli¢ni
sluc¢ajevi imali su snazan utjecaj na regulatorne agencije Sto je rezultiralo uvodenjem strozih
protokola za testiranje reproduktivne toksi¢nosti, teratogenosti i endokrino-disruptivnih
ucinaka kemikalija.

U skupinu EDC svrstane su kemikalije poput pesticida, ftalata, lijekova, konzervansa i
proizvoda za osobnu njegu koji svoju primjenu nalaze u razli¢itim podruéjima.®* Mnoge
kemikalije koje se koriste prilikom proizvodnje plastike za poboljSanje njezinih svojstava,
ostvaruju endokrino disruptivno djelovanje. Zbog svoje $iroke primjene, te kemikalije stalno su
prisutne u okolisu a ljudi su neprestano izloZeni njihovim ucincima koristenjem razli¢itih
proizvoda ili unosom hrane i pi¢a.*® Kontinuirani rast znanstveno utemeljenih dokaza koji
povezuju EDC s negativnim ucincima na zdravlje ljudi doveo je do usvajanja dva strateska
dokumenta: Rezolucije Europskog parlamenta o sveobuhvatnom okviru EU-a za endokrine
disruptore (2019/2683(RSP)) i Komunikacije Komisije o endokrinim disruptorima.®®%’
Dodatno, regulatorne odredbe o endokrinim disruptorima obuhvaéene su Uredbom REACH
(engl. Registration, Evaluation, Authorization, and Restriction of Chemicals) kojom se utvrduju
postupci za prikupljanje i procjenu informacija o opasnostima tvari.?® Europska agencija za
kemikalije (engl. European Chemicals Agency, ECHA) oformila je Stru¢nu skupinu za
endokrine disruptore (engl. Endocrine Disruptor Expert Group) koja provodi evaluaciju
prikupljenih informacija i provodi procjenu rizika za odabrane kemikalije. Agencija za zastitu
zivotne sredine Sjedinjenih Drzava (engl. United States Enviromental Protection Agency, U.S.
EPA) razvila je Program testiranja endokrinih disruptora (engl. Endocrine Disruptor Screening
Programme, EDSP) koji se sastoji od dvije razine testiranja endokrino-disruptivnih ucinaka.
Prva razina ukljucuje ispitivanje utjecaja kemikalija na signale puteve razli¢itih hormona
pomocu in vitro i in vivo modela. U slu¢aju ostvarivanja negativnih uéinaka na prvoj razini,

pristupa se drugoj razini ispitivanja koja ukljucuje detaljnije istraZivanje utjecaja reproduktivne
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i razvojne toksi¢nosti. Takva istrazivanja provode se na nekoliko generacija animalnih modela
kako bi se dobio uvid o utjecajima na tijek trudnoce, razvoj ploda i postnatalni razvoj
potomaka.*®

U Europi je na snazi OECD program Conceptual Framework for the Screening and Testing
of Endocrine Disrupting Chemicals koji ukljuCuje standardizirane metode za ispitivanje
endokrino-disruptivnih u¢inaka. Program se sastoji od validiranih protokola za razli¢ita in vitro
i in vivo ispitivanja podijeljenin u pet razina.'%!%! Prva razina ukljuéuje prikupljanje
informacija o fizikalno-kemijskim svojstvima kemikalije koja se ispituje, a u drugoj razini
provode se in vitro ispitivanja. In vitro smjernice temelje se na koristenju razlicitih stani¢nih
linija kao modelnih sustava za odredivanje afiniteta vezanja odredenih kemikalija na receptore
te ispitivanje aktivacije ili inhibicije ER, AR i TR.1% Tre¢a razina ispitivanja ukljuéuje in vivo
ispitivanja kratkoro¢ne toksi¢nosti i protokole za uterotropni i Hershberger test koji se provode
koristenjem malih sisavaca kao laboratorijskih Zivotinja.l%%19 Toksi¢nost nakon ponavljanja
doze 28 ili 90 dana, reproduktivna i razvojna toksi¢nost uslijed razli¢itih puteva izlozenosti
ispituju se u Cetvrtoj razini. Zadnja razina sastoji se od ispitivanja toksi¢nosti u dvije generacije
1 uglavnom se provodi koriStenjem zebra ribica kao animalnog modela.

Koristenje validiranih smjernica nuzno je kako bi se osigurala dosljednost u provodenju
ispitivanja uc¢inaka na ljudsko zdravlje i interpretaciji dobivenih rezultata. Takoder, osim
slozenith mehanizama djelovanja, EDC otezavaju procjenu rizika zbog toga jer ¢esto ne prate
klasi¢nu koncentracija-odgovor dinamiku te moguce latencije izmedu izloZenosti i odgovora.
Navedeni razlozi osobito naglasavaju vaznost validacije protokola za istrazivanje ovakvih
kemikalija.1%41% Prilikom izrade ovog doktorskog rada koristene su tri smjernice OECD-a koje

spadaju u drugu razinu ispitivanja i detaljnije su opisane u idu¢em poglavlju.

2.4.1. Ispitivanje endokrino-disruptivnog potencijala in vitro

Razvoj in vitro testova za ispitivanje uc¢inaka EDC od izuzetne je vaznosti jer takvi testovi
predstavljaju brzu i jednostavniju analizu velikog broja uzoraka istodobno u usporedbi s
testiranjem na laboratorijskim Zzivotinjama. Takoder, zbog modifikacija stani¢nih linijja
uvodenjem ili isklju¢ivanjem specifi¢nih gena za pojedine receptore, moguce je dobiti visoko
selektivne sustave i poboljsati razumijevanje mehanizama kojim EDC djeluju.1%

Smjernica OECD-a broj 455 validirani je protokol je za odredivanje agonista i antagonista

ER.19 Interakcija kemikalija koje se ponaSaju poput estrogena s ER moZe utjecati na
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transkripciju gena koje kontrolira estrogen i time inducirati ili inhibirati stani¢ne procese
klju¢ne za proliferaciju stanica, fetalni razvoj i reproduktivno zdravlje. Estrogeni djeluju kroz
dva glavna tipa receptora: ERa i ERB, pri ¢emu je ve¢ina modela za odredivanje aktivacije ER
razvijena za nuklearni ERa. Na Slici 3 prikazan je shematski prikaz principa testa
bioluminiscentne aktivnosti luciferaze. Proces zapoCinje vezanjem liganda na ER i
dimerizacijom dva ER s vezanim ligandima. Tako dimerizirani receptori vezu se u jezgri na
element odgovora na estrogen (engl. estrogen responsive element, ERE) na konstruktu
reporterskog gena te aktiviraju ekspresiju gena za luciferazu. Dodavanjem supstrata luciferina
detektira se prisutnost sintetizirane luciferaze i dolazi do pojave luminiscentnog signala ¢ija je
jacina proporcionalna aktivnosti ER. Kao in vitro modele za aktivaciju i inhibiciju ER,
smjernica OECD-a predlaze jednu od tri stani¢ne linije: HeLa-9903, VM7Luc ili ERa CALUX.
Sve tri stani¢ne linije imaju ugraden reporterski gen za luciferazu i detekcija aktivacije ER

odvija se na nacin prikazan na slici 3.

Ispitivane
tvari

Sinteza
proteina

5' Gen za luciferazu

Slika 3. Shematski prikaz vezanja liganda na ER i aktivacija kaskade koja rezultira

produkcijom luciferaze. Izradeno u programu PowerPoint.
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Ispitivanje aktivacije i inhibicije AR opisano je u smjernici OECD-a broj 458.1%® Ta metoda
razvijena je za detekciju agonista i antagonista AR s mjerenjem luciferazne aktivnosti kao
krajnje tocke testa. Princip metode isti je kao u prethodno opisanom slu¢aju ER. Nakon vezanja
liganda, kompleks receptor-ligand premjesta se u jezgru gdje se veze za specifican DNK
element odgovora i aktivira ekspresiju gena za luciferazu §to poveéava stani¢nu ekspresiju
enzima luciferaze. Dodatkom supstrata luciferina potvrduje se prisutnost luciferaze i mjeri se
luminiscencija produkta.

Odredivanje utjecaja pojedinih kemikalija na produkciju steroidnih hormona validirano je
postupcima opisanim u smjernici OECD-a broj 456.1% Ispitivanje se provodi na in vitro modelu
koji koristi NCI-H295R stani¢nu liniju, odabranu zato $to eksprimira sve enzime koji sudjeluju
u procesu sinteze steroidnih hormona (slika 4). Uz odredivanje koncentracije pojedinog
steroidnog hormona moguce je utvrditi i promjene u ekspresiji gena koji kataliziraju reakcije

ukljucene u proces steroidogeneze.

CYP114 CYP17 170-0H CYe17 Dehidro-
Kolesteroll ———>  Pregnenolon —— » .
pregnenolon epiandosteron
3p-HSD 3p-HSD 3p-HSD
CYP17 u cYer7
Progesteron @~—— 17-0H »  Androstendion
progesteron
J CYP21 l CYP2I 176-HSD J CYP1Y
11-.deok31- *  Deoksikortizol Testosteron Estron
kortikosteron
J(‘ YP1IB l(‘ YP1IB CYP19 J 17f-HSD
Kortikosteron Kortizol 17-f-estradiol
J(‘ YP11B
Aldosteron

Slika 4. Shematski prikaz procesa steroidogeneze. Preuzeto i prilagodeno iz smjernice OECD-
a 456 (ref. 109).
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2.4.2. Ispitivanje ucinaka smjesa

Iako su ucinci pojedinacnih kemikalija na zdravlje Covjeka intenzivno istrazuju, sve je veci
naglasak regulatornih agencija na vaznosti proucavanja toksikoloskih u¢inaka slozenih smjesa
budu¢i da to predstavlja realniji scenarij ljudske izloZenosti. U tu svrhu razvijeno je nekoliko
metodologkih okvira za ispitivanje potencijalno §tetnih udinaka smjesa.*%!'! Unato¢ tome, broj
dostupnih istrazivanja koja se bave uc¢incima kompleksnih smjesa i dalje je ograni¢en. Razlog
tome je Sto su procesi procjene rizika za kompleksne smjese izrazito dugotrajni i opsezni.
Problemi s kojima se suo¢avaju znanstvenici prilikom prou¢avanja smjesa zapocinju ve¢ kod
dizajna eksperimenta. Parametri poput odabira doze i vremena izlozenosti kao i adekvatna
metoda za kvalitativnu i kvantitativnu analizu kompleksnih smjesa neke su od odluka koje se
trebaju donijeti. Dodatni izazov kod proucavanja smjesi razlic¢itih kemikalija predstavlja
interpretacija dobivenih rezultata. Interakcije u koje stupaju komponente smjese opisuju se kao
aditivne, sinergisticke ili antagonistiCke. Kao aditivni ucinak opisuje se onaj u kojem
komponente smjese djeluju istim mehanizmom te se njihovi pojedinacni uéinci zbrajaju.!?
Sinergisticko odnosno antagonisticko djelovanje podrazumijevaju ja¢e odnosno slabije
djelovanje u odnosu na aditivni u¢inak. Za analizu koriste se modeli adicije koncentracije i
nezavisne akcije. Odabir modela ovisi o dizajnu eksperimenta, ispitivanim koncentracijama

pojedinih komponenti te o broju komponenti u smjesi.

2.4.3. Oksibenzon

Oksibenzon ili benzofenon-3 (BP-3) je kemijski spoj koji se koristi kao filter ultraljubicastog
(UV, engl. ultraviolet) zracenja u kremama za suncanje, kozmeti¢kim i proizvodima za osobnu
njegu (slika 5). Osim toga, upotrebu nalazi kao UV stabilizator u proizvodima za premazivanje,
punilima i bojama.'®*'** Budu¢i da je uporaba tih proizvoda, posebice krema za sunéanje,

znacajno porasla zadnjih godina, u porastu je i koncentracija oksibenzona u okolisu.*>11

o)

HO I O/

Slika 5. Struktura oksibenzona. Izradeno u programu ChemDraw.
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U nekim istrazivanjima procijenjeno je da se kroz kozu apsorbira oko 4% oksibenzona iz
primijenjenih krema za suncanje a ostatak se ispire i zavrSava u okolisu.''"1'® Posljedica
nakupljanja u vodenim ekosustavima su dugoro¢ni S$tetni ucinci na mnoge organizme
ukljucujuéi koraljne grebene, ribe i druge morske organizme. Dokazano je kako oksibenzon i
ostali UV filteri poput oktokrilena uzrokuju izbjeljivanje koralja i oStecuju reproduktivno
zdravlje morskih organizama zbog cega je njegova upotreba u mnogim zemljama
zabranjena.'?>12? Toksi¢ni uéinci na druge vrste potaknuli su istraZivanja utjecaja na ljudsko
zdravlje te ograniCavanje 1 regulaciju upotrebe oksibenzona u kozmetickim i drugim
proizvodima. Primjerice, americka Agencija za hranu i lijekove (FDA, engl. Food and Drug
Administration) ogranicila je koncentraciju oksibenzona kao aktivnog sastojka u proizvodima
za sunéanje na 6%.123 Europska komisija je na temelju misljenja EU Znanstvenog odbora za
sigurnost potrosaca (SCCS, engl. Scientific Committee on Consumer Safety) regulirala
koncentracije oksibenzona prema kategorijama proizvoda. U proizvodima poput krema za lice
i ruke dozvoljeni je udio oksibenzona od 6% dok je u kremama i sprejevima za tijelo taj udio
2,2%.124125  Takoder, ECHA provodi postupke procjene ovog spoja kao endokrinog
disruptora.'?® Zajednicki istrazivacki centar (engl. Joint Research Centre, JRC) Europske
komisije svrstava oksibenzon na popis tvari koje su potencijalno opasne za vodeni ekosustav a
za koje dostupni podaci nisu dovoljni da bi se zakljucilo o stvarnom riziku koji predstavljaju
(engl. surface water Watch List).?’

Prisutnost oksibenzona potvrdena je u ribi 1 morskim plodovima, vodi za pice, sokovima i
gaziranim pi¢ima.!?¢ 131 § obzirom na to, ljudi su izloZeni unosom hrane i pi¢a i dermalnim
putem prilikom koriStenja proizvoda za zastitu od sunca 1 kozmetike. Dokazano je kako ovaj
spoj prolazi koznu i placentnu barijeru te je njegova prisutnost potvrdena u ljudskoj plazmi,
serumu, urinu, tkivu dojke, majéinom mlijeku i amnionskoj teku¢ini.!321% Spomenuta
istrazivanja izazivaju zabrinutost zbog nerazjaSnjenih rizika za ljudsko zdravlje ali i poticu
dodatna ispitivanja Stetnih u¢inaka ovog spoja na razli¢itim modelnim sustavima. U studijama
u kojima su ispitivane razine tiroidnih i spolnih hormona nakon topikalne primjene krema za
suncanje koje sadrzavaju oksibenzon, pokazano je kako nema znaajne razlike u
koncentracijama hormona prije i nakon primjene.t3"138 Broj radova koji su ispitivali u¢inke
oksibenzona u ljudi nakon primjene o¢ekivano je malen, ali mnogo je studija istrazivalo njegova
endokrino disruptivna svojstva in vitro pomoc¢u razli¢itih stani¢nih linija i in vivo na nekoliko

zivotinjskih vrsta.}3® Da oksibenzon mozZe ostvariti uéinak poput estrogena i antiandrogena
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dokazano je uterotropnim testom provedenim na S$takorima i miSevima nakon oralne
primjene.*¥®1# Studije provedene na ribama pokazale su estrogenu aktivnost, reproduktivnu
toksi¢nost i poremecaje u razini spolnih hormona ali u koncentracijama ve¢im od okoli$no
relevantnih (16 pg/L).}421% In vitro studije rezultirale su sli¢nim ishodima. Na estrogen-
ovisnim MCF-7 i estrogen-neovisnim MDA-MB-21 stani¢nim linijama tumora dojke ostvaren
je estrogeni u¢inak.'4%1441%°> Nadalje, pokazano je agonisti¢ko djelovanje na ER i antagonisti¢ko

na AR razli¢itim metodama poput transaktivacijskog testa na receptorskim modelima.146-149

2.4.4. Metilparaben

Metilparaben ¢esto je koriSteni konzervans u hrani, proizvodima za osobnu njegu, kozmeti¢kim
i farmaceutskim pripravcima (slika 6).1°%%! Koristi se sam ili u kombinaciji s drugim
parabenima a u kozmetici je najée$¢e primjenjivani antimikrobni konzervans. Europska
komisija u velja¢i 2024. godine objavila je misljenje SCCS-a u kojem se navodi da je sigurna
koncentracija metilparabena kao konzervansa u kozmetici do 0,4%.%°2 Suprotno tome, FDA
nije postavila specificnu maksimalnu dozu metilparabena jer ga smatra sigurnim u
koncentracijama koje se uobicajeno koriste u kozmeti¢kim pripravcima. Kao i oksibenzon,
ECHA i ovaj spoj procjenjuje kao endokrini disruptor.’®® Ipak, nijedno od navedenih
regulatornih tijela ne pokriva okolisni aspekt sigurnosti metilparabena a njegova Siroka
primjena dovela je do zagadenja tla, zraka, povrsinskih i podzemnih voda.?®* 1% Medutim,
trenutno se ne nalazi na prethodno spomenutom popisu JRC-a odnosno na ,,Watch listi*
povrsinskih voda.

Putevi kojima su ljudi izloZzeni metilparabenu su ingestija, inhalacija i dermalni put. Buduci da
je izloZenost neizbjezna ne iznenaduje Cinjenica da je njegova prisutnost detektirana u plazmi,
urinu, tkivu dojke i posteljice.*>%6! Sto se prethodnih istrazivanja ti¢e, endokrino disruptivna
svojstva metilparabena pokazana su in vitro i in vivo. Sun i suradnici*®? ispitali su estrogeni
ucinak metilparabena uz pomo¢ laboratorijskih Stakora u koncentracijama koje odgovaraju
prihvatljivom dnevnom unosu (engl. acceptable daily intake, ADI). Rezultati uterotropnog testa
pokazali su povecanje mase maternice Stakora Sto upucuje na estrogeni ucinak metilparabena
in vivo. Sli¢ni rezultati dobiveni su nakon provodenja istog testa uz pomo¢ laboratorijskih
miseva.’® Ispitivanjem endokrino-disruptivnog profila metilparabena u in vitro uvjetima,
dobiveno je da metilparaben promovira estrogen ovisnu proliferaciju MCF-7 stanica i inducira

luciferaznu aktivnost u MLVN stanica.’641%® Takoder, istrazivanjem steroidogeneze s NCI-
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H295R stanicama uoceno je da tretman metilparabenom uzrokuje povecanje koncentracije
estradiola i testosterona.’®* Sposobnost inhibicije AR ispitana je mjerenjem luciferazne
aktivnosti 2933Y stanica nakon tretmana i pokazano je kako metilparaben ostvaruje

antagonisti¢ki u¢inak na AR.!6®

OH

—O0

Slika 6. Struktura metilparabena. Izradeno u programu ChemDraw.
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8 3.

3.1.

EKSPERIMENTALNI DIO

Materijali

U radu su koriStene sljedece kemikalije:

nanocestice polistirena promjera 50 nm, PSNP 50 nm, CD Bioparticles
nanocestice polistirena promjera 150 nm, PSNP 150 nm, CD Bioparticles
nanocestice polistirena promjera 350 nm, PSNP 350 nm, CD Bioparticles
nanocestice polietilena promjera 50 nm, PENP 50 nm, CD Bioparticles
nanocestice polietilena promjera 350 nm, PENP 350 nm, BAM
nanocestice polipropilena promjera 50 nm, PPNP 50 nm, CD Bioparticles
nanocestice polipropilena promjera 180 nm, PPNP 180 nm, BAM
nanocestice polietilentereftalata promjera 80 nm, PET, ICP-CSIC

fetalni govedi serum, FBS, Sigma Aldrich

antibiotik higromicin B, InvivoGen

antibiotik zeocin, InvivoGen

DMEM-F/12 stani¢ni medij, Gibco

DMEM stani¢ni medij, Gibco

fetalni govedi serum prociscen aktivnim ugljenom, CS-FBS, Sigma Aldrich
antibiotik kanamicin sulfat, Sigma Aldrich

antibiotik penicilin streptomicin, Sigma Aldrich

ITS+ Premix, Corning

tripsin-etilendiamintetraoctena kiselina, tripsin-EDTA, Sigma Aldrich

boja tripan plavo, Sigma Aldrich

metilparaben (> 99%), Sigma Aldrich

oksibenzon (> 98%), Sigma Aldrich

dimetilsulfoksid (p.a.), DMSO, Kemika

puferirana fizioloska otopina, PBS, Sigma Aldrich

5-a-dihidrotestosteron (> 99%), DHT, Sigma Aldrich

hidroksiflutamid (> 98%), HF, Sigma Aldrich

estradiol (> 98%), Sigma Aldrich
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3.2. Fizikalno-kemijska karakterizacija nanocestica plastike

Nanocestice polistirena (PSNP, 10000 mg/L) promjera 50 nm, 150 nm i 350 nm komercijalno
su nabavljene od tvrtke CD Bioparticles (Shirley, NY, USA) kao i nanocCestice polietilena
(PENP, 10000 mg/L) i polipropilena (PPNP, 10000 mg/L) promjera 50 nm. Nanocestice
polietilentereftalata (PET, 1600 mg/L) promjera 80 nm dobivene su u suradnji sa Spanjolskim
Institutom za katalizu i petrokemiju (Instituto de Catéalisis y Petroleoquimica, Madrid) a
postupak njihovog dobivanja objavljen je ranije.!®” Znanstveno-istrazivacka grupa Saveznog
zavoda za istrazivanje 1 ispitivanje materijala (BAM, njem. Bundesanstalt fur
Materialforschung und -prufung) iz Berlina, Njemacka, pripremila je u okviru Obzor Europa
projekta PlasticsFatE (broj 965367) i ustupila za istrazivanje PPNP promjera 180 nm (40 mg/L)
i PENP promjera 350 nm (80 mg/L). Postupak pripreme ranije je opisan u literaturi.’%® Sve
koriStene nanocestice bile su u obliku suspenzija u deioniziranoj vodi.

U svrhu dobivanja informacija o veli¢ini, obliku i zeta potencijalu PNP, provedena je
fizikalno-kemijska karakterizacija razli¢itim tehnikama. Hidrodinamicki promjer (dw) i njegova
raspodjela odredeni su metodom dinami¢kog rasprSenja svjetlosti (DLS, engl. dynamic light
scattering). Istom metodom pracena je i stabilnost PNP i njihovih smjesa u ultracistoj vodi i u
staniénom mediju. lako hidrodinamicki promjer ne odrazava stvarnu veli¢inu nanocestica jer
ukljucuje 1 solvatacijsku ovojnicu oko nanocestice koja se giba s njom, vrlo je korisna veli¢ina
koja moZe dati informacije o ponasanju nanocestica u razli¢itim medijima. Metodom
elektroforetskog rasprsenja svjetlosti (ELS, engl. electrophoretic light scattering) odreden je
zeta potencijal nanocestica plastike, u ultraistoj vodi 1 mediju koriStenom prilikom stani¢nih
eksperimenata. Koncentracija svih PNP za DLS i ELS mijerenja iznosila je 10 mg/L a
pripremljene su razrijedivanjem polaznih suspenzija u ultracistoj vodi i stanicnom mediju bez
boje fenol crveno. Hidrodinamicki promjer odreden je kao srednja vrijednost 6 mjerenja za
svaku koncentraciju pojedinih PNP. Mjerenja su odradena na uredaju Zetasizer Ultra (Malvern
Panalytical, Malvern, UK) a rezultati obradeni koriStenjem programskog paketa ZS Xplorer
3.21 (Malvern Panalytical).

Skenirajuca (pretrazna) elektronska mikroskopija (SEM, engl. scanning electron microscopy)
koriStena je za odredivanje morfologije i primarne veli¢ine PNP. Uzorci su snimljeni pretraznim
elektronskim mikroskopom s emisijom polja elektrona (FE-SEM, engl. field emission scanning
electron microscope) na uredaju Inspect F50 (Thermo Fisher Scientific, San Diego, SAD). Svi

uzorci snimljeni su u polaznim koncentracijama, bez daljnjeg razrjedivanja. Kako bi se
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osigurala kvaliteta snimki i sprijecilo nakupljanje naboja na povrsini uzorka, za pripremu
uzoraka koristeni su silicijski podlosci. Prije nakapavanja uzorka, podlosci su temeljito isprani
etanolom 1 osuSeni preko no¢i u Cistom okruzenju. Na ociS¢ene podloske naneseno je pet
mikrolitara suspenzije nanocestica plastike i ponovno ostavljeno na suSenju u ¢istom okruzenju
preko noc¢i. Buduéi da nanocestice plastike nisu provodljive, na njihovu povrSinu nanesen je
tanki sloj vodljivog paladija. Nakon pripreme, uzorci su snimljeni pri razli¢itim naponima
ubrzavanja elektrona i uvecanjima kako bi se dobila detaljna analiza njihove morfologije.
Mijerenja su provedena na Institutu za znanost o materijalima u Zaragozi uz vodstvo dr. sc.

Carlosa Cuestas-Ayllona.

3.3. Karakteristike stani¢nih linija

Prilikom ovog istrazivanja kori$tene su tri stani¢ne linije koje su sluzile kao modelni sustavi za
ispitivanje endokrino-disruptivnog ucinka nanocestica plastike i kompleksnih smjesa. Sve 3
linije predlozene su odgovaraju¢im smjernicama OECD-a kao prikladne za ispitivanje u¢inka

razli¢itih kemikalija na AR, ER i proces steroidogeneze.

3.3.1. Stanicna linija AR-EcoScreen GR KO M1

AR-EcoScreen GR KO M1 stani¢na linija komercijalno je nabavljena iz banke stanica JCRB
(engl. Japanese Collection of Research Bioresources Cell Bank, Osaka, Japan). Ta stani¢na
linjja nastala je kao mutant stani¢ne linije AR-EcoScreen izolirane iz jajnika kineskog hrc¢ka.
AR-EcoScreen stanice Kkarakterizira stabilna ekspresija AR a transfekcijom je ugraden
reporterski gen za luciferazu. Stani¢na kultura uspostavljena je odmrzavanjem i nasadivanjem
originalne bocice stanica u plosnatu posudu za uzgoj stanica T-25 (Sarstedt, Nimbrecht,
Njemacka). Uzgoj 1 odrzavanje stanica provedeno je prema predlozenom protokolu iz banke
stanica. Ukratko, stanice su uzgajane u kompletnom mediju koji se sastoji od: DMEM/F-12
medija, 10% volumnog udjela fetalnog govedeg seruma (engl. fetal bovine serum, FBS), 25
pg/mL antibiotika higromicina B i 50 pg/mL antibiotika zeocina. Nakon otapanja i otprilike
90% konfluentnosti, stanice su presadene u plosnatu posudu za uzgoj stanica T-75 (Sarstedt,

Niimbrecht, Njemacka) u kakvima su dalje uzgajane do eksperimenta.
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3.3.2. Stanicna linija HeLa-9903

HelLa-9903 stanic¢na linija izolirana je iz karcinoma vrata maternice i komercijalno dostupna u
JCRB banci stanica. Stani¢nu liniju karakterizira stabilna ekspresija humanog estrogenog
receptora alfa (engl. human estrogen receptor alpha, hERa), a transfekcijom je ugraden
reporterski gen za luciferazu. Originalna bocica stanica odmrznuta je i stanice su nasadene u
plosnatu posudu za uzgoj stanica T-25 a kasnije uzgajana u plosnatim posudama za uzgoj
stanica T-75. Stanice su uzgajane u mediju koji se sastoji od: DMEM medija, 10% volumnog
udjela FBS-a procis¢enog aktivnim ugljenom (engl. charcoal-stripped fetal bovine serum, CS-

FBS) i 60 pg/mL antibiotika kanamicin sulfata.

3.3.3. Stanicna linija NCI-H295R

NCI-H295R stani¢na linija nabavljena je iz banke stanica ATCC (engl. American Type Culture
Collection) i odrzavana prema protokolu. Stani¢na linija izolirana je iz tumora kore
nadbubrezne Zlijezde i vazan je model za proucavanje procesa steroidogeneze. Odmrzavanjem
i nasadivanjem stanica u plosnatu posudu za uzgoj stanica T-25 uspostavljena je stani¢na
kultura. Stanice su uzgajane u mediju sljede¢eg sastava: DMEM/F-12, 10% volumnog udjela
FBS-a, 1% volumnog udjela otopine penicilina streptomicina te 1% volumnog udjela otopine

ITS+ Premix.

3.4. Ispitivanje preZivljenja stanica

Prije odredivanja endokrino-disruptivnog u¢inka nanocestica plastike i kompleksnih smjesa na
AR, ER i steroidogenezu, ispitan je utjecaj odabranih koncentracija (10, 5, 1 i 0,1 mg/L) na
prezivljenje stanica. Koncentracije koje ¢e se koristiti odabrane su na temelju literature a u obzir
su uzimane i polazne koncentracije suspenzija PNP.1%°170 Budué¢i da se interakcije s receptora
mogu proucavati samo u vijabilnim stanicama, klju¢no je ispitivanje samo onih koncentracija
koje ne ostecuju stanice i smanjuju njihovu vijabilnost. U suprotnom moze do¢i do pogreske
prilikom interpretacije rezultata. U svrhu odredivanja odnosa koncentracije i prezivljenja
stanica, koriSten je MTS test. Ta je metoda vrlo Cesto koriStena, a bazira se na redukciji zuto
obojenog 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolija
u smede obojeni formazan. Takva redukcija odvija se samo u zivim i metaboli¢ki aktivnim
171

stanicama, te se tako prema koli¢ini nastalog produkta odreduje postotak zivih stanica.

Koli¢ina formazana odreduje se mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini od 490 nm.

Nikolina Peranié¢ Doktorska disertacija



8 3. Eksperimentalni dio 22

Tom metodom ispitana je vijabilnost AR-EcoScreen GR KO M1 i HeLa-9903 stanica nakon
tretmana s PNP i njihovim smjesama te nakon tretmana s testnim kemikalijama metilparabenom
i oksibenzonom. Takoder, tom metodom odreden je utjecaj PNP i njihovih smjesa na
prezivljenje NCI-H295R stanica prije ispitivanja njihovog ucinka na proces steroidogeneze.

Isti protokol pripreme stanica za eksperiment primijenjen je za sve tri stani¢ne linije. Kada
su dostigle otprilike 90% konfluentnosti u plosnatoj posudi za uzgoj stanica T-75, stanice su
odvojene od podloge dodatkom 3 mL tripsin-etilendiamintetraoctene kiseline (tripsin-EDTA).
Nakon odljepljivanja dodano je 7 mL kompletnog stanicnog medija (opisano u poglavlju 3.2.) i
centrifugirano na 300xg 5 minuta. Supernatant je odbacen a stanice su potom resuspendirane u 10
mL svjezeg medija. Broj stanica odreden je bojanjem stanica s bojom tripan plavo i mjerenjem na
brojacu stanica (TC20 Automated Cell Counter, Bio-Rad, Hercules, SAD). Stanice su nasadene u
prozirne plo€ice s 96 jazica (Eppendorf, Hamburg, Njemacka) u volumenu od 100 pL i koncentraciji
stani¢ne suspenzije od 4x10* stanica/mL. Nakon sadenja, ostavljene su 24 sata na 37°C i 5 %
CO2 u inkubatoru (HERACELL VI10S 160i, Thermo Fisher Scientific, San Diego, SAD) kako
bi se prihvatile za podlogu u jazicama. Po zavrSetku inkubacije stani¢ni medij je uklonjen a
stanice su isprane PBS-om kako bi se uklonile one koje se eventualno nisu prihvatile za
podlogu. Dodan je odredeni volumen svjezeg staninog medija, kao i odgovarajuce
koncentracije PNP, njihovih smjesa ili testnih spojeva. Otopine metilparabena i oksibenzona
pripremljene su otapanjem izvaga u dimetilsulfoksidu (DMSO) 1 razrijedivanjem u vodi do
zeljene zavr$ne koncentracije. Suspenzije nanocCestica razrijedene su do zeljene koncentracije
osim u slu¢aju PPNP (180 nm) i PENP (350) koje su direktno dodavane u jazice zbog male
polazne koncentracije suspenzija. Stanice koje nisu tretirane koristene su se kao negativna
kontrola, dok su one tretirane 10%-tnom otopinom DMSO smatrane pozitivnom kontrolom. Po
isteku 24 sata, stani¢ni medij koji sadrzi tretmane je uklonjen a stanice isprane puferiranom
fizioloskom otopinom (engl. phosphate buffered saline, PBS) dva puta te im je dodano 100 pL
svjezeg medija. MTS test proveden je sukladno uputama iz komercijalno dostupnog kompleta
reagensa CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega,
Madison, SAD). Komplet reagensa se sastoji od MTS reagensa i otopine fenazin metosulfata
(engl. phenazine methosulfate, PMS) koji se pomijeSani u omjeru 20:1 i volumenu od 20 pL
dodaju u 100 uL staniénog medija. Osim u jaZice sa stanicama koje su prethodno tretirane,
smjesa MTS-a i PMS-a dodana je u jazice koje su sadrzavale samo Cisti stani¢ni medij.

Dodatno, ispitane su interferencije PNP s ovom metodom na nacin da je dodana boja u jazice
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koje su sadrzavale stani¢ni medij i PNP, bez stanica. Nakon dodavanja reagensa, ploCica je
inkubirana 3 sata na 37°C i 5 % CO- kako bi se razvila boja. Kada je boja u plocici postala
stabilna, pomocu c¢itata mikrotitarskih plocica Victor3 (Perkin Elmer, Waltham, SAD)

izmjerena je apsorbancija pri valnoj duljini od 490 nm.

3.5. Ispitivanje uc¢inka PNP na aktivaciju receptora

3.5.1. Ucinak na aktivaciju androgenih receptora

Ispitivanje aktivacije AR provedeno je pomocu in vitro modela koji koristi AR-EcoScreen GR
KO M1 stani¢nu liniju i u skladu sa smjernicom OECD-a broj 458.1% Nakon odmrzavanja,
stanice su odrzavane najmanje dvije pasaze prije sadenja za pokus U mediju opisanom u
poglavlju 3.2.1. U trenutku u kojem su stanice dostigle otprilike 90% konfluentnosti, odvojene
su od podloge dodatkom 3 mL tripsin-EDTA otopine. Djelovanje tripsina inaktivirano je
dodatkom 7 mL stanicnog medija a stani¢na je suspenzija zatim centrifugirana na 300xg 5
minuta. Supernatant je odbacen a stanice su resuspendirane u mediju koji sadrzi: DMEM/F-12
medij, 5% volumnog udjela FBS-a pro¢iséenog aktivnim ugljenom, 25 pg/mL antibiotika
higromicina B i 50 pg/mL antibiotika zeocina. Koristenje FBS-a procis¢enog aktivnim
ugljenom preporuceno je kako bi se izbjegle interferencije serumskih hormona koje mogu
rezultirati lazno pozitivnim rezultatima. Koncentracija stanica od 1x10* stanica po jazici
nasadena je u volumenu od 100 uL u neprozirne Nunc™ bijele plo¢ice sa 96 jazica (Thermo
Fisher Scientific, San Diego, SAD) i stanice su ostavljene u inkubatoru tijekom 24 sata. Nakon
inkubacije, stani¢ni je medij je uklonjen, stanice su isprane sa 100 uL PBS-a i dodan je odredeni
volumen svjezeg medija. Volumen dodanog medija ovisio je o tome ¢ime su stanice tretirane.
U slucaju kada je ispitivan u¢inak PSNP (50 nm, 150 nm, 350 nm), PPNP (50 nm), PENP (50
nm) i PET, dodano je 90 pL medija i 10 uL 10 puta vece koncentracije nanoc¢estica. Kada su
stanice tretirane PPNP (180 nm) dodano je 75 uL medija i 25 uL suspenzije nanocestica
koncentracije 40 mg/L a 87,5 uL medija i 12,5 pL suspenzije nanocestica (80 mg/L) prilikom
tretmana s PENP (350 nm). Za ispitivanje smjesa PNP volumen medija prilagoden je sukladno
broju komponenti u smjesi, na nac¢in da je smanjivan povecavanjem broja sastojaka smjese.
Radne otopine PNP pripremljene su razrijedivanjem u stanicnom mediju kako bi se izbjegao
suviSan dodatak vode u mediju i time ostvario citotoksi¢ni u¢inak. Smjese PNP dobivene su

njihovim dodavanjem direktno u jazice tako da kona¢na koncentracija svake od komponenata
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smjese bude ista. U¢inak PNP na endokrino-disruptivni profil oksibenzona i metilparabena
ispitan je njihovim mijeSanjem s PNP u odredenim koncentracijama. Radne otopine tih spojeva
pripremljene su otapanjem u DMSO 1 razrijedivanjem u vodi do Zeljene koncentracije. Kao
pozitivna kontrola, odnosno agonist AR, koristen je 5-a-dihidrotestosteron (DHT), koji je
pripremljen otapanjem u DMSO i razrijedivanjem u sterilnoj vodi do Zeljene koncentracije.
Antagonist AR, hidroksiflutamid (HF), koriSten je prilikom ispitivanja antagonistickog
djelovanja na AR a pripremljen je na isti na¢in kao i DHT. Koncentracija DHT-a u svim
ispitivanjima bila je 10 nmol/L a HF-a 1 pumol/L, kao $to je predlozeno u smjernici OECD-a.
Antagonizam testnih spojeva ispitan je dodavanjem 500 pmol/L DHT-a u sve jazice te
pra¢enjem smanjenja njegove luminiscencije. Nakon 24 sata inkubacije sa spojevima, stani¢ni
medij je odbacen a stanice isprane dva puta sa 100 pL PBS-a. Nadalje, stanice su pripremljene
prema uputama iz kompleta reagensa Luciferase Assay System (Promega, Madison, SAD) za
provedbu testa bioluminiscentne aktivnosti luciferaze. Komplet reagensa sadrzi supstrat i pufer
za luciferazni test, kao i pufer za lizu stanica koji je potrebno razrijediti 5 puta u destiliranoj
vodi prije koriStenja. Svi reagensi iz kompleta reagensa za provedbu testa bioluminiscentne
aktivnosti luciferaze trebaju biti termostatirani na 25°C da bi postigli temperaturu idealnu za
rad enzima. Kada su stanice isprane dodano je 20 pL razrijedenog pufera za lizu stanica a
plocica je centrifugirana pri 300 rpm 20 minuta u centrifugi Eppendorf 5810R (Eppendorf,
Hamburg, Njemacka). Reagens za luciferazni test pripremljen je mijeSanjem supstrata u obliku
liofiliziranog praha s pripadaju¢im puferom. Tako pripremljeni reagens stavlja se u injektorski
sustav ¢ita¢a mikroplocCica SpectraMax iD3 (Molecular Devices, San Jose, SAD). U sucelju
programskog paketa postavljeni su parametri mjerenja tako da se u svaku od jazica injektira
100 pL reagensa, plocica se trese u periodu od dvije sekunde i nakon toga slijedi mjerenje
luminiscentnih signala u trajanju od 10 sekundi. Po zavrSetku mjerenja rezultati su analizirani

prema uputama iz smjernice OECD-a.

3.5.2. Ucinak na estrogene receptore

Ispitivanje ucinka testnih kemikalija na ER provedeno je pomocu HeLa-9903 stanic¢ne linije.
Od otapanja do provodenja eksperimenata stanice su propagirane barem dvije pasaze kako bi
se svojstva stani¢ne linije stabilizirala. Kada je postignuta konfluentnost stanica od 90%, stanice
su odvojene od podloge, centrifugirane i resuspendirane u istom mediju u kojem su i odrzavane

(opisano u poglavlju 3.2.2.). U neprozirne Nunc™ bijele plocice sa 96 jazica nasadeno je 1x10*
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stanica po jazici u volumenu od 100 pL i ostavljeno u inkubatoru na 3 sata. Nakon 3 sata u
inkubatoru stanicama su dodane Zeljene koncentracije testnih spojeva, bez prethodnog
uklanjanja stani¢nog medija. Kao $§to je to propisano u smjernici OECD-a br. 458, sve
kemikalije dodane su u volumenu od 50 pL, tako da ukupni volumen u jazici iznosi 150 pL.
Radne otopine PNP pripremljene su razrijedivanjem u stanicnom mediju na na¢in da je
koncentracija radne otopine bila 3 puta veca od Zeljene u jazici. Otopina E2 pripremljena je
otapanjem u DMSO i serijskim razrijedivanjem u istom otapalu do koncentracije od 1 umol/L.
Razrijedivanjem te zadnje otopine u stani¢nom mediju dobivena je Zeljena koncentracija E2 od
1 nmol/L koja je koristena kao pozitivna kontrola. Otopine metilparabena i oksibenzona
pripremljene su otapanjem u DMSO i razrijedivanjem u stani¢cnom mediju do koncentracije 3
puta vece od Zeljene. Nakon tretmana u trajanju od 24 sata, stanice su pripremljene za mjerenje

kako je opisano u poglavlju 3.4.1.

3.6. Ispitivanje u¢inka PNP na proces steroidogeneze

U svrhu ispitivanja utjecaja PNP na sintezu spolnih hormona koriStena je stani¢na linija NCI-
H295R i protokol opisan u smjernici OECD-a br. 456. Prije samih eksperimenata stanice su
uzgajane 4 pasaze u mediju opisanom u poglavlju 3.2.3. Za provodenje ovih ispitivanja stanice
su nasadene u prozirne plocice s 24 jaZice (Eppendorf, Hamburg, Njemacka) u koncentraciji od
2x10° stanica po jazici u 1 mL kompletnog stani¢nog medija. Takva gustoca stanica odabrana
je kako bi tijekom 24 sata od sadenja postigle razinu konfluentnosti u rasponu 50-60%,
potrebnu za provodenje eksperimenata. Kada je proslo 24 sata od sadenja, stani¢ni medij je
uklonjen a stanice isprane s 300 uL PBS-a. Nakon toga stanice su tretirane PNP i njihovim
smjesama te forskolinom (Sigma Aldrich) i proklorazom (Sigma Aldrich) kao pozitivhom i
negativnom kontrolom. Prokloraz djeluje kao inhibitor enzima CYP17 i CYP19 koji sudjeluju
u procesu sinteze spolnih hormona, a posljedi¢éno smanjuje koncentraciju krajnjih produkata
steroidogeneze odnosno testosterona i estradiola.r”> Forskolin ima suprotno djelovanije,
odnosno aktivira enzime u procesu steroidogeneze i stimulira sintezu testosterona i
estradiola.'’® Obje kontrolne otopine pripremljene su otapanjem u DMSO i razrijedivanjem do
10 mmol/L u slu¢aju forskolina te 1 mmol/L u slu¢aju prokloraza. Konac¢ne koncentracije
otopina pomijesane su u volumenu od 1 pL s 999 uL stani¢nog medija u plasti¢noj tubici
(Eppendorf, Hamburg, Njemacka), nakon Cega je tubica vorteksirana a sadrzaj dodan u

odgovarajuu jazicu. Razrijedivanjem polaznih suspenzija PNP u stanicnom mediju
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pripremljene su njihove potrebne koncentracije u volumenu od 1 mL koji je direktno dodavan
u jazice. Inkubacija s testnim spojevima u slucaju ovog eksperimenta trajala je 48 sati. Nakon
inkubacije stanicni medij prikupljen je u oznaCene plasticne tubice koje su pohranjene u
zamrzivacu na -80°C da bi se ocCuvala stabilnost steroidnih hormona ¢ija ¢e se koncentracija u
tom mediju odredivati. Stanicama koje su ostale u jazici izolirana je RNA a postupak je opisan

u idu¢em poglavlju.

3.6.1. Odredivanje ekspresije gena lancanom reakcijom polimeraze

Postupak odredivanja ekspresije gena ukljucenih u proces steroidogeneze sastoji se od nekoliko
koraka. Proces zapocinje izolacijom ukupne RNA iz stanica koja se reverznom transkripcijom
prevodi u komplementarnu DNA (engl. complementary DNA, cDNA) potrebnu za kvantitativnu
lan¢anu reakciju polimeraze (engl. quantitative polymerase chain reaction, gPCR).

Nakon uklanjanja stanicnog medija, iz preostalih stanica izolirana je ukupna RNA pomocu
kompleta reagensa Aurum Total RNA Mini (Bio-Rad, Hercules, SAD). Komplet reagensa se
sastoji od pufera za lizu stanica (engl. lysis solution), kolonica za proc¢i§¢avanje RNA, dviju
otopina za ispiranje (engl. low and high stringency wash solution), otopine DNAze | te otopine
za eluciju RNA (engl. elution solution). Izolacija RNA zapoceta je dodatkom 350 uL pufera za
lizu stanica u svaku jazicu i provjerom potpunosti lize stanica pod mikroskopom. Liziranim
stanicama dodano je 350 pL 70%-tnog etanola visoke ¢istoce koji je prethodno razrijeden sa
sterilnom vodom bez RNA-za. Sadrzaj svake jazice temeljito je izmijeSan i pomocu automatske
pipete prenesen u oznacene kolonice za prociS¢avanje RNA. Kolonice su oprezno postavljene
na centrifugiranje pri 12000 x g 30 sekundi. Nakon centrifuge uslijedilo je dodavanje 700 pL
prve otopine za ispiranje (engl. low stringency wash solution) te ponovno centrifugiranje pri
istim uvjetima. U svaku kolonicu zatim je dodano 80 uL otopine DNAze | nakon ¢ega je
uslijedila inkubacija na sobnoj temperaturi u trajanju od 15 minuta. Po zavrsetku inkubacije u
svaku je kolonicu dodano 700 pL druge otopine za ispiranje (engl. high stringency wash
solution) i sve su centrifugirane pri 12000 x g 30 sekundi. Nakon toga slijedilo je dodavanje
700 pL prve otopine za ispiranje i centrifugiranje pri ve¢ spomenutim uvjetima. Dodatno, nakon
uklanjanja otopine, prazne kolonice su centrifugirane pri 12000 x g 2 minute da bi se osiguralo
uklanjanje svih prethodno dodanih otopina. Za kraj, na kolonice je naneseno 40 uL otopine za
eluciju RNA (engl. elution solution) a dobivena RNA sakupljana je u plasti¢ne tubice. Kolonice

su zajedno s pripadaju¢im tubicama centrifugirane pri 12000 x g 2 minute kako bi se eluirala
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zeljena RNA. 1z svake tubice izdvojeno je po 5 uL RNA u svrhu odredivanja koncentracije i
¢istoce RNA na NanoDrop uredaju (Thermo Fisher Scientific).

Komercijalno dostupan komplet reagensa iScript cDNA Synthesis (Bio-Rad) koristen je za
prevodenje izolirane RNA u cDNA. U plocice za PCR s 96 jazica ispipetirano je 15 pL
razrijedenog iScript reagensa (4 pL reagensa i 11 uL vode bez RNAza) i 5 uL izolirane RNA.
Jazice u plocici su zatvorene a plocica je stavljena u ThermoMixer C (Eppendorf) pomocu kojeg
je provedena reakcija reverzne transkripcije. Na ThermoMixeru C namjeStena su 4 koraka
reakcije: prvi korak 5 minuta na 25°C, zatim 20 minuta na 46°C te 1 minutu na 95°C. Kao
zadnji korak postavljeno je hladenje na 4°C da se potpuno spusti temperatura u plocici, nakon
¢ega je plocica pohranjena u zamrzivacu na temperaturi od -20°C do provodenja PCR reakcije.

Prije samog provodenja PCR reakcije s uzorcima, koncentracije pocetnica odabrane prema
Hilscherova et al.}’? optimirane su na uzorku netretiranih stanica. Za kvantifikaciju umnazanja
ciljnih gena koristena je fluorescentna boja SYBR Green (Roche, Basel, Svicarska). Pocetnice
su pripremljene na nacin da je u plasti¢ne tubice PCR cisto¢e (Eppendorf) dodan odgovarajuéi
volumen uzvodne (engl. forward) i nizvodne (engl. reverse) pocetnice ciljnog ili referentnog
gena, voda bez nukleaza i 10 uL boje SYBR Green. Slijedovi pocetnica i njihova priprema za
reakciju prikazani su u tablici 1. Disocijacijske krivulje (slika 48 u poglavlju Dodatak) pruzaju
uvid u homogenost nastalih produkata PCR reakcija i specificnost umnazanja. U plo€icu za
PCR s 96 jazica dodano je 5 uL cDNA i 15 pL reakcijske smjese odgovarajuce pocetnice. Osim
u jazice koje su sadrzavale cDNA Zeljenih uzoraka, reakcijska smjesa svake poc€etnice dodana
je i u jazice koje su sadrzavale 5 pL vode bez nukleaza. Jazice s vodom i pocetnicama
predstavljaju kontrolu reakcije (engl. no template control). Kvantitativna lancana reakcija
polimeraze provedena je na uredaju Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Waltham, SAD) i sastojala se od nekoliko koraka. Za pocetak, plocica je
inkubirana na 95°C 10 minuta nakon ¢ega je uslijedilo 40 koraka amplifikacije u dva koraka:
95°C 15 sekundi i 60°C 60 sekundi. Po zavrsetku amplifikacije, nastupila je disocijacijska faza
u tri koraka: 95°C 15 sekundi, 60°C 60 sekundi i ponovno 95°C 15 sekundi.
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Tablica 1. Slijedovi (engl. forward, F i reverse, R) i priprema pocetnica koristenih u reakcijskim

smjesama za ispitivanje ekspresije gena ukljucenih u steroidogenezu.

Gen Slijed c(nM) VER(ML) Viode (UL)

F: AGGTGCTATTGGTCATCTGCTC
CYP19 400 0,8 3,40
R: TGGTGGAATCGGGTCTTTATGG

F: AGCCGCACACCAACTATCAG
CYP17 600 1,20 2,60
R: TCACCGATGCTGGAGTCAAC

F: GAGATGGCACGCAACCTGAAG
CYP11 400 0,8 3,40
R: CTTAGTGTCTCCTTGATGCTGGC

F: TGCCAGTCTTCATCTACACCAG
3p-HSD 400 0,8 3,40
R: TTCCAGAGGCTCTTCTTCGTG

F: TGCGGGATCACGGATGACTC
17p-HSD 400 0,8 3,40
R: GCCACCATTCTCCTCACAACTC

F: CACTCTTCCAGCCTTCCTTCC
p-aktin 200 0,4 4,20
R: AGGTCTTTGCGGATGTCCAC

3.6.2. Odredivanje koncentracije steroidnih hormona

Koncentracija steroidnih hormona u stani¢cnom mediju nakon tretmana NCI-H295R stanica
odredena je pomoéu MassChrom® Steroids kompleta reagensa (Chromsystems, Grifelfing,
Njemacka) i vezanog sustava tekuéinska kromatografija - tandemna spektrometrija masa (engl.
liquid chromatography tandem - mass spectrometry, LC-MS/MS). Priprema uzoraka odradena
je prema uputama iz kompleta reagensa koji se sastoji od kolonica za procis¢avanje uzorka
(engl. sample clean up columns), svih pufera potrebnih za pripremu uzoraka te mobilne faze
za kromatografiju. Ono §to nije sadrzano u kompletu reagensa a potrebno je, su analiticka
kolona (Chromsystems) te set odgovarajucih kalibratora i kontrola (Chromsystems). Ovom su
metodom odredene koncentracije 6 steroidnih hormona: progesterona,
17-a-hidroksiprogesterona (17-OHP), dehidroepiandrosterona (DHEA), androstendiona,

estradiola i testosterona.
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Pripremi uzorka prethodila je priprema kolonica za proc¢iS¢avanje na nacin da je prvo u sve
kolonice dodano 700 pL prvog reagensa za ekvilibraciju i centrifugirano pri 400 x g 1 minutu.
Isti je postupak ponovljen s drugim ekvilibracijskim reagensom. Nadalje, u plasti¢noj tubici
(Eppendorf) pomijesano je 50 pL unutarnjeg standarda, 450 pL ekstrakcijskog pufera i 500 pL
uzorka. Dobivena smjesa vorteksirana je 1 minutu kako bi se sve komponente dobro izmijesale.
U slucaju kontrolnih uzoraka i kalibratora primijenjen je isti postupak. Nakon vorteksiranja
sadrzaj tubica oprezno je nanesen na oznacene kolonice i one su centrifugirane 400 x g 1
minutu. Dodavanjem 700 uL pufera za ispiranje u dva koraka i centrifugiranjem, prvo pri 400
X g 1 minutu a zatim pri 3000 x g 2 minute, uklonjene su eventualne neéistoée zaostale na
kolonicama. Kolonice su potom prebacéene u staklene posudice (Chromsystems) te im je dodano
1 mL pufera za eluciju uzorka (engl. elution buffer). Staklene posudice i kolonice zajedno su
centrifugirane pri 400 x g 1 minutu kako bi eluat dospio u staklene posudice. Priprema uzoraka
zavr$ava uparavanjem eluata u staklenim posudicama do suhog pri 50°C i otapanjem u 100 pL
pufera za rekonstituciju (engl. reconstitution buffer). Uzorci su snimljeni na uredaju Nexera X2
(Shimadzu, Kyoto, Japan) uz prethodno validiranu metodu za odredivanje koncentracije
steroidnih hormona i pomo¢ izv. prof. dr. sc. Zeljka Debeljaka u KBC-u Osijek. Mobilna faza
koriStena je iz kompleta reagensa a njezin protok podesen je na 0,5 mL/min. Volumen
injektiranja uzorka postavljen je na 40 pL. Kromatogrami pozitivne i negativne kontrole te

netretiranih stanica prikazani su u Dodatku (slike 49-51).

3.7. Statisticka obrada rezultata

Rezultati dobiveni DLS 1 ELS mjerenjima analizirani su na nacin da je izraCunata srednja
vrijednost 1 standardna devijacija 6 mjerenja. Prezivljenje stanica, odnosno rezultati MTS testa
izrazeni su u odnosu na negativne kontrole i izraunati kao srednja vrijednost Sest mjerenja iz
dvaju neovisnih eksperimenata s odgovarajuéom standardnom devijacijom. Mjerenja
luciferazne aktivnosti obradena su prema uputstvima iz odgovarajucih smjernica OECD-a. U
sluCaju oba receptora rezultati su izracunati kao relativna promjena u odnosu na pozitivnu
kontrolu a odgovor koji su postigle same stanice, bez dodavanja tretmana, oduzet je od
odgovora svih uzoraka. U slucaju ER, tretmani koji su ostvarili barem 10% aktivnosti 1 nM E2
smatrani su agonistima ER. Suprotno, u slu¢aju AR, za tretmane koji su inhibirali odgovor 500
pM DHT barem 30% smatralo se kako imaju antagonisti¢ko djelovanje. Koeficijenti adicije

koncentracije izracunati su prema formuli preuzetoj iz rada koji su objavili Ritz i suradnici:
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Dps = Exp — Es — Eg + E, (3.7.1)
gdje je Dpa koeficijent adicije koncentracije, Eag odgovor smjese, Ea odgovor pojedinacne
komponente A, Eg odgovor pojedinacne komponente B a Eo odgovor netretiranih stanica.
Ukoliko je Dpa vrijednost manja od 0 u¢inak smjese smatra se antagonistiCkim a suprotno,
ukoliko je veéa od 0 u¢inak je sinergisticki.**?

Promjene u ekspresiji gena, odredene PCR tehnikom, analizirane su metodom koju su
predlozili Livak i suradnici.}”® Prvo je za sve uzorke izracunata vrijednost ACtkoja je dobivena
oduzimanjem koncentracije referentnog gena u uzorku od koncentracije ciljnog gena u uzorku.
Zatim se za sve uzorke izraCuna AACt vrijednost koja je rezultat oduzimanja koncentracije
ciljnog gena u negativnoj kontroli (netretirane stanice) od koncentracije ciljnog gena u uzorku.

Kona¢no, izrat¢una se 2-44¢

T vrijednost koja se usporeduje s onom izraCunatom za netretirane
stanice. Ta vrijednost za negativnu kontrolu iznosi 1 te ako je dobivena vrijednost za tretmane
vece od 1 smatra se da je ekspresija ciljnog gena pojacana u odnosu na netretirane Stanice.
Suprotno, ukoliko je dobivena 2-22%; vrijednost manja od 1, rezultat se tuma¢i tako da tretman
stanica smanjuje ekpresiju ciljnog gena. Svi eksperimenti provedeni su u triplikatima i
ponovljeni dvaput a rezultati su srednja vrijednost sa standardnom devijacijom. Statisticka
znacajnost dobivenih rezultata ispitana je metodom ANOVA (engl. analysis of variance).
Nakon toga, pomo¢u Dunettovog post-hoc testa, utvrdeno je postoje li statisti¢ki znacajne
razlike izmedu tretiranih i netretiranih stanica. Nakon analize uzoraka medija iznad stanica
tretiranih razli¢itim PNP teku¢inskom kromatografijom dobiveni rezultati prikazani su kao

koncentracija steroidnog hormona. Za odredivanje statisticke znacajnosti koriStena je ANOVA

a za utvrdivanje razlike u odnosu na netretirane stanice koristen je Dunettov post-hoc test.
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§4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Fizikalno-kemijska svojstva nanocestica plastike

Odredivanje hidrodinamickog promjera i1 zeta potencijala PNP provedeno je metodama
rasprSenja svjetlosti, DLS i ELS. Primarno su ta svojstva odredena u ultracistoj vodi koja je
disperzni medij za sve vrste PNP. Uz to, mjerenja su prvo odradena u ultracistoj vodi kako bi
se veli¢ina PNP usporedila s onom iz certifikata analize dostavljenog s njima. Tablica 2
prikazuje dobivene rezultate za hidrodinamicki promjer, zeta potencijal i1 indeks
polidsiperznosti (engl. polydispersity index, PDI). Rezultati ukazuju kako je dobiveni dn u
skladu s veli¢inama PNP iz njihovih certifikata. Zeta potencijal svih PNP osim PS50 i PS150

niZi je od -30 mV §to upuéuje na koloidnu stabilnost.}™

Tablica 2. Hidrodinamicki promjer (dn), indeks polidisperznosti (PDI) i zeta potencijal ()
nanocestica polistirena, polietilena, polipropilena i polietilentereftalata odredeni u ultracistoj
vodi. Mjerenja su provedena pri ® = 25°C odmah nakon razrijedivanja suspenzije do

koncentracije 10 mg/L.

Ultracista voda,t=0h

Vrsta nanocestica

du (nm) PDI ¢ potencijal (mV)
PS50 47,3+0,7 0,1 -6,1+0,2
PS150 208,4 £ 6,6 0,2 -52+172
PS350 401,4 £ 29,5 0,3 -428+11
PES0 62,5+0,8 0,1 -52,7+1,0
PE350 351,1+14.2 0,2 -326+1,6
PP50 53,7+0,9 0,2 -43,4+29
PP180 186,0+ 1,7 0,1 -31,1+0,5
PET 86,5+0,9 0,1 -62,4+0,8
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Kako bi se $to bolje procijenilo ponaSanje nanocestica prilikom tretmana stanica,
hidrodinamicki promjer i zeta potencijal odredeni su i u stanicnom mediju (MEM bez fenol
crvenog + 5% FBS-a procis¢enog aktivnim ugljenom). Buduéi da veli¢ina, oblik, povrSinski
naboj i funkcionalizacija povrSine nanocestica utjecu na njihovu interakciju sa stanicama, vazno
je proucavati njihova svojstva u bioloskim medijima.l”® IzloZenost nanodestica bioloskom
mediju rezultira njthovom interakcijom s proteinima iz medija i nastajanjem proteinske korone.
Zbog adsorpcije proteina iz medija, hidrodinamicki promjer nanocestica odreden u stani¢nom
mediju biti ¢e veéi od onoga odredenog u vodi.l’”® Sastav proteinske korone mijenja se s
vremenom te ovisi 0 svojstvima nanocestica i proteina iz medija. Iz navedenih razloga,
stabilnost PNP u stani¢nom mediju evaluirana je i nakon 24 sata koliko je trajanje tretmana
stanica u eksperimentima aktivacije receptora. U tablici 3 prikazani su dobiveni rezultati koji
ukazuju da su vrijednost du u stani¢cnom mediju veée u odnosu na one u ultracistoj vodi §to se
mozZe objasniti nastajanjem proteinske korone na PNP.1"

Takoder, osim u slu¢aju PPNP 50 nm i smjese MIX350, moze se uociti kako ne dolazi do
znacajnih razlika u promjeru nakon 24 sata $to upucuje na stabilnost u stanicnom mediju. Za
PPNP 50 nm i smjesu MIX350 moZe se zakljuciti da dolazi do agregiranja u 24 sata. PDI
vrijednosti vece su u usporedbi s vrijednostima dobivenim mjerenjem u ultracistoj vodi $to se
moze objasniti detektiranjem proteina prisutnih u staniénom mediju. Usporedbom vrijednosti
zeta potencijala iz tablice 2 i 3 ocite su razlike kod svih PNP osim PSNP 50 nm i PSNP 150
nm. Zeta potencijal odreden u ultracistoj vodi za sve PNP osim PSNP 50 nm i PSNP 150 nm
negativniji je sto upucuje na vecu koloidnu stabilnost tih ¢estica u ultracistoj vodi u odnosu na

stanicni medij.
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Tablica 3. Hidrodinamicki promjer (dn), indeks polidisperznosti (PDI) i zeta potencijal ()
nanocestica polistirena, polietilena, polipropilena i polietilentereftalata odredeni u staniénom
mediju. Mjerenja su provedena odmah po pripremi suspenzije i 24 sata nakon. Koncentracija

svih PNP je bila 10 mg/L a mjerenja su odradena pri © = 25°C.

CCM,t=0h CCM,t=24h
Vrsta
nanocestica du (M) PDI {p(gtﬁ{l/(;ljal dv (M) PDI Cp(z:ﬁ(l/(;ljal
PS50 585+6,4 0,3 -115+£1,6 56,0 + 6,2 0,4 -8,0+£0,8

PS150 483,1+346 09 -10,0£0,3  451,7+36,7 05 -95+18
PS350 774,2+66,0 0,7 -99+0,6 702,5+350 0,7 -1,1+0,5
PE50 81,1+50 05 -10,4 £ 2,2 86,0 2,5 0,5 -84+0,8
PE350 377,4+117 0,6 -16,4 +1,2 377,771 0,6 -16,2+1,3
PP50 675+52 0,5 -6,4+22 113,2+20,4 0,7 -34+16
PP180 2264+78 0,2 -14,0+0,4 2252 +41 0,2 -128+15
PET 1219+39 0.3 -11,7+0,4 119,0+6,3 0,3 -71,3+0,9
MIX 50 1196+15 0,2 -13,3+0,7 110,7+2,1 0,2 -13,3+ 24
MIX 150 192,6+180 0,2 -114+11 193,7+8,9 0,2 -12,4 +0,6
MIX 350 3545+336 0,6 -13,7+11  6655+353 0,6 -16,2 + 0,6

Oblik PNP odreden je pomo¢u SEM-a. Iz slike 7 vidljivo je kako su sve PNP osim PENP 50
nm 1 PPNP 50 nm, sferi¢nog oblika. U slu¢aju PENP 50 nm i PPNP 50 nm vidi se da je
morfologija mjesovita. Zastupljene su Cestice sfericnog oblika ali zasigurno je veéi broj onih

¢iji je oblik nepravilan.
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Slika 7. SEM slike: a) PENP 50 nm, b) PENP 350 nm, ¢) PPNP 50 nm, d) PPNP 180 nm, e)
PSNP 50 nm, f) PSNP 150 nm, g) PSNP 350 nm i h) PET.
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4.2. Ucinak PNP na stani¢no prezivljenje

Kako bi se ispitala sigurnost odabranih koncentracija PNP za stanice, proveden je MTS test.
Citotoksic¢nost Zeljenog koncentracijskog raspona PNP 1 njihovih smjesa ispitana je na obje
stani¢ne linije koje su koriStene kao modeli receptora. Uz to, prije pokusa steroidogeneze,
potvrdena je sigurnost tih koncentracija za NCI-H295R stanice. Osim navedenog, toksi¢nost
oksibenzona i metilparabena ispitana je za modele AR i ER. Kriterij koji je koriSten za
odredivanje netoksi¢nosti neke koncentracije je da tretman ne smanjuje vijabilnost stanica ispod
90% u odnosu na negativnu kontrolu, odnosno netretirane stanice.

S obzirom da nanomaterijali mogu interferirati s mnogim in vitro testovima, posebice
kolorimetrijskim, ispitana je moguénost interferencija s MTS testom.®7" Nagin na koji je
provedeno ispitivanje interferencija je dodavanje pojedine PNP i smjesa u stani¢ni medij s
bojom i usporedivanje apsorbancije s apsorbancijom samog stani¢nog medija. Buduéi da je
apsorbancija u oba slucaja bila jednaka moze se zakljuciti kako PNP ne reagiraju s MTS
reagensom i time ne utjeu na rezultate testa. Dodatno, pretragom literature utvrdeno je kako je
MTS &esto koristena metoda pri ispitivanju citotoksi¢nosti PNP.1’® Iz navedenih razloga, a i
zbog velikog broja uzoraka, koristen je MTS test kao visokoproto¢na metoda u usporedbi s

proto¢nom citometrijom Koja daje vise informacija.

4.2.1. AR-EcoScreen stanicna linija

Slika 8. prikazuje rezultate MTS testa provedenog na AR-EcoScreen GR KO M1 stanicama
nakon 24-satnog tretmana s razli¢itim PNP u koncentracijama 10, 5, 1 i 0,1 mg/L. 1z navedenih
rezultata vidljivo je da nijedna vrsta PNP u ovim koncentracijama nije toksi¢na za stanice. U
nedavnoj studiji van Boxel i suradnici'’® testirali su toksi¢nost PSNP razligitih veli¢ina i
koncentracija na ovoj stani¢noj liniji i pokazali su kako PSNP promjera 50 nm nisu toksi¢ne
¢ak ni u koncentraciji od 100 mg/L. Takoder, Lu i suradnici'® odredivali su toksi¢nost PSNP
promjera 100 i 500 nm u koncentracijama 5, 10, 25, 50 i 100 mg/L na endotelnim stanicama
pupcane vrpce HUVEC. Njihovi rezultati pokazali su kako navedene koncentracije ne smanjuju
znacajno vijabilnost stanica u periodu inkubacije od 24 sata. Nadalje, citotoksi¢nost PENP
ispitana je MTS testom na 9 razli€itih stani¢nih linija s najve¢om koncentracijom od 200 mg/L
i pokazalo se kako ni u jednom slu¢aju nema znacajnog smanjenja vijabilnosti stanica.'8! U
170

istrazivanju Bozicevi¢ 1 suradnika™"” ispitana je toksi¢nost PPNP proto¢nom citometrijom u

koncentracijama 10, 1, 0,1, 0,01 i 0,001 mg/L na stani¢noj liniji T47D-KBluc. Nakon tretmana
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s najve¢om koncentracijom PPNP 84% stanica je bilo zivo i ta je koncentracija koriStena u

ostalim eksperimentima.
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Slika 8. Prezivljenje AR-EcoScreen GR KO M1 stanica nakon tretmana s 10, 5, 11 0,1 mg/L:
a) PSNP 50, 150 i 350 nm, b) PENP 50 i 350 nm, c) PPNP 50 i 180 nm i d) PET. Rezultati su
prikazani kao postotak Zivih stanica u odnosu na negativnu kontrolu a dobiveni su iz triplikata

dvaju ponovljenih eksperimenata.

Na slici 9. prikazani su rezultati prezivljenja stanica uslijed tretmana s razli¢itim smjesama
PNP. Smjese su pripremljene dodatkom svake pojedine PNP na na¢in da kona¢na koncentracija
svake u jazici bude ista. Oc¢ito je kako se ¢ak ni u takvim uvjetima vijabilnost stanica ne
smanjuje ispod 90%. 1z tog razloga sve koncentracije navedenih smjesa koriStene su u daljnjim

eksperimentima.
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Slika 9. Prezivljenje AR-EcoScreen GR KO M1 stanica nakon tretmana s: a) smjesom PSNP
50 nm, PENP 50 nm, PPNP 50 nm i PET, b) smjesom PSNP 150 nm i PPNP 180 nm, c)
smjesom PSNP 350 nm i PENP 350 nm i d) smjesom PSNP 50, 150 i 350 nm. Rezultati su
prikazani kao postotak Zivih stanica u odnosu na negativnu kontrolu a dobiveni su iz triplikata

dvaju ponovljenih eksperimenata.

Citotoksi¢nost oksibenzona i metilparabena u rasponu koncentracija od 10? do 10° puM
prikazana je na slici 10. Postotak zivih stanica u odnosu na negativnu kontrolu nije se smanjio
uslijed tretmana s navedenim koncentracijama. Testirani raspon koncentracija odabran je prema
prethodnim ispitivanjima toksiénosti tih spojeva na in vitro modelima.1%1% Ve¢e koncentracije
spojeva nisu ispitivane zbog slabe topljivosti spojeva u vodi, stoga nije bilo mogucée odrediti
LDso (engl. lethal dose 50) odnosno koncentraciju koja ubija 50% stanica. In vivo ispitivanja

toksi¢nosti metilparabena nakon oralne primjene odredila su LDso0d 2100 mg/kg tjelesne mase
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na $takorskom modelu a za oksibenzon razina bez opazenog Stetnog ucinka (engl. no observed

adverse effect level, NOAEL) iznosila je 411 mg/kg tjelesne mase. 124152
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Slika 10. Prezivljenje AR-EcoScreen GR KO M1 stanica nakon tretmana s: a) oksibenzonom i
b) metilparabenom. Rezultati su prikazani kao postotak zivih stanica u odnosu na negativnu

kontrolu a dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.

4.2.2. HelLa-9903 stanicna linija
Slike 11. i 12. prikazuju rezultate MTS testa provedenog na HelLa-9903 stani¢noj liniji.

Pokazano je kako koncentracije samostalnih PNP od 10, 5, 1 i 0,1 mg/L ne smanjuju vijabilnost
stanica ispod 90%. U istrazivanju toksi¢nosti smjesa PNP ispitane su koncentracije od 10, 2,5,
1,0,2510,1 mg/L u slu¢aju MIX50 (PSNP 50 nm, PENP 50 nm, PPNP 50 nm 1 PET), 10, 5, 1,
0,5, 0,1 mg/L u slu¢aju MIX150 (PSNP 150 nm i PPNP 180 nm) i MIX350 (PSNP 350 nm i
PENP 350 nm) te 10, 5, 2,5, 1, 0,5, 0,1 mg/L u slu¢aju MIXPS (PSNP 50, 150 i 350 nm).
Navedene smjese pripremljene su na nacin da je svaka pojedina PNP dodana u jaZicu tako da
joj konacna koncentracija odgovara prethodno spomenutima. Nijedna od ispitivanih smjesa nije
pokazala toksi¢nost odnosno smanjila postotak zivih stanica u odnosu na negativnu kontrolu na
manje od 90%. Iz navedenog razloga sve su koncentracije koriStene u eksperimentima
aktivacije receptora. Ruan i suradnici ispitivali su citotoksi¢nost PSNP razli¢itih veli¢ina (10,
15, 25, 40, 50 i 500 nm) u koncentracijama od 1, 10, 20, 40, 80, 100, 200 i 500 mg/L koristeci
HeLa stani¢nu liniju.’®? Dobiveni rezultati, u skladu s prijasnjima, pokazali su da su manje
PSNP toksicnije od vec¢ih. PSNP veli¢ine 40, 50 i 500 nm nisu pokazale znacajno smanjenje
vijabilnosti ni u jednoj od testiranih koncentracija, dok je koncentracija od 500 mg/L PSNP

promjera 25 nm Smanjila vijabilnost za 10%. U slu¢aju PSNP promjera 15 nm vec je
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koncentracija od 80 mg/L zna¢ajno smanjila vijabilnost a kod najmanjih PSNP promjera 10 nm
¢ak i1 40 mg/L. Takoder, pokazali su kako toksi¢nost su manje PSNP uzrokovale nastajanje
reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS) §to je i pretpostavljeni
mehanizam njihove toksi¢nosti. Njihovi rezultati u dobrom su slaganju s dobivenima jer

pokazuju netoksi¢nost PSNP u testiranom koncentracijskom rasponu i veli¢inama.
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Slika 11. Prezivljenje HeLa-9903 stanica nakon tretmana s 10, 5, 11 0,1 mg/L: a) PSNP 50, 150
i 350 nm, b) PENP 50 i 350 nm, ¢) PPNP 50 i 180 nm i d) PET. Rezultati su prikazani kao
postotak zivih stanica u odnosu na negativnu kontrolu a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.
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Slika 12. Prezivljenje HeLa-9903 stanica nakon tretmana s: a) smjesom PSNP 50 nm, PENP 50
nm, PPNP 50 nm i PET, b) smjesom PSNP 150 nm i PPNP 180 nm, c¢) smjesom PSNP 350 nm
i PENP 350 nm i d) smjesom PSNP 50, 150 i 350 nm. Rezultati su prikazani kao postotak zivih
stanica u odnosu na negativhu kontrolu a dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih

eksperimenata.

Prije ispitivanja utjecaja PNP na endokrino dirsuptivni profil metilparabena i oksibenzona,
njihova je citotoksi¢nost testirana zasebno. Utjecaj spomenutih kemikalija na prezivljenje
HelLa-9903 stanica prikazan je naslici 13. Iz prikazanih rezultata moze se zakljuciti kako raspon
koncentracija od 10? do 10®° uM ne narusava vijabilnost stanica i moze se koristiti u daljnjim

eksperimentima.
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Slika 13. Prezivljenje HeLa-9903 stanica nakon tretmana s: a) oksibenzonom i b)
metilparabenom. Rezultati su prikazani kao postotak zivih stanica u odnosu na negativnu

kontrolu a dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.

4.2.3. NCI-H295R stanicna linija

MTS test koristen je i za odredivanje prezivljenja NCI-H295R stanica uslijed tretmana s PNP i
njihovim smjesama. Same PNP koristene su u koncentracijama od 10, 5, 1 i 0,25 mg/L a
koncentracije smjesa MI1X150 i MI1X350 bile su 10, 1 i 0,5 mg/L. Stanice su tretirane smjesom
MIX50 u koncentracijama 10 i 1 mg/L. Slika 14. prikazuje dobivene rezultate iz kojih je o€ito
kako ni same PNP, ni odabrane smjese, ne smanjuju vijabilnost stanica ispod 90%. Iz tog
razloga sve koncentracije bile su sigurne za koriStenje u ispitivanju utjecaja PNP i njihovih
smjesa na proces steroidogeneze. Dobiveni rezultati u skladu su s nedavnim ispitivanjem koje
je potvrdilo netoksi¢nost PSNP za NCI-H295R stanice u ovim koncentracijama.l”® Naime,
jedina znacajna promjena u vijabilnosti bilo je povecanje uslijed tretmana s 100 mg/L. PSMP
veli¢ine 1 uM. Koncentracije od 100, 10, 1, 0,1 i 0,01 mg/L u slu¢aju estica PS promjera 50 i

200 nm te 10 uM nisu uzrokovale nikakvu znacajnu promjenu u vijabilnosti.
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Slika 14. Prezivljenje NCI-H295R stanica nakon tretmana s: a) PSNP 50, 150 i 350 nm, b)
PENP 50 i 350 nm, ¢) PPNP 50 i 180 nm, d) PET i e) smjesama MIX50, MIX150 i MIX350.

Rezultati su prikazani kao postotak zivih stanica u odnosu na negativnu kontrolu a dobiveni su

iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.
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4.3. Ucinak PNP na aktivaciju receptora

Aktivacija AR i ER uslijed tretmana s razli¢itim PNP ispitana je provodenjem testa
bioluminiscentne aktivnosti luciferaze na stani¢nim linijama AR-EcoScreen GR KO M1 i
HelLa-9903. U ovim eksperimentima stanice su tretirane razli¢itim PNP u koncentracijama od
10, 5, 1 1 0,1 mg/L kao i njihovim smjesama u razliitim koncentracijama. Inkubacija s
tretmanima trajala je 24 sata nakon Cega je mjerena luciferazna aktivnost. Smjesa MIX50
sastojala se od PSNP 50 nm, PENP 50 nm, PPNP 50 nm i PET koje su za tretmane pomijeSane
tako konac¢na koncentracija svih PNP u jazici bude ista. Komponente MIX150 smjese su PPNP
180 nm i PSNP 150 nm a smjese MI1X350 PENP 350 nm i PSNP 350 nm. Smjesu MIXPS ¢ine
PSNP triju razli¢itih promjera: 50, 150 1 350 nm.

4.3.1. Androgeni receptori

Odredivanje antagonisti¢kog djelovanja PNP na AR provedeno je sukladno uputama smjernice
OECD-a br. 458. Interpretacija rezultata ovog testa temelji se na postotku odgovora koji
inducira testna kemikalija. Ukoliko je taj odgovor jednak ili ve¢i od 10% odgovora koji inducira
pozitivna kontrola, odnosno DHT, kemikalija se smatra agonistom AR. U slucaju PNP, taj
kriterij nije zadovoljen, zbog ¢ega je provedeno ispitivanje antagonistickog djelovanja. U ovom
slucaju, kriterij je takav da kemikalija mora inhibirati odgovor DHT-a za barem 30%, da bi se
smatrala antagonistom AR. Na slici 15. prikazani su rezultati provedenog antagonistickog testa
na AR-EcoScreen GR KO M1 stani¢noj liniji. Vidljivo je da PSNP nema antagonisticko
djelovanje na AR, bez obzira na veli¢inu nanocestica, kao i PET. Dobiveni rezultati u skladu
su s nedavnim istrazivanjem koje su proveli van Boxel i suradnici.}’® U tom radu ispitivan je
antagonisticki utjecaj PSNP promjera 50 i 200 nm ali i 1 i 10 um u koncentracijama od 100,
10, 1,0,110,01 mg/L. Pokazano je kako PSNP neovisno o veli¢ini i koncentraciji ne inhibiraju
odgovor DHT-a.

Suprotno tome, u slu¢aju PENP, nanocCestice ve¢eg promjera inhibirale su odgovor DHT-a za
viSe od 40% te se mogu smatrati antagonistom AR. U njihovom slucaju inhibicija odgovora
DHT-a ovisila je o koncentraciji na nacin da je veca koncentracija viSe inhibirala, odnosno
moze Se reci da je krivulja doza-odgovor linearna. PENP promjera 50 nm takoder su inhibirale
odgovor DHT-a ali za samo otprilike 20% $to nije dovoljno za ispunjavanje kriterija. 1z slike
15 takoder je vidljivo da obje veli¢ine PPNP u najve¢im koncentracijama inhibiraju odgovor

DHT-a vise od 40% i tako zadovoljavaju kriterij za antagonisticko djelovanje na AR. Nadalje,
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kao i kod PENP promjera 350 nm, postotak inhibicije odgovora ovisi o koncentraciji PPNP i

smanjuje se smanjivanjem koncentracije.
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Slika 15. Inhibicija AR nakon tretmana stanica s: @) PSNP promjera 50, 150 i 350 nm, b)
PENP promjera 50 i 350 nm, ¢) PPNP promjera 50i 180 nm i d) PET. Isprekidana crvena linija
predstavlja 30% inhibicije a puna crvena linija 50% inhibicije. Rezultati su prikazani kao
postotak luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 500 pM DHT, a dobiveni su iz triplikata

dvaju ponovljenih eksperimenata.

Slika 16. prikazuje rezultate dobivene uslijed tretmana stanica s razliitim smjesama PNP.
Smjese MIX50 i MIX150 uvelike inhibiraju odgovor DHT-a, s ¢ime smjesa MIX150 ¢ak vise
od 50%. Postotak inhibicije DHT-a u slu¢aju smjese MIX50 je izmedu 40 i 50% $to je i vise
nego dovoljno da bi se taj u€inak proglasio antagonistickim. Kao i u slu¢aju samih PNP, i ovdje

je vidljivo kako postotak inhibicije odgovora DHT-a ovisi 0 koncentraciji PNP u smijesi.
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Postotak inhibicije u sluc¢aju smjese MIXPS ne ispunjava zadane uvjete ni u jednoj od
koncentracija s kojima su stanice tretirane. Postotak inhibicije DHT-a u slucaju najvece
koncentracije smjese M1X350, odnosno 10 mg/L PSNP 350 nm i 10 mg/L PENP 350 nm, je
to¢no 30%. Budu¢i da je kriterij smjernice OECD-a zahtijeva da postotak inhibicije bude 30%
ili viSe, 1 ovaj se rezultat ukljucuje te se za smjesu MIX350 moze reci da ostvaruje antagonisticki

u¢inak na ovom stani¢nom modelu AR.

a) b)
120 1204
110 110+
t wl I T tw] T
a5 2 —t=—
§'-_'- 904 —= ¥ 904 %
I 2T
5o 80+ — =3 807
[
30 I O = L £ I ==l I A
9 B e
tona 60 8’@ 60 =
£2 5 — £2 50
e g
85 g5«
Ex Ex
E 307 £ 307
3 _ 2 -
* 20 = 20
104 104

<
=]

N 9 ) LN ] N N Q o o N
@@“ ’: v o “I @$ \, o b
\,1\(’ PS50 + PE5S0 + PP50 + PET (mglL) é\\‘? PS150 + PP180 (mglL)
< 9
c) a)
120+ 120
1104 110
2 g
£ 1004 5 100
o ESTN A T ]
ic o e = = ic ™ = B &
- [ =]
BR 1 -l = -IF = 1= 1 1 - 5SS Mt d==1-fF=d-t==-1t==t4==1-F="-1==F
we 7] 8
o 60 25 60
£x 5 £2 50
co c0
[ 52
SE a0 8 E 40
£ £8
E 30+ £ 30
3 3
= 20 5 207
104 10
0 T T T T T L 0 Ll T T T L T L]
@Q@\ N ® N o2 o QQ\!‘\ N o 42 N o? o
L ] N L ]
{\@ PS350 + PE350 (mgiL) ‘{\@ PS50 + PS150 + PS350 (mglL)
Q Q

Slika 16. Inhibicija AR nakon tretmana stanica s: a) smjesom PSNP 50 nm, PENP 50 nm, PPNP
50 nm i PET, b) smjesom PSNP 150 nm i PPNP 180 nm, c) smjesom PSNP 350 nm i PENP
350 nmid) smjesom PSNP 50, 150 1 350 nm. Isprekidana crvena linija oznacava 30% inhibicije
a puna crvena linija 50% inhibicije androgenih receptora. Rezultati su prikazani kao postotak
luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 500 pM DHT, a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.
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4.3.2. Estrogeni receptori

Ispitivanje agonistickog uc¢inka PNP na ER provedeno je prema smjernici OECD-a br. 455.
Kriterij prema kojem se razlucuju agonisti ER je ostvarivanje barem 10% odgovora pozitivne
kontrole, E2. 1z slike 17. vidljivo je da takav kriterij zadovoljavaju samo PPNP promjera 180
nm i PENP promjera 350 nm. PENP veceg promjera ostvaruju vise od 40% odgovora E2 u
najvecoj koncentraciji i oko 30% u koncentraciji od 5 mg/L. Suprotno, PPNP promjera 180 nm
ostvaruju oko 15% odgovora E2 u najvecoj koncentraciji dok sve nize koncentracije ne prelaze

granicu od 10%.
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Slika 17. Aktivacija ER nakon tretmana stanica s: a) PSNP 50, 150 i 350 nm, b) PENP 50 i 350
nm, ¢) PPNP 501 350 nm i d) PET. Crvena linija predstavlja granicu od 10% odgovora pozitivne
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kontrole koja je potrebna za ostvarivanje agonistickog ucinka. Rezultati su prikazani kao
postotak luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 1 nM E2, a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.
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Dobiveni rezultati za PSNP u skladu su s istrazivanjem koje je ispitivalo njihov u¢inak na
aktivaciju ER pomo¢u VM7 stani¢ne linije.}’® Pokazano je kako PSNP i PSMP u veli¢inama
0d 501200 nm te 1i 10 pM nisu agonisti ER, odnosno ne postizu 10% ili vise odgovora E2.

Aktivacija ER uslijed tretmana stanica s razli¢itim smjesama PNP prikazana je na slici 18.
Vidljivo je kako najveca koncentracija svih smjesa osim PSMIX prelazi zadanu granicu od
10%. Ta je €injenica vrlo zanimljiva u slucaju smjese MIX50, s obzirom na to da ni jedna od

njezinih komponenti samostalno nije postigla odgovor ve¢i ili jednak 10%.

a) b)

ey

W Or~CHOO—

% luminiscentnog signala
pozitivhe kontrole (1 nM E2)
»n
(=}

L
% luminiscentnog signala
pozitivhe kontrole (1 nM E2)
w
=1

o Ooooooo
ALl
cooc-.:‘j
Aliii

40
30
20

ESI
0 i 0 e== 7] [

!

& S o N o N Y Q -] N ) N
QQ&*‘ \I 7 oF > (\Q«& N o o
Q:L PS50 + PES0 + PP50 + PET (mgiL) Q‘,\’ PS150 + PP180 (mg/L)
) a4
ol =0
S0 .
2L HE
o ot
i Ba =<
2% 40+ g o
£2 3
g5 30 &%
n x |E =
Eo Ee 104—
Ee £
=8 =8
TR S I
=1 = | \ El ==
0 T T T T T T 0 T T T T T T T
N S ) N o n A S Y % N 0 »
(\g\@ '\I QF g«l QQ{(‘ '\I a7 Q Q’.
& PS350 + PE350 (mg/L) & PS50 + PS150 + PS350 (mglL)

Slika 18. Aktivacija ER nakon tretmana stanica s: a) smjesom PSNP promjera 50 nm, PENP 50
nm, PPNP 50 nm i PET, b) smjesom PSNP promjera 150 nm i PPNP promjera 180 nm, c)
smjesom PSNP promjera 350 nm i PENP promjera 350 nm i d) smjesom PSNP promjera 50,
150 i 350 nm. Crvena linija predstavlja granicu od 10% odgovora pozitivne kontrole koja je

potrebna za ostvarivanje agonisti¢kog ucinka.
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4.4. Utjecaj PNP na endokrino-disruptivni profil oksibenzona i
metilparabena

Prije odredivanja utjecaja PNP na endokrino-disruptivni profil oksibenzona i metilparabena
odreden je njihov samostalni u¢inak na AR i ER. Raspon koncentracija (10%-10° uM) u kojemu

je odredivan samostalni u¢inak tih spojeva odabran je prema literaturi.!#166

4.4.1. Androgeni receptori

Inhibicija AR nakon tretmana s testnim spojevima prikazana je na slici 19. Dobiveni rezultati
pokazuju da najveca testirana koncentracija inhibira odgovor DHT-a za otprilike 40%. Takvi
rezultati u skladu su s prethodnim istrazivanjima koja su ispitivala anti-androgeni uc¢inak
razli¢itih parabena u rasponu koncentracija 10#-10 uM.%® Postotak kojim metilparaben inhibira
odgovor DHT-a na 2933Y stanicama takoder je oko 40%. Antagonizam oksibenzona prema
AR ispitan je na MDA-kb2 stanicama u rasponu 102-10> uM a ICsp vrijednost odnosno
koncentracija koja inhibira odgovor DHT-a za 50% (engl. half maximal inhibitory
concentration, 1Cso) bila je 28.5 uM.*" Iz dobivenih rezultata (slika 16.) i pomocu predlozaka
prilozenih uz odgovaraju¢u smjernicu OECD-a izracunate su IC3zo vrijednosti odnosno
koncentracije koje inhibiraju odgovor DHT-a za 30% i one iznose 5,01 uM za oksibenzon i
13,80 uM za metilparaben. U nedavnoj studiji antagonisti¢ki uc¢inak oksibenzona potvrden je i
in vivo studijom na $takorima provodenjem Hershberger testa.!8

Smjese pojedinih PNP i oksibenzona i metilparabena dodavane su u jazice na nacin da je svaka
komponenta dodana zasebno u 10x vecoj koncentraciji kako bi se dobila Zeljena kona¢na
koncentracija. Za odredivanje antagonista primijenjeni su isti kriteriji kao 1 u slucaju
pojedina¢nih komponenti, odnosno smjesa pojedinih PNP s oksibenzonom i metilparabenom
trebala je inhibirati odgovor DHT-a za barem 30% da bi se njezino djelovanje smatralo

antagonistickim.
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Slika 19. Inhibicija AR nakon tretmana stanica s: a) oksibenzonom i b) metilparabenom.
Isprekidana crvena linija oznacava 30% inhibicije a puna crvena linija 50% inhibicije
androgenih receptora. Rezultati su prikazani kao postotak luminiscentnog signala pozitivne

kontrole, 500 pM DHT, a dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.

Tablice 4-19 u poglavlju Dodatak prikazuju izracunate koeficijente adicije za sve smjese PNP
s oksibenzonom i metilparabenom ispitane na AR-EcoScreen GR KO M1 stani¢noj liniji.
Postotci inhibicije AR uslijed tretmana stanica sa smjesom PSNP 50 nm i oksibenzona
prikazani su na slici 20. a). Vidljivo je kako najveca koncentracija oksibenzona inhibira
odgovor DHT-a vise od 30%, neovisno o koncentraciji PSNP 50 nm. Takoder, moze se uociti
kako od smjesa oksibenzona s koncentracijom PSNP 50 nm od 10 mg/L, samo ona s najviSom
koncentracijom oksibenzona smanjuje postotak inhibicije u dovoljnoj mjeri. lako je 10 uM
koncentracija oksibenzona samostalno inhibirala odgovor za vise od 30%, u kombinaciji s 10,
51 0,1 mg/L PSNP 50 nm taj je postotak bio manji i ne zadovoljava kriterije. Kod smjese 10
uM oksibenzona s 1 mg/L PSNP 50 nm postotak inhibicije je oko 33 %, sli¢no kao i kombinaciji
1 uM oksibenzona s istom koncentracijom PSNP 50 nm. Uz najvecu koncentraciju oksibenzona
sa svakom koncentracijom PSNP 50 nm, to su jedine smjese koje inhibiraju odgovor DHT-a
dovoljno.

Rezultati dobiveni nakon tretmana sa smjesama metilparabena i PSNP 50 nm prikazani su na
slici 20. b). Kao i u prethodnom sluc¢aju, najveca koncentracija metilparabena u kombinaciji sa
svim koncentracijama PSNP 50 nm inhibira odgovor DHT-a za vise od 30%. Uz to, jedine dvije
kombinacije koje su pokazale antagonisticko djelovanje s inhibicijom oko 30% su smjese s

najmanjom koncentracijom PSNP 50 nm i dvjema najmanjima koncentracijama metilparabena.
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S obzirom na ¢injenicu da endokrini disruptori ¢esto ne slijede klasi¢énu koncentracija-odgovor
dinamiku, ovakav rezultat ne iznenaduje.'* Takoder, zanimljivo je da je 10 uM koncentracija
metilparabena u samostalnom tretmanu bila vrlo blizu postotku inhibicije potrebnom da ispuni

uvjete, a u smjesama s PSNP 50 nm ti postotci su puno maniji.
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Slika 20. Inhibicija AR nakon tretmana stanica s: a) oksibenzonom i PSNP 50 nm i b)
metilparabenom i PSNP 50 nm. Isprekidana crvena linija oznacava 30% inhibicije a puna
crvena linija 50% inhibicije androgenih receptora. Rezultati su prikazani kao postotak
luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 500 pM DHT, a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.

Slika 21. prikazuje rezultate nakon tretmana stanica sa smjesama PENP 50 nm s oksibenzonom
(a) 1 metilparabenom (b). Najveéa koncentracija PENP 50 nm ne inhibira AR viSe od 30% niu
jednoj od kombinacija s 4 razli¢ite koncentracije oksibenzona. Smjese koje imaju postotak
inhibicije 30% ili vi$e su one koje sadrze 100 uM oksibenzona i 5, 1 ili 0,1 mg/L PENP 50 nm.
Vrlo sli¢ni rezultati dobiveni su i nakon tretmana sa smjesom PENP50 i metilparabena. Smjesa
koju ¢ine najvece koncentracije obje komponente ne ispunjava kriterije, dok sve nize
koncentracije PENP 50 nm s najve¢om koncentracijom metilparabena ostvaruju postotak
inhibicije od barem 30%. Uz njih, 10 pM metilparaben u smjesi s 0,1 mg/L nanocestica

zadovoljava kriterije za antagonisticko djelovanje.
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Slika 21. Inhibicija AR nakon tretmana stanica s: a) oksibenzonom i PENP 50 nm i b)
metilparabenom i PENP 50 nm. Isprekidana crvena linija ozna¢ava 30% inhibicije a puna
crvena linija 50% inhibicije androgenih receptora. Rezultati su prikazani kao postotak
luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 500 pM DHT, a dobiveni su iz triplikata dvaju
ponovljenih eksperimenata.

Inhibicija AR uslijed tretmana stanica sa smjesom PPNP 50 nm i oksibenzona u razli¢itim
koncentracijama prikazana je na slici 22. a). Dobiveni rezultati jasno prikazuju kako najveca
koncentracija PPNP ima jako antagonistiCko djelovanje na AR neovisno 0 koncentraciji
oksibenzona. U slucaju najvec¢ih koncentracija obje komponente postotak inhibicije DHT-a veci
je od 60%, dok je kod manjih koncentracija oksibenzona taj postotak oko 50%. Smjese koje su
sadrzavale 5 mg/L PPNP takoder su ostvarile antagonisticko djelovanje bez obzira na
koncentraciju oksibenzona, a ucinak je najizraZeniji pri najviSoj koncentraciji. Dvije niZe
koncentracije PPNP inhibiraju DHT preko 30% samo u kombinaciji s najviSom koncentracijom
oksibenzona. Usporedbom rezultata djelovanja samostalnih  komponenti u istim
koncentracijama dolazi se do zakljucka kako se njihov u¢inak u smjesi pojacava jer su PPNP
50 nm u koncentraciji 10 mg/L i 100 uM oksibenzon samostalno ostvarili postotak inhibicije
manyji od 50%. Takoder, antagonisticki uc¢inak ostvaren je i u smjesama s nizim koncentracijama
oksibenzona a prilikom samostalnog ispitivanja jedino je koncentracija od 10 uM inhibirala

nesto vise od 30%.
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Rezultati su sli¢ni u slucaju smjesa PPNP 50 nm i metilparabena (slika 22. b)). Svaka od
kombinacija u kojoj je najvisa koncentracija oksibenzona ostvarila je antagonisticko djelovanje
a najvisa koncentracija PPNP u svim kombinacijama neovisno o njegovoj koncentraciji.
Koncentracija od 5 mg/L PPNP ostvaruje antagonisti¢ki uc¢inak dodatno i u kombinaciji s 10
uM oksibenzonom, a koncentracija od 1 mg/L u kombinaciji s 1 uM. U ovom slu¢aju zajednicki
antagonisticki ucinak takoder je pojacan u usporedbi s u¢inkom samostalnih komponenti u

slucaju najvece koncentracije PPNP.
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Slika 22. Inhibicija AR nakon tretmana stanica s: a) oksibenzonom i PPNP 50 nm i b)
metilparabenom 1 PPNP 50 nm. Isprekidana crvena linija oznacava 30% inhibicije a puna
crvena linija 50% inhibicije androgenih receptora. Rezultati su prikazani kao postotak
luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 500 pM DHT, a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.

Rezultati dobiveni uslijed tretmana stanica sa smjesama PET i oksibenzona i metilparabena
prikazani su na slici 23. Kao $to je to bio slucaj i s PSNP, PENP i PPNP, i ovdje najveca
koncentracija PNP u kombinaciji s najve¢om koncentracijom oksibenzona ili metilparabena
najizraZenije inhibira odgovor DHT-a. Razlika je zasigurno najuocljivija kod tretmana stanica
s manjim koncentracijama PNP i spojeva, odnosno u slucaju PET nanocestica 1 pri manjim
koncentracijama dolazi do inhibicije DHT-a u dovoljnom postotku za proglaSavanje
antagonistickog ucinka. Jedine kombinacije koje imaju postotak inhibicije manji od 30% su 10

i 1 mg/L PET s 10 uM oksibenzonom te 5 mg/L PET s 1 uM oksibenzonom. Ali i u njihovom
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slu¢aju postotak inhibicije je vrlo blizu potrebnog. Kod smjesa PET nanocestica s
metilparabenom situacija je drugacija. Najveca koncentracija metilparabena inhibira odgovor
preko 30% u kombinaciji sa svakom koncentracijom PPNP. Ostale kombinacije inhibiraju

odgovor DHT-a manje od 30%, odnosno ne pokazuju antagonistic¢ki u¢inak.
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Slika 23. Inhibicija AR nakon tretmana stanica s: a) oksibenzonom i PET i b) metilparabenom
1 PET. Isprekidana crvena linija oznacava 30% inhibicije a puna crvena linija 50% inhibicije
androgenih receptora. Rezultati su prikazani kao postotak luminiscentnog signala pozitivne
kontrole, 500 pM DHT, a dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.

Inhibicija odgovora DHT-a nakon tretmana sa smjesama PSNP promjera 150 nm i oksibenzona
prikazana je na slici 24. a). Kao $to je i o¢ekivano pri najvecoj koncentraciji oksibenzona
postize se 1 najveéi postotak inhibicije odgovora DHT-a. Zanimljivo je kako su i nize
koncentracije oksibenzona, odnosno sve osim 1 uM u kombinaciji s 10 mg/L PSNP pokazale
antagonisticko djelovanje na AR. U smjesama PSNP 5 mg/L, uz onu s najvecom
koncentracijom, antagonisticki u¢inak pokazuje i smjesa s 1 uM oksibenzonom, a ostale dvije
smjese vrlo su blizu potrebnog postotka inhibicije. Kod koncentracije PSNP od 1 mg/L sve su
smjese osim one s 1 uM oksibenzonom ostvarile antagonisticko djelovanje. U slu¢aju najnize
koncentracije PSNP samo smjesa s najve¢om koncentracijom oksibenzona inhibira odgovor
DHT-a vise od 30%. Smjese s metilparabenom (Slika 24. b)) ostvaruju antagonisticko

djelovanje samo u slu¢aju njegove najvece koncentracije sa svim koncentracijama PSNP.
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Slika 24. Inhibicija AR nakon tretmana stanica s: a) oksibenzonom i PSNP 150 nm i b)
metilparabenom i PSNP 150 nm. Isprekidana crvena linija oznacava 30% inhibicije a puna
crvena linija 50% inhibicije androgenih receptora. Rezultati su prikazani kao postotak
luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 500 pM DHT, a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.

Tretman stanica sa smjesama PSNP promjera 350 i oksibenzona ili metilparabena rezultirao je
inhibicijom AR prikazanom na slici 25. Rezultati su vrlo sli¢ni u slu¢aju obje testne kemikalije.
Ocito je kako dolazi do antagonistickog uc¢inka samo u smjesama koje sadrze najvecu
koncentraciju oksibenzona i metilparabena sa svakom koncentracijom PSNP.

Smjese PPNP promjera 180 nm s oksibenzonom (slika 26. a)) ostvarile su jedan od
najizrazenijih antagonisti¢kih uéinaka odnosno najvise inhibicije odgovora DHT-a. Kod
najvece koncentracije PPNP postotak inhibicije vec¢i je od 50% sa svim koncentracijama
oksibenzona. Nadalje, ¢ak i smjese koje sadrzavaju 5 mg/L PPNP ostvaruju antagonisticki
ucinak u svakoj od kombinacija s oksibenzonom ali je taj u¢inak znac¢ajno manji nego u sluc¢aju
veée koncentracije PPNP. U slucaju dvije najnize koncentracije PPNP samo su smjese S
najvecom koncentracijom oksibenzona ostvarile postotak inhibicije ve¢i od 30%. Ovdje treba
istaknuti kako je koncentracija od 5 mg/mL PPNP samostalno ostvarila puno manji postotak
inhibicije nego u smjesama s oksibenzonom koji je samostalno ostvario potreban postotak
inhibicije samo u slucaju dvije najvece koncentracije. Usporedbom tih rezultata dolazi se do
zakljucka kako su komponente smjese medusobno pojacale antagonisticki uc¢inak u ovom

slucaju.
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Slika 25. Inhibicija AR nakon tretmana stanica s: a) oksibenzonom i PSNP 350 nm i b)
metilparabenom 1 PSNP 350 nm. Isprekidana crvena linija oznaava 30% inhibicije a puna
crvena linija 50% inhibicije androgenih receptora. Rezultati su prikazani kao postotak
luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 500 pM DHT, a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.
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Slika 26. Inhibicija AR nakon tretmana stanica s: a) oksibenzonom i PPNP 180 nm i b)
metilparabenom i PPNP 180 nm. Isprekidana crvena linija oznacava 30% inhibicije a puna
crvena linija 50% inhibicije androgenih receptora. Rezultati su prikazani kao postotak
luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 500 pM DHT, a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.
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Metilparaben u smjesama s PPNP promjera 180 nm ostvario je u¢inke prikazane na slici 26. b).
Kao i kod oksibenzona, koncentracije PPNP od 10 mg/L i 5 mg/L u smjesama sa svim
koncentracijama metilparabena imaju antagonisticko djelovanje na AR. Najmanja
koncentracija PPNP inhibira DHT viSe od 30% samo u smjesi s najve¢com koncentracijom
metilparabena dok koncentracija od 1 mg/L taj ucinak ostvaruje s dvije vece koncentracije
spoja. Usporedbom smjesa medusobno isti¢e se kako najjace djelovanje ostvaruje smjesa
metilparabena i PPNP 10 mg/L dok su nize koncentracije i plastike i metilparabena djelovale
slabije od odgovarajucih s oksibenzonom. Takoder, ocito je pojacavanje antagonisti¢kog uc¢inka
u odnosu na samostalne komponente.

Slika 27. prikazuje rezultate dobivene nakon tretmana stanica sa smjesama PENP promjera 350
nm 1 oksibenzona (a) ili metilparabena (b). Ono §to se isti¢e u oba slucaja je kako se sve smjese
(osim 5 mg/L PENP s 0,1 uM metilparabena) ponasaju kao antagonisti AR. Ovi rezultati
najbolje prikazuju kako tvari u smjesi mogu promijeniti uc¢inak u odnosu na samostalno
djelovanje. Dvije nize koncentracije PENP i dvije nize koncentracije spojeva nisu samostalno

djelovale a njihove smjese inhibiraju odgovor DHT-a vise od 30%.
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Slika 27. Inhibicija AR nakon tretmana stanica s: a) oksibenzonom i PENP 350 nm i b)
metilparabenom i PENP 350 nm. Isprekidana crvena linija oznacava 30% inhibicije a puna
crvena linija 50% inhibicije androgenih receptora. Rezultati su prikazani kao postotak
luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 500 pM DHT, a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.
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4.4.2. Estrogeni receptori

Kao i u sluc¢aju AR, prije ispitivanja aktivacije ER uslijed tretmana sa smjesama razli¢itih PNP
s oksibenzonom i metilparabenom, njihov je u¢inak ispitan samostalno u rasponu koncentracija
od 102 do 10° uM. Primijenjeni kriteriji odluke isti su kao i u slu¢aju tretmana stanica s PNP,
odnosno postizanje 10% ili viSe odgovora E2 smatra se agonistickim djelovanjem na ER.
Dobiveni rezultati (slika 28.) jasno prikazuju kako obje testne kemikalije u najvecim
koncentracijama aktiviraju ER odnosno mogu se smatrati njegovim agonistima. Takvi rezultati
u skladu su s onima koje su u svom radu prikazali Kunz i suradnici.*®* Oni su ispitivanjem
agonisti¢kih svojstava oksibenzona in vitro dobili sli¢ne postotke aktivacije ER u usporedbi s
E2. Takoder, pokazali su kako in vivo nema nikakvog efekta. Sto se ti¢e metilparabena, u
drugim je studijama pokazao ponasanje poput estrogena u uterotropnom testu in vivo
koriStenjem Stakora kao modela, ali i stimulirao proliferaciju estrogen ovisnih MCF7 stanica.
Uz test transaktivacije ER koji je koriSten u izradi ovog rada, ispitivanje proliferacije MCF-7
stanica poznata je metoda za identificiranje spojeva koji se ponasaju poput estrogena.*® Sli¢no
ispitivanje djelovanja metilparabena na ER, proveli su Liang 1 suradnici koristeci
transaktivacijski test i MLVN stani¢nu liniju.!®* Pokazali su da se metilparaben ponasa kao
agonist ER a dodatno su to potvrdili ispitivanjem proliferacije MCF-7 stanica.

Koncentracija testne kemikalije pri kojoj je izmjerena aktivnost u agonistickom testu 10%
maksimalne aktivnosti inducirane pozitivnhom kontrolom (1 nM E2), odnosno PC1o (engl. 10%
positive control) izracunata je za obje kemikalije. Koristenjem predlozaka prilozenih uz
smjernicu OECD-a broj 455 dobivene su koncentracije: 3,87 uM za oksibenzon te 3,94 uM za
metilparaben.!®” Usporedivanjem PCio vrijednosti za razli¢ite spojeve moze se zakljuditi o
jakosti njihovog agonisti¢kog ucinka. Sto je ta vrijednost za neku kemikaliju manja, znaéi da je
manja koncentracija potrebna za postizanje agonistickog ucinka. Ve¢a PCio znaci da se pri
vecoj koncentraciji postize taj efekt odnosno takva se kemikalija smatra slabijim agonistom. Iz
izraCunatih vrijednosti za metilparaben i oksibenzon ne moze se jasno reci da je jedan slabiji ili
jaci agonist jer su koncentracije pri kojima ostvaruju 10% ucinka vrlo slicne. Da je jakost
njihovih agonisti¢kih u€inaka vrlo sli¢na, vidi se 1 iz dobivenih rezultata buduc¢i da dvije najvece

koncentracije postizu sli¢ne postotke aktivacije ER u usporedbi s 1 nM E2.
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Slika 28. Aktivacija ER nakon tretmana stanica s: a) oksibenzonom i b) metilparabenom.
Crvena linija predstavlja granicu od 10% odgovora pozitivne kontrole koja je potrebna za
ostvarivanje agonistickog uc¢inka. Rezultati su prikazani kao postotak luminiscentnog signala

pozitivne kontrole, 1 nM E2, a dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.

Tablice 20-35 u poglavlju Dodatak prikazuju izracunate koeficijente adicije za sve smjese PNP
s oksibenzonom i metilparabenom ispitane na HelLa-9903 stani¢noj liniji. Aktivacija ER
postignuta tretmanom stanica sa smjesama PSNP promjera 50 nm i oksibenzona (a) ili
metilparabena (b) prikazana je na slici 29. Dobiveni rezultati pokazuju kako smjese koje sadrze
dvije najvece koncentracije oksibenzona i metilparabena sa svakom koncentracijom PSNP
jedine ispunjavaju zadane kriterije za postizanja agonistickog ucinka na ER. Usporedbom
odgovora koji su pojedine komponente ostvarile zasebno, dolazi se do zakljucka kako se ovaj
ucinak moze pripisati samostalnom djelovanju oksibenzona 1 metilparabena. Budu¢i da PSNP
promjera 50 nm nisu djelovale agonisti¢ki ni u jednoj od testiranih koncentracija, ovakav
rezultat je ocekivan.

Sliéni rezultati (slika 30) za aktivaciju ER dobiveni su i uslijed tretmana stanica sa smjesama
PENP promjera 50 nm i oksibenzona i metilparabena. Agonisti¢ko djelovanje postignuto je
samo u slucaju najvec¢ih koncentracija oksibenzona i metilparabena a koncentracija PENP u
tome nije imala ulogu. 1z slike 27. b) koja prikazuje aktivaciju ER nakon tretmana s 10, 5, 1 i
0,5 mg/L PENP promjera 50 nm vidljivo je ostvareni odgovor ne postize 10% odgovora 1 nM
E2, odnosno postignuti ucinak u smjesama moze se pripisati samo oksibenzonu i metilparabenu

koji su tu razinu aktivacije postigli i prilikom samostalnog tretmana (slika 25).
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Slika 29. Aktivacija ER nakon tretmana stanica s: a) oksibenzonom i PSNP 50 nm b)
metilparabenom i PSNP 50 nm. Crvena linija predstavlja granicu od 10% odgovora pozitivne
kontrole koja je potrebna za ostvarivanje agonistickog ucinka. Rezultati su prikazani kao
postotak luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 1 nM E2, a dobiveni su iz triplikata dvaju
ponovljenih eksperimenata.
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Slika 30. Aktivacija ER nakon tretmana stanica s: a) oksibenzonom i PENP 50 nm b)
metilparabenom i PENP 50 nm. Crvena linija predstavlja granicu od 10% odgovora pozitivne
kontrole koja je potrebna za ostvarivanje agonistickog uc€inka. Rezultati su prikazani kao
postotak luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 1 nM E2, a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.
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Na slici 31 prikazana je aktivacija ER postignuta nakon tretmana stanica sa smjesama PPNP
promjera 50 nm i oksibenzona i metilparabena. U oba se slucaja moze opaziti isti efekt kao 1
kod PSNP i PENP promjera 50 nm a to je da dvije najvece koncentracije kemikalija u svim
smjesama s plastikom imaju agonisticki u¢inak. Ono $to ovdje valja istaknuti je da je jedino
povecanje odgovora u odnosu na samostalni oksibenzon postigla smjesa s najmanjom
koncentracijom PPNP odnosno 0,1 mg/L. Ostale smjese ostvarile su ucinak koji se moze
pripisati samostalnom djelovanju oksibenzona. Tretman stanica smjesama PPNP i
metilparabena rezultirao je priliéno drugacijom aktivacijom ER. MozZe se uociti kako veci
postotak aktivacije ER postiZzu smjese metilparabena s manjom koncentracijom PPNP, odnosno
aktivacija ER raste opadanjem koncentracije PPNP. Takoder, svi odgovori smjesa plastike s
najve¢om koncentracijom metilparabena manji su nego Sto je ta koncentracija postigla
samostalno. Posebice je to lako primijetiti u slu¢aju smjese s najvecom koncentracijom plastike
koja ostvaruje tek oko 30% odgovora 1 nM E2. Budu¢i da tretman stanica s 10, 5, 11 0,1 mg/L
PPNP promjera 50 nm nije rezultirao agonizmom prema ER, za o¢ekivati je bilo da ¢e rezultat
biti slican samostalnom djelovanju metilparabena. Ovdje se pokazalo kako PPNP smanjuju
aktivaciju ER koju postiZze metilparaben.

Tretman stanica smjesama PET-a i oksibenzona ili metilparabena rezultirao je aktivacijom ER
prikazanom na slici 32. Smjese PET-a s oksibenzonom koje su sadrzavale dvije najvece
koncentracije oksibenzona jedine su ispunile kriterije zadane u smjernici OECD-a kao §to je to
bio slucaj i sa prethodnim PNP. Odgovor smjesa koje su sadrzavale PET u koncentracijama 10,
511 mg/L i 100 uM oksibenzon slican je kao i odgovor te koncentracije samostalno. Pr
najmanjoj koncentraciji, 0,1 mg/L dolazi do blagog povecanja postotka odgovora 1 nM E2 kao
Sto je bilo primijeceno u istim uvjetima s PPNP promjera 50 nm. Kod metilparabena takav efekt
nije opazen. Suprotno ostalim PNP, najmanja koncentracija PET-a u kombinaciji s najve¢om
koncentracijom metilparabena ima manji odgovor nego Sto je to metilparaben postigao
samostalno. Takav su efekt postigle i PPNP promjera 50 nm ali je u tom slu¢aju on je bio mnogo
znacajniji pri ve¢im koncentracijama nanocestica, dok je ovdje postignut samo pri najmanjoj

(0, 1 mg/L).
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Slika 31. Aktivacija ER nakon tretmana stanica s: a) oksibenzonom i PPNP 50 nm b)
metilparabenom i PPNP 50 nm. Crvena linija predstavlja granicu od 10% odgovora pozitivne
kontrole koja je potrebna za ostvarivanje agonistickog ucinka. Rezultati su prikazani kao
postotak luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 1 nM E2, a dobiveni su iz triplikata dvaju
ponovljenih eksperimenata.
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Slika 32. Aktivacija ER nakon tretmana stanica s: a) oksibenzonom i PET b) metilparabenom i
PET. Crvena linija predstavlja granicu od 10% odgovora pozitivne kontrole koja je potrebna za
ostvarivanje agonistickog ucinka. Rezultati su prikazani kao postotak luminiscentnog signala

pozitivne kontrole, 1 nM E2, a dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.
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PSNP promjera 150 nm u smjesama s oksibenzonom i metilparabenom postigle su aktivaciju
ER prikazanu na slici 33. Za razliku od prethodnih, ove PNP ostvaruju agonisticko djelovanje
samo u kombinacijama s najve¢om koncentracijom oksibenzona. Isto tako, moze se uociti da
10, 51 1 mg/L PSNP smanjuju odgovor oksibenzona u odnosu na samostalno a najizrazenije
najveca koncentracija (10 mg/L). U slucaju smjesa s metilparabenom, 10 pM koncentracija ima
agonisticki u¢inak u kombinaciji s 5, 1 1 0,1 mg/L dok najveca koncentracija PSNP smanjuje
njegovu aktivaciju u odnosu na onu koju samostalno postize. Isti je u¢inak smanjenja aktivacije

uocen i s najve¢om koncentracijom metilparabena.
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Slika 33. Aktivacija ER nakon tretmana stanica s: a) oksibenzonom i PSNP 150 nm b)
metilparabenom i PSNP 150 nm. Crvena linija predstavlja granicu od 10% odgovora pozitivne
kontrole koja je potrebna za ostvarivanje agonistickog u¢inka. Rezultati su prikazani kao
postotak luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 1 nM E2, a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.

Oksibenzon je u smjesama s PSNP promjera 350 nm ostvario agonizam prema ER u svakoj
smjesi koja je sadrzavala njegovu najveéu koncentraciju (slika 34 a)). Dodatno, agonisticki
ucinak ostvarila je i smjesa koja je sadrzavala 10 mg/L PSNP promjera 350 nm i 10 uM
oksibenzon. Isto kao i u slu¢aju PSNP promjera 150 nm primijec¢eno je smanjenje odgovora u
odnosu na sam oksibenzon ali je izrazenije pri manjoj koncentraciji PNP nego pri 10 mg/L, dok
je kod PSNP promjera 150 nm obrnuto ovisilo o koncentraciji PNP. Smjese metilparabena i

PSNP promjera 350 nm djeluju kao agonisti ER u svim kombinacijama s 100 i 10 uM
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metilparabenom (slika 34. b)). Ono §to se jo§ moze primijetiti je da nema smanjenja aktivacije
u odnosu na samostalno djelovanje kao u sluc¢aju PSNP promjera 150 nm. Naprotiv, smjesa
koja sadrzi 0,1 mg/L PSNP i 100 uM metilparaben postize jacu aktivaciju od samostalnog

metilparabena.
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Slika 34. Aktivacija ER nakon tretmana stanica s: a) oksibenzonom i PSNP 350 nm b)
metilparabenom i PSNP 350 nm. Crvena linija predstavlja granicu od 10% odgovora pozitivne
kontrole koja je potrebna za ostvarivanje agonisti¢kog ucinka. Rezultati su prikazani kao
postotak luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 1 nM E2, a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.

Aktivacija ER koju su postigle smjese PPNP promjera 180 nm i oksibenzona ili metilparabena
prikazana je na slici 35. Ponovno se primjecuje da najveca koncentracija oksibenzona ostvaruje
agonisticki uc¢inak, kao i sve smjese s 10 pM koncentracijom osim u slu¢aju 0, 1 mg/L PPNP.
Ono sto je vrlo zanimljivo primijetiti je u kombinaciji te najnize koncentracije PPNP i 100 uM
oksibenzona dolazi do najjace aktivacije. Vidljivo je kako prilikom tretmana sa smjesama koje
sadrze 1 1 0,1 mg/L PPNP dolazi do blagog povecanja aktivacije ER u odnosu na samostalno
djelovanje oksibenzona. Takoder, valja naglasiti kako te koncentracije PPNP nisu ostvarile
agonistiCko djelovanje kada su stanice tretirane samo njima. Suprotno tome, najveca
koncentracija PPNP promjera 180 nm samostalno je djelovala agonisticki i ocekivalo bi se da
¢e se taj ucinak pojacati dodatkom oksibenzona u smjesu ali ostvareni u¢inak odgovara onome

koji oksibenzon postize samostalno. PonaSanje metilparabena u smjesama s PPNP promjera
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180 nm bilo je sli¢no (slika 35. b)). Naime, ponovno dvije najvece koncentracije (100 i 10 uM)
ostvaruju agonisti¢ko djelovanje, neovisno o koncentraciji PPNP. Takoder, koncentracije PPNP
od 1 mg/L 1 0,1 mg/L pojacavaju u¢inak metilparabena u odnosu na njegov samostalni dok one

same nisu aktivirale ER.
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Slika 35. Aktivacija ER nakon tretmana stanica s: a) oksibenzonom i PPNP 180 nm b)
metilparabenom i PPNP 180 nm. Crvena linija predstavlja granicu od 10% odgovora pozitivne
kontrole koja je potrebna za ostvarivanje agonistickog ucinka. Rezultati su prikazani kao
postotak luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 1 nM E2, a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.

Rezultati dobiveni nakon tretmana stanica sa smjesama PENP promjera 350 nm i oksibenzona
ili metilparabena prikazani su na slici 36. Agonisticko djelovanje postignuto je prilikom
tretmana sa smjesama koje su sadrZavale dvije najvece koncentracije testnih kemikalija i sve
od testiranih koncentracija PENP. Uc¢inak smjese koja je sadrzavala 10 mg/L PENP i 100 uM
oksibenzona manji je od ucinka koji je oksibenzon ostvario samostalno. Takav postotak
aktivacije ER odgovara onom koji je postigla koncentracija od 10 mg/L PENP samostalno.
Suprotno tome, smjesa koja je sadrzavala najmanju koncentraciju PENP i najveéu oksibenzona
ostvaruje veci ucinak od obje komponente samostalno, odnosno ucinak se pojacava u smjesi.
Koncentracije PENP od 5 i 1 mg/L postizu isti odgovor u smjesi s oksibenzonom kao i on
samostalno u najveéoj koncentraciji. Sto se ti¢e 10 uM koncentracije oksibenzona, njezin je
odgovor blago povecan u kombinaciji s PENP u odnosu na samostalno djelovanje a ucinak je

izrazeniji pri manjim koncentracijama nanocestica. Djelovanje smjesa PENP s metilparabenom
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je drugacije. Sli¢nost je da dvije najveée koncentracije metilparabena ostvaruju agonisticki
ucinak u kombinaciji sa svakom koncentracijom PENP. Razlika je o€ita u smjesi s najve¢im
koncentracijama obje komponente koja postize odgovor slican metilparabenu samostalno.
Povecanje odgovora u odnosu na samostalni metilparaben moze se uociti kod koncentracija 5 i
0,1 mg/L PENP dok 101 1 mg/L postizu slicne odgovore. Takoder, kao i u slu¢aju smjesa PENP
I oksibenzona, 10 uM koncentracije metilparabena u smjesi sa svakom koncentracijom PENP
postizu veéi odgovor nego on samostalno. Isto tako, zanimljivo je primijetiti da je koncentracija
od 5 mg/LL PENP samostalno ostvarila odgovor veéi nego u smjesama s oksibenzonom i
metilparabenom. Postignuta aktivacija ER uslijed tretmana s tim smjesama bolje odgovara onoj

koju testne kemikalije ostvaruju samostalno u istim koncentracijama.
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Slika 36. Aktivacija ER nakon tretmana stanica s: a) oksibenzonom i PENP 350 nm b)
metilparabenom i PENP 350 nm. Crvena linija predstavlja granicu od 10% odgovora pozitivne
kontrole koja je potrebna za ostvarivanje agonistiCkog ucinka. Rezultati su prikazani kao
postotak luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 1 nM E2, a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.
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4.5. Utjecaj PNP na proces steroidogeneze

4.5.1. Ekspresija gena ukljucenih u proces steroidogeneze

Promjene u ekspresiji gena ukljucenih u proces steroidogeneze odredene su metodom
kvantitativnog PCR-a. Rezultati su analizirani metodom koju su predlozili Livak i suradnici’®
a interpretiraju se na na¢in da se za sve uzorke i kontrolu izra¢una 2224 vrijednost. Ta vrijednost
za netretirane stanice iznosi | a utjecaj tretmana tumaci se tako da ukoliko je ta vrijednost veca
od jedan onda je ekspresija pojacana a ukoliko je manja od 1 onda pojedini tretman smanjuje
ekspresiju odredenog gena. Kao pozitivna kontrola odnosno kemikalija koja povecava
ekspresiju korisSten je forskolin, dok je za kontrolu smanjenja ekspresije koriSten prokloraz.

Na slici 37. prikazane su promjene u ekspresiji gena CYP19 za enzim koji prevodi
testosteron u E2. Iz dobivenih rezultata moze se uociti kako sve PNP, neovisno o tipu polimera
i njihovoj veli¢ini, kao i smjese PNP, znaajno smanjuju ekspresiju gena CYP19. Takvo
smanjenje ekspresije moglo bi imati utjecaj na koncentraciju testosterona u smislu njezinog
povecanja.

Promjene u ekspresiji gena CYP17 prikazane su na slici 38. Enzim CYP17 katalizira sintezu
hormona DHEA, 17-OHP i androstendiona. Dobiveni rezultati pokazuju kako sve PNP i
njihove smjese osim PSNP promjera 150 nm u svim koncentracijama te PPNP promjera 180
nm u najmanjoj koncentraciji, znacajno smanjuju ekspresiju gena CYP17. Iz tih rezultata ne
mozZe se sa sigurno$¢u rec¢i kako ¢e utjecati na koncentraciju steroidnih hormona budu¢i da taj
enzim katalizira sintezu nekoliko hormona.

Slika 39. prikazuje promjene u ekspresiji gena CYP11 za enzim koji prevodi kolesterol u
pregnenolon. Vidljivo je kako sve koncentracije PNP i njihovih smjesa, osim 1 mg/L PENP
promjera 50 nm, smanjuju ekspresiju tog gena u odnosu na kontrolu. Buduéi da koncentracije
kolesterola i pregnenolona nisu mjerene, ne moze se reci kakav je u¢inak to ostvarilo na njih.

Promjene u ekspresiji gena 34-HSD uslijed tretmana NCI-H295R stanica prikazane su na
slici 40. Kao i CYP17, i ovaj enzim katalizira viSe reakcija odnosno nastajanje progesterona iz
pregnenolona, 17-OHP iz 17-hidroksipregnenolona te androstendiona iz DHEA. PNP i njihove

smjese statisticki su znac¢ajno smanjile ekspresiju ovog gena.
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Slika 37. Promjene u ekspresiji gena CYP19 uslijed tretmana NCI-H295R stanica s: a) PSNP
promjera 50, 150 i 350 nm, b) PENP promjera 50 i 350 nm, ¢) PPNP promjera 50 i 180 nm i d)
PET i smjesama MIX50, MIX 150 i MIX350. Promjene su izraCunate metodom 244% a
dobivene su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata. Statisticki znacajne razlike u odnosu

na negativnu kontrolu (netretirane stanice) oznac¢ene su zvjezdicom (¥).
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Slika 38. Promjene u ekspresiji gena CYP17 uslijed tretmana NCI-H295R stanica s: a) PSNP
promjera 50, 150 i 350 nm, b) PENP promjera 50 i 350 nm, ¢) PPNP promjera 50 i 180 nm i d)
PET i smjesama MIX50, MIX 150 i MIX350. Promjene su izra¢unate metodom 244% a
dobivene su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata. Statisticki znac¢ajne razlike u odnosu

na negativnu kontrolu (netretirane stanice) oznacene su zvjezdicom (*).
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Slika 39. Promjene u ekspresiji gena CYP11 uslijed tretmana NCI-H295R stanica s: a) PSNP
promjera 50, 150 i 350 nm, b) PENP promjera 50 i 350 nm, ¢) PPNP promjera 50 i 180 nm i d)
PET i smjesama MIX50, MIX 150 i MIX350. Promjene su izraCunate metodom 244% a
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dobivene su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata. Statisticki znacajne razlike u odnosu

na negativnu kontrolu (netretirane stanice) oznacene su zvjezdicom (*).
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Slika 40. Promjene u ekspresiji gena 34-HSD uslijed tretmana NCI-H295R stanica s: a) PSNP
promjera 50, 150 i 350 nm, b) PENP promjera 50 i 350 nm, ¢) PPNP promjera 50 i 180 nm i d)
PET i smjesama MIX50, MIX 150 i MIX350. Promjene su izraCunate metodom 244% a

& (F &

dobivene su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata. Statisti¢ki znacajne razlike u odnosu

na negativnu kontrolu (netretirane stanice) oznacene su zvjezdicom (*).

17p-HSD Kkatalizira reakciju prevodenja androstendiona u testosteron kao i estrona u
estradiol. Promjene u ekspresiji gena prikazane su na slici 41. U ovom su slucaju rezultati
znatno drugaciji nego kod ostalih gena. PSNP promjera 50 nm u koncentraciji 10 mg/L
statisticki znacajno smanjuju njegovu ekspresiju, dok u koncentraciji od 5 mg/L statisti¢ki
znacajno ju povecavaju. Koncentracija od 1 mg/L nema utjecaja na ekspresiju, dok ju najmanja
koncentracija od 0,25 mg/L statisticki znac¢ajno smanjuje. U slu¢aju PSNP promjera 150 nm
sve koncentracije osim 1 mg/L statisti¢ki znac¢ajno smanjuju ekspresiju a kod najvecih PSNP

sve koncentracije. Kod PENP promjera 50 nm koncentracije od 10 i 1 mg/L nemaju statisticki
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znacajan utjecaj dok 5 i 0,25 mg/L statisticki znacajno smanjuju ekspresiju. Ve¢e PENP u
svakoj koncentraciji djeluju na nac¢in da smanjuju ekspresiju. Koncentracije od 10, 5 i 0,25
mg/L PPNP promjera 50 nm statisti¢ki znac¢ajno smanjuju ekspresiju a 1 mg/L nema utjecaj,
dok vece nanocestice istog tipa polimera nemaju utjecaj u ve¢im koncentracijama a 1 1 0,25
mg/L smanjuju ekspresiju. U slu¢aju PET zanimljivo je kako 1 mg/L jako povecava ekspresiju
dok ostale koncentracije smanjuju. Sve koncentracije smjesa M1X50, M1X150 i MIX350 (osim

0,5 mg/L) statisticki zna¢ajno smanjuju ekspresiju.
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Slika 41. Promjene u ekspresiji gena /7-HSD uslijed tretmana NCI-H295R stanica s: a) PSNP
promjera 50, 150 i 350 nm, b) PENP promjera 50 i 350 nm, ¢) PPNP promjera 50 i 180 nm i d)
PET i smjesama MIX50, MIX 150 i MIX350. Promjene su izraunate metodom 2744%, a
dobivene su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata. Statisticki znacajne razlike u odnosu

na negativnu kontrolu (netretirane stanice) oznac¢ene su zvjezdicom (¥).
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4.5.2. Kvantifikacija steroidnih hormona

Koncentracija steroidnih hormona u supernatantu iznad stanica nakon tretmana stanica
razli¢itim PNP i njihovim smjesama odredena je pomo¢u LC-MS/MS. Slika 42. prikazuje
ucinak PNP i njihovih smjesa na promjene u koncentraciji testosterona. Statisticki znacajne
promjene uocene su uslijed tretmana s 10 mg/L PSNP promjera 150 nm 1 5 mg/L PSNP
promjera 350 nm. Takoder, koncentracija od 5 mg/L u slu¢aju PENP obje veli¢ine statisticki je
znacajno povecala koncentraciju testosterona u odnosu na netretirane stanice. U slu¢aju PPNP

samo koncentracija od 1 mg/L manjih nanocestica statisticki znacajno poveca koncentraciju

testosterona.
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Slika 42. Koncentracije testosterona nakon tretmana NCI-H295R stanica s: a) PSNP promjera
50, 150 i 350 nm, b) PENP promjera 50 i 350 nm, c) PPNP promjera 50 i 180 nm i d) PET i
smjesama MIX50, MIX150 i MIX350. Rezultati su prikazani kao koncentracija hormona

(ng/L) a dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata. Statisticki znacajne razlike

u odnosu na negativnu kontrolu (netretirane stanice) oznacene su zvjezdicom (*).
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Zanimljivo je da samo najmanja koncentracija PET nanocestica statisticki znacajno poveca
koncentraciju kao i ¢injenica da nijedna od smjesa nema znacajnog ucinka.
Koncentracije androstendiona nakon tretmana prikazane su na slici 43. U slu¢aju ovog hormona

mnogo je vise tretmana utjecalo na povecanje ili smanjenje koncentracije u odnosu na kontrolu.
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Slika 43. Koncentracije androstendiona nakon tretmana NCI-H295R stanica s: a) PSNP
promjera 50, 150 i 350 nm, b) PENP promjera 50 i 350 nm, ¢) PPNP promjera 50 i 180 nm i d)
PET i smjesama MIX50, MIX150 i MIX350. Rezultati su prikazani kao koncentracija hormona
(ng/L) a dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata. Statisticki znacajne razlike

u odnosu na negativnu kontrolu (netretirane stanice) oznacene su zvjezdicom (*).

Koncentracije od 10 mg/L i 5 mg/L u slucaju PSNP svih veli¢ina uzrokovale su statisticki

znaCajno povecanje androstendiona ali i najmanja koncentracija PSNP 50 i 150 nm. PENP
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drugacije su utjecale na koncentraciju, odnosno veée su nanocestice samo u koncentraciji od 5
mg/L rezultirale pove¢anjem a one promjera 50 nm u koncentraciji od 51 1 mg/L.

Kod tretmana s PPNP zanimljivo je da su sve koncentracije promjera 50 nm statisti¢ki znac¢ajno
povecale koncentraciju androstendiona dok vece nanocestice nisu imale statisticki znacajan
utjecaj. Sve koncentracije PET osim 1 mg/L statisticki su znacajno povecale koncentraciju
hormona dok smjesa MIX50 nije imala utjecaj. To je zanimljivo s obzirom na ¢injenicu da su
PSNP, PPNP i PET pojedina¢no u tim koncentracijama ostvarile statisticki zna¢ajan u¢inak. U
slucaju MIX150 samo je koncentracija od 10 mg/L promijenila koncentraciju i to na na¢in da
je ona manja u odnosu na netretirane stanice, dok 10 mg/mL i 0,5 mg/mL smjese MIX350
statisti¢ki znacajno povecavaju koncentraciju.

Razlike u koncentracijama progesterona izmedu stanica tretiranih PNP 1 njihovim smjesama
I netretiranih stanica prikazane su na slici 44. Nijedna od koncentracija PSNP svih veli¢ina nije
statistiCki znacajno utjecala na koncentraciju progesterona, kao ni PENP promjera 50 nm.
Suprotno tome, tretman s PENP promjera 350 nm u koncentracijama od 10 i 5 mg/L rezultirao
je statisti¢ki znacajnim porastom koncentracije ciljnog hormona u usporedbi s netretiranim
stanicama. U slu¢aju PPNP dolazi do sli¢énog efekta, PPNP manjeg promjera ne rezultiraju
statisticki zna€ajnim promjenama u koncentraciji, dok 10 mg/L PPNP promjera 180 nm
statisticki znacajno povecava koncentraciju progesterona. Nadalje, nijedna koncentracija PET-
a nije utjecala na koncentraciju hormona, kao ni smjesa MIX50. S obzirom da nijedna od
sastavnica smjese MIX50 samostalno ne ostvaruje ucinke, ovakav rezultat ne iznenaduje. Kod
smjese MIX150 najveca koncentracija pokazuje statisticki znacajno povecanje u odnosu na
kontrolu, kao i najveéa koncentracija smjese M1X350.

Koncentracije 17-OHP prikazane su na slici 45. Jedinu statisticki znacajnu promjenu u
slu¢aju PSNP sve tri veli¢ine ostvarila je najve¢a koncentracija PSNP promjera 150 nm. U
slu¢aju PENP kod manjeg promjera nema statisticki znacajne promjene dok u slucaju veli¢ine
od 350 nm koncentracije od 10 i 5 mg/L uzrokuju statisticki znacajno povecanje koncentracije
ciljnog hormona u odnosu na netretirane stanice. Tretman PPNP promjera 50 nm rezultirao je
povecanjem 17-OH-progesterona u sluc¢aju svih koncentracija osim najve¢e odnosno 10 mg/L.
Kod nanocestica veCeg promjera, situacija je obrnuta, samo je ta koncentracija ostvarila
djelovanje u smislu povecanja. Tretman najmanjom koncentracijom PET-a jedini je doveo do
statisticki znaCajnog povecanja koncentracije. Smjesa MIX50 u koncentraciji 10 mg/L jedina

je ostvarila statisticki znacajno smanjenje koncentracije u odnosu na kontrolu. S obzirom da
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komponente te smjese u istim koncentracijama samostalno nisu ostvarile nikakav znacajni
ucinak, u ovom sluc¢aju mozemo zakljuciti da se ucinak pojacava u smjesi. Smjesa MIX150
takoder je pokazala zanimljive rezultate. Naime, njene komponente samostalno ostvarile su
statisticki znacajno povecanje koncentracije dok u zajednicCkom ucinku nema statisticki
znacajne razlike u odnosu na netretirane stanice, odnosno ucinak u smjesi se ponistava. Isto
tako, zanimljivo je da je najmanja koncentracija te smjese djelovala povecanjem koncentracije.
U slucaju smjese MIX350 najveca koncentracija statisticki znacajno povecava koncentraciju
ciljnog hormona, isto kao i komponente te smjese zasebnim djelovanjem.
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Slika 44. Koncentracije progesterona nakon tretmana NCI-H295R stanica s: a) PSNP promjera
50, 150 i 350 nm, b) PENP promjera 50 i 350 nm, c) PPNP promjera 50 i 180 nm i d) PET i
smjesama MIX50, MIX150 i MIX350. Rezultati su prikazani kao koncentracija hormona
(ng/L) a dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata. Statisticki znacajne razlike

u odnosu na negativnu kontrolu (netretirane stanice) oznacene su zvjezdicom (*).
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Slika 45. Koncentracije 17-OHP nakon tretmana NCI-H295R stanica s: a) PSNP promjera 50,
150 i 350 nm, b) PENP promjera 50 i 350 nm, ¢) PPNP promjera 50 i 180 nm i d) PET i
smjesama MIX50, MIX150 i MIX350. Rezultati su prikazani kao koncentracija hormona
(ng/L) a dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata. Statisticki znacajne razlike

u odnosu na negativnu kontrolu (netretirane stanice) oznacene su zvjezdicom (*).

Tretman NCI-H295R stanica s PNP i njihovim smjesama utjecao je na koncentraciju DHEA na
nacin prikazan na slici 46. Nijedan tretman PSNP, neovisno o veli¢ini i koncentraciji, nije
rezultirao statisticki znacajnom promjenom ciljnog hormona. Kod PENP, jedini statisticki
znacajan porast koncentracije dogodio se u slucaju tretmana s 5 mg/L PENP promjera 350 nm.
Dvije najvece koncentracije PPNP promjera 180 nm rezultirale su smanjenjem koncentracije
DHEA u odnosu na kontrolu, dok manje PPNP nisu pokazale statisticki znacajan ucinak.
Nijedna koncentracija PET-a nije pokazala djelovanje, a 10 mg/L smjese MIX50 smanjilo je

koncentraciju ovog hormona. Koncentracije od 10 i 5 mg/L smjese MIX150 takoder su imale

Nikolina Peranié¢ Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 77

ucinak smanjenja koncentracije. Takav rezultat ne iznenaduje jer je u¢inak PPNP 180 nm u
istim koncentracijama samostalno ostvario takav u¢inak. Kod smjese MIX350 nema statisticki
znacajnog efekta iako je PENP 350 nm samostalno u koncentraciji od 5 mg/L statisticki
znacajno povecao koncentraciju DHEA.
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Slika 46. Koncentracije DHEA nakon tretmana NCI-H295R stanica s: a) PSNP promjera 50,
150 i 350 nm, b) PENP promjera 50 i 350 nm, ¢) PPNP promjera 50 i 180 nm i d) PET i
smjesama MIX50, MIX150 i MIX350. Rezultati su prikazani kao koncentracija hormona
(ng/L) a dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata. Statisticki znacajne razlike

u odnosu na negativnu kontrolu (netretirane stanice) oznacene su zvjezdicom (*).

Koncentracije estradiola nakon tretmana prikazane su na slici 47. Jedina statisticki znacajna
promjena primijeena je u slucaju najveée koncentracije smjese MIX350. Samostalno
djelovanje komponenti te smjese nije rezultiralo statisticki zna¢ajnom promjenom stoga moze

se reci da se u€inak pojacao u smjesi.

Nikolina Peranié¢ Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 78

a) b)

=h O O
i

[ — -
= ok
=h 0 O
PR N |
= o

Koncentracija hormona (ng/L)
Koncentracija hormona (ng/L)

1 1 1 T L I

o 9 N ,\Q <: N Q5 N

& \I L 1L | < 0L o
PS50 (mg/L) PS150 (mg/L) PS350 (mg/L) PE50 (mglL) PE350 (mg/L)

C) U]

(=]

Jillalls i ﬁﬁﬁﬁ

1
Y
&e

(=]
(]
*

Koncentracija hormona (ng/L)
Koncentracija hormona (ng/L)

orﬁ,ﬁﬁﬁﬁm@mrﬁrﬁ ., jﬁﬂnﬁfﬂﬁﬂﬁmﬂﬂ

L
& & N & @0 ,s‘:'\“,s'\,p\g,,p\f,
& < QQ- L ] 1 ] A LCE o —_
PP50 (mg/L) PP180 (mg/L) PET (mg/L) MIX50 MIX150 MIX350

(mg/L) (mgll) (mgiL)
Slika 47. Koncentracije estradiola nakon tretmana NCI-H295R stanica s: a) PSNP promjera 50,
150 i 350 nm, b) PENP promjera 50 i 350 nm, ¢) PPNP promjera 50 i 180 nm i d) PET i
smjesama MIX50, MIX150 i MIX350. Rezultati su prikazani kao koncentracija hormona
(ng/L) a dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata. Statisticki znacajne razlike

u odnosu na negativnu kontrolu (netretirane stanice) oznacene su zvjezdicom (*).
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§5. ZAKLJUCAK

Provedena fizikalno-kemijska karakterizacija pokazala je kako su sve koriStene nanoCestice
plastike osim nanocestica polietilena promjera 50 nm i nanocestica polipropilena promjera 50
nm sfericnog oblika. Hidrodinamicki promjer nanocestica odreden u vodi u dobrom je slaganju
s veli¢inama navedenim u njihovim certifikatima analize. Zeta potencijal nanocestica plastike
odreden u ultracistoj vodi upuéuje na njihovu koloidnu stabilnost.

Odabrane koncentracije nanocestica plastike (10, 5, 1 i 0,1 mg/L) nisu citotoksi¢ne za
stani¢ne linije AR-EcoScreen GR KO M1, HeLa-9903 i NCI-H295R. Kombinacijom tih
nanocestica u razli¢itim koncentracijama dobivene su smjese za koje se testom preZivljenja
stanica nakon tretmana takoder pokazalo da su sigurne za KoriStenje u stani¢nim
eksperimentima.

U ovom doktorskom radu koristene su 3 smjernice koje Organizacija za ekonomsku
suradnju i razvoj predlaze za odredivanje endokrino-disruptivnog potencijala kemikalija i 3
stani¢ne linije kao modelni sustavi. Koristenjem tih smjernica ispitan je ucinak 8 razli¢itih
nanocestica plastike i njihovih smjesa na androgeni i estrogeni receptor te proces
steroidogeneze. Za odredivanje ucinka nanocestica plastike na androgeni receptor pracen je
postotak inhibicije odgovora dihidrotestosterona te je pokazano da se nanocestice polipropilena
u obje velicine, kao i nanocestice polietilena promjera 350 nm ponasaju kao antagonisti
androgenog receptora. Takoder, nanocestice polietilena promjera 350 nm i polipropilena
promjera 180 nm jedine pokazuju agonisticki u¢inak prema estrogenom receptoru samostalno.
Smjesa koju su sacinjavale nanocCestice polistirena (50 nm), polietilena (50 nm), polipropilena
(50 nm) i polietilentereftalata pokazala je antagonisticko djelovanje na androgeni receptor i
agonisti¢ko prema estrogenom receptoru. Isti ué¢inak ostvarile su smjesa polistirena (150 nm) i
polipropilena (180nm) te smjesa polistirena (350 nm) i polietilena (350 nm). Smjesa
nanocestica polistirena razli¢itih veli¢ina (50, 150 i 350 nm) nije pokazala nijedno od tih
djelovanja. Jedini ucinak koji su samostalno ostvarile nanoc¢estice promjera 50 nm bio je u
slu¢aju nanocestica polipropilena koje su pokazale antagonistiCko djelovanje prema
androgenom receptoru. Budu¢i da jedino nanocestice polipropilena u obje veli¢ine pokazuju
djelovanje prema receptorima moze se zakljuciti da je u ovom istrazivanju uéinak polipropilena

kao vrste polimera bio najizraZeniji. Sto se tiCe veliCine, budu¢i da se nijedna veliCina
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nanocestica polistirena u samostalnom djelovanju nije ponasala kao antagonist androgenog ili
agonist estrogenog receptora, moze se zakljuciti kako vrsta polimera ima znacajniju ulogu u
ostvarivanju interakcija s receptorima.

Oksibenzon i metilparaben samostalno su djelovali kao agonisti estrogenog i antagonisti
androgenog receptora a njihov se ucinak poja¢ao sudjelovanjem u smjesama s Onim
nanocesticama plastike koje su imale isto djelovanje. Testirane nanocestice plastike i njihove
smjese djelovale su na ekspresiju enzima na nacin da su statisticki znacajno smanjivale
ekspresiju ciljnih gena dok su samo pojedine imale statisticki znacajan utjecaj na koncentracije
steroidnih hormona.

Dobiveni rezultati potvrduju zadanu hipotezu da ucinci nanocCestica plastike na androgeni i
estrogeni receptor ovise o vrsti i veli¢ini nanocestica, kao 1 da njihova prisutnost u smjesama
moze utjecati na endokrino-disruptivni profil oksibenzona i metilparabena. Ovi rezultati

doprinose razumijevanju u¢inaka nanocestica plastike na reproduktivno zdravlje.

Nikolina Peranié¢ Doktorska disertacija



8 6. Popis oznaka4, kraticé i simbola 81

§6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

17-OHP — 17-hidroksiprogesteron

ADI — prihvatljivi dnevni unos (od engl. acceptable daily intake)

ANOVA — analiza varijance (od engl. analysis of variance)

AR — androgeni receptor

ATCC — Americka banka stanica (od engl. American Type Culture Collection)

BAM — Savezni zavod za istrazivanje i ispitivanje materijala (od njem. Bundesanstalt fir
Materialforschung und -prifung)

BP-3 — benzofenon-3

cDNA — komplementarna DNA (od engl. complementary DNA)

CS-FBS — fetalni govedi serum pro¢iséen aktivnim ugljenom (od engl. charcoal-stripped fetal
bovine serum)

DHEA - dehidroepiandrosteron

DHT — dihidrotestosteron

DLS — dinamicko rasprsenje svjetlosti (od engl. dynamic light scattering)

DMSO - dimetilsulfoksid

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (od engl. deoxyribonucleic acid)

E2 - 17B-estradiol

ECHA — Europska agencija za kemikalije

EDC — endokrino disruptivne kemikalije (od engl. endocrine disrupting chemicals)
EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina

ELS - elektroforetsko rasprsenje svjetlosti (od engl. electrophoretic light scattering)

ER — estrogeni receptor

ERE — element odgovora na estrogen (od engl. estrogen responsive element)

EU — Europska Unija

FBS — Fetalni govedi serum (od engl. fetal bovine serum)

FDA — Food and Drug Administration

IC50 — koncentracija lijeka koja ubija 50 % stanica

JCRB - Japanska banka stanica (od engl. Japanese Collection of Research Bioresources)

JRC — Zajednicki istrazivacki centar (od engl. Joint Research Centre)
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LC/MS-MS - vezani sustav tekucéinska kromatografija — tandemna spektrometrija masa (od
engl. liquid chromatography tandem - mass spectrometry)

MRNA — glasnicka RNA (od engl. messenger RNA)

MTS - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolij
OECD - Organizacija za ekonomsku suradnju i razvoj

PBS — puferirana fizioloSka otopina (od engl. phosphate buffered saline)

PDI — indeks polidisperznosti (od engl. polydispersity index)

PE — polietilen

PENP — nanocestice polietilena

PET — polietilen tereftalat

PMP — mikrocestice plastike (od engl. plastic microparticles)

PMS — fenazin metosulfat

PNP — nanocestice plastike (od engl. plastic nanoparticles)

PP — polipropilen

PPNP — nanocestice polipropilena

PR — progesteronski receptor

PS — polistiren

PSNP — nanocestice polistirena

PVC — poli(vinil-klorid)

REACH — Registracija, evaluacija, autorizacija i ograni¢avanje kemikalija

RNA — ribonukleinska kiselina (od engl. ribonucleic acid)

RT-gPCR — kvantitativna lan¢ana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (od engl. real-time
quantitative polymerase chain reaction)

SAD - Sjedinjene Americke Drzave

SCCS — Znanstveni odbor Europske Unije za sigurnost potroSaca

SEM - skenirajuca elektronska mikroskopija

TR — tiroidni receptor
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Slika 48. Disocijacijske krivulje pocetnica: a) f-aktin, b) CYP11, c) CYP17, d) CYP19, e) 34-
HSD, f) 174-HSD .
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Slika 49. Kromatogrami steroidnih hormona netretiranih stanica odredeni LC-MS/MS

metodom.
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50000

15:17-Hydroxyprogesterone-C3 333.9000>100.1000( |

& Androstendione 265 9000>109.0000(+) CE: -24.0
100000-15:Androstendone 2669000597, 2000(+) CE: -23.0
9.DHEA 289.2000>213.3000(+) CE: -21.0
19.DHEA 270.90005213.2000(+) CE: 119.0

6.17-Hydroxyprogesterone-C3 TIC(+) 12:11-Deoxycorticosterone-d8 338 9000>100.0000(+) CE: -28.0
Androstendione TIC(+)
10:Androstendione-C3 TIC(+)

11:DHEA-45 TIC(+)
12:11-Deoxycorticosterone-d8 TIC(+)

7:11-Deoxycorticosterone 330.9000>109.1000(+)
7:11-Déoxycorticosterone 330.9000»87.0000(+) CE

10:Androstendone-C3 26990005412 1000¢+) CE
10:Androstendione-C3 289.9000>100.1000(»T
11:DHEA-d5 204 3000218 2000(+) CE: ,15

A

Sl

ika 50. Kromatogrami steroidnih hormona nakon tretmana stanica negativnom kontrolom
(prokloraz) odredeni LC-MS/MS metodom.
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17.339.3%

5 11-Hydroxyprogesterone TIG(+)

6.17-Hydroxyprogesterone-C2 TIC(+
17500000-17.11.Deoxycorticostercne TC(+)
8:Androstendions TIC(+)
9:0HEA TIC(+)
10:Androstendione.C3 TIC(+)
11:DHEA-45 TIC(+
125000%-.: 1" corticosteroge-g6 TIC(
5:17Hydroxyprogesterone 330.9000>109 2000(+) C
5:17-Hydroxyprogesterone 330.9000>97.1000(+) C!

15000000+

10000000+

7500000+

B:Andrpstendione 2369000597 2000(+) CE: 23,0/
:0HEA 289.2000>213.3000{+) CE:-21.0
:DHEA 270.9000>213 2000(+) CE: +19.0

0 Androsten

Nax ntensty
Tme 5000 Scand 1011 hien. 5,683,509

12:11-Deoxycortcosterone-o8 338.9000>100.0000(+) CE: -280

Slika 51. Kromatogrami steroidnih hormona nakon tretmana stanica pozitivnom kontrolom

(forskolin) odredeni LC-MS/MS metodom.

W PS50 mPS150 mPS350 © PE50 mPE350 mPP50 mPP180 mPET

Intenzitet (%)

dy (nm)

Slika 52. Raspodjela hidrodinami¢kog promjera prema intenzitetu za sve PNP odredena u

ultracistoj vodi.
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Slika 53. Raspodjela hidrodinami¢kog promjera prema intenzitetu za sve PNP odredena u

stanicnom mediju odmah nakon razrijedivanja odgovarajuéih suspenzija.

W PS50 ®m PS150 = PS350 © PE50 ™ PE350 ™ PP50 m PP180 m PET
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Slika 54. Raspodjela hidrodinamickog promjera prema intenzitetu za sve PNP odredena u

stanicnom mediju nakon 24 sata od razrijedivanja odgovarajuéih suspenzija.
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Slika 55. Raspodjela hidrodinamickog promjera prema intenzitetu za stani¢ni medij.
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Tablica 4. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PSNP 50 nm i

oksibenzona na AR-EcoScreen GR KO M1 stanicama.

PS50 Oksibenzon Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0 - -
10 0 7,36 - -
5 0 1,14 - -
1 0 -3,35 - -
0,1 0 -2,45 - -
0 100 40,16 - -
0 10 32,07 - -
0 1 25,23 - -
0 0,1 20,17 - -
10 100 4413 -3,38 Antagonizam
10 10 24,35 -15,08 Antagonizam
10 1 23,95 -8,63 Antagonizam
10 0,1 22,89 -4,64 Antagonizam
5 100 40,38 -0,91 Antagonizam
5 10 21,27 -5,93 Antagonizam
5 1 20,78 -5,58 Antagonizam
5 0,1 19,22 -2,09 Antagonizam
1 100 40,45 3,65 Sinergizam
1 10 31,11 2,39 Sinergizam
1 1 32,67 10,79 Sinergizam
1 0,1 27,16 10,34 Sinergizam
0,1 100 40,72 3,02 Sinergizam
0,1 10 25,85 -3,77 Antagonizam
0,1 1 20,35 -243 Antagonizam
0,1 0,1 22,94 5,22 Sinergizam
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Tablica 5. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PSNP 50 nm i

metilparabena na AR-EcoScreen GR KO M1 stanicama.

PS50 Metilparaben Odgovor Dpa Ucinak smjese
0 0 0 - -
10 0 7,36 - -
5 0 1,14 - -
1 0 -3,35 - -
01 0 -2,45 - -
0 100 38,23 - -
0 10 28,61 - -
0 1 22,13 - -
0 0,1 15,21 - -
10 100 32,34 -13,25 Antagonizam
10 10 6,54 -29,42 Antagonizam
10 1 9,88 -19,60 Antagonizam
10 01 13,29 -9,28 Antagonizam
5 100 35,60 -3,76 Antagonizam
5 10 9,74 -20,00 Antagonizam
5 1 22,99 -0,28 Antagonizam
5 01 24,85 8,49 Sinergizam
1 100 37,46 2,58 Sinergizam
1 10 26,82 1,57 Sinergizam
1 1 23,11 4,34 Sinergizam
1 0,1 18,90 7,04 Sinergizam
0,1 100 35,45 -0,33 Antagonizam
01 10 17,31 -8,85 Antagonizam
01 1 30,56 10,89 Sinergizam
0,1 0,1 30,61 17,85 Sinergizam

Nikolina Perani¢

Doktorska disertacija



§ 8. Dodatak

100

Tablica 6. IzraCunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PENP 50 nm i

oksibenzona na AR-EcoScreen GR KO M1 stanicama.

PE50 Oksibenzon Odgovor Dpa Uc{nak
smjese
0 0 0 - -
10 0 19,04 - -
5 0 -2,37 - -
1 0 8,21 - -
0,1 0 -1,03 - -
0 100 40,16 - -
0 10 32,07 - -
0 1 25,23 - -
0 01 20,17 - -
10 100 19,54 -39,65 Antagonizam
10 10 10,28 -40,82 Antagonizam
10 1 11,83 -32,43 Antagonizam
10 0,1 12,39 -26,82 Antagonizam
5 100 38,17 0,38 Sinergizam
5 10 19,33 -10,37 Antagonizam
5 1 17,62 -5,24 Antagonizam
5 0,1 15,44 -2,36 Antagonizam
1 100 39,47 -8,90 Antagonizam
1 10 26,13 -14,15 Antagonizam
1 1 24,02 -9,42 Antagonizam
1 0,1 26,88 -1,50 Antagonizam
0,1 100 42,61 3,49 Sinergizam
0,1 10 24,82 -6,21 Antagonizam
0,1 1 2752 3,33 Sinergizam
0,1 0,1 26,63 7,49 Sinergizam
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Tablica 7. IzraCunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PENP 50 nm i

metilparabena na AR-EcoScreen GR KO M1 stanicama.

PE50 Metilparaben| Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0 - -
10 0 19,04 - -
5 0 -2,37 - -
1 0 8,21 - -
0,1 0 -1,03 - -
0 100 38,23 - -
0 10 28,61 - -
0 1 22,13 - -
0 0,1 15,21 - -
10 100 15,31 -41,96 Antagonizam
10 10 -10,89 -58,54 Antagonizam
10 1 -8,05 -49,22 Antagonizam
10 0,1 -2,94 -37,20 Antagonizam
5 100 29,56 -6,30 Antagonizam
5 10 14,79 -11,45 Antagonizam
5 1 -943 -29,19 Antagonizam
5 0,1 -9,57 -22,41 Antagonizam
1 100 36,70 -9,74 Antagonizam
1 10 20,97 -15,85 Antagonizam
1 1 20,66 -9,68 Antagonizam
1 0,1 2,68 -20,74 Antagonizam
0,1 100 35,64 -1,56 Antagonizam
0,1 10 37,53 9,95 Sinergizam
0,1 1 22,43 1,34 Sinergizam
0,1 0,1 11,23 -2,95 Antagonizam
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Tablica 8. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i

oksibenzona na AR-EcoScreen GR KO M1 stanicama.

ucinci smjese PPNP 50 nm i

PP50 Oksibenzon Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0 - -
10 0 43,49 - -
5 0 22,15 - -
1 0 3,74 - -
0,1 0 -3,04 - -
0 100 40,16 - -
0 10 32,07 - -
0 1 25,23 - -
0 0,1 20,17 - -
10 100 65,08 -18,56 Antagonizam
10 10 52,52 -23,03 Antagonizam
10 1 49,75 -18,96 Antagonizam
10 0,1 49,23 -14/43 Antagonizam
5 100 54,42 -7,88 Antagonizam
5 10 32,20 -22,02 Antagonizam
5 1 33,91 -13,46 Antagonizam
5 0,1 35,39 -6,93 Antagonizam
1 100 33,44 -10,46 Antagonizam
1 10 13,25 -22,55 Antagonizam
1 1 16,21 -12,76 Antagonizam
1 0,1 14,73 -9,19 Antagonizam
0,1 100 36,58 -0,53 Antagonizam
0,1 10 16,44 -12,58 Antagonizam
0,1 1 18,14 -4,05 Antagonizam
0,1 0,1 18,52 1,39 Sinergizam
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Tablica 9. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i

metilparabena na AR-EcoScreen GR KO M1 stanicama.

ucinci smjese PPNP 50 nm i

PP50 Metilparaben| Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0 - -
10 0 43,49 - -
5 0 22,15 - -
1 0 3,74 - -
0,1 0 -3,04 - -
0 100 38,23 - -
0 10 28,61 - -
0 1 22,13 - -
0 0,1 1521 - -
10 100 64,52 -17,19 Antagonizam
10 10 47,94 -24,15 Antagonizam
10 1 52,65 -12,97 Antagonizam
10 0,1 44,45 -14,25 Antagonizam
5 100 47,52 -12,86 Antagonizam
5 10 29,18 -21,57 Antagonizam
5 1 24,17 -20,11 Antagonizam
5 0,1 19,76 -17,60 Antagonizam
1 100 37,98 -3,99 Antagonizam
1 10 13,05 -19,30 Antagonizam
1 1 41,62 15,75 Sinergizam
1 0,1 15,37 -3,58 Antagonizam
0,1 100 31,73 -3,46 Antagonizam
01 10 13,53 -12,03 Antagonizam
0,1 1 7,94 -11,14 Antagonizam
0,1 0,1 -0,59 -12,76 Antagonizam
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Tablica 10. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PET i oksibenzona na

AR-EcoScreen GR KO M1 stanicama.

PET Oksibenzon Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0 - -
10 0 6,45 - -
5 0 10,67 - -
1 0 3,70 - -
0,1 0 0,09 - -
0 100 40,16 - -
0 10 32,07 - -
0 1 25,23 - -
0 0,1 20,17 - -
10 100 44 57 -2,04 Antagonizam
10 10 28,02 -10,49 Antagonizam
10 1 31,27 -041 Antagonizam
10 0,1 31,39 4,77 Sinergizam
5 100 46,53 -4,29 Antagonizam
5 10 33,80 -8,93 Antagonizam
5 1 28,95 -6,95 Antagonizam
5 0,1 30,25 -0,59 Antagonizam
1 100 42,66 -1,19 Antagonizam
1 10 25,80 -9,96 Antagonizam
1 1 30,80 1,87 Sinergizam
1 0,1 40,90 17,03 Sinergizam
0,1 100 44,30 4,05 Sinergizam
0,1 10 35,63 347 Sinergizam
0,1 1 31,23 591 Sinergizam
0,1 0,1 31,11 10,85 Sinergizam

Nikolina Perani¢

Doktorska disertacija



§ 8. Dodatak

105

Tablica 11. IzraCunati koeficijenti adicije koncentracije i u¢inci smjese PET 1 metilparabena na

AR-EcoScreen GR KO M1 stanicama.

: Ucinak
PET Metilparaben| Odgovor Dpa smijese
0 0 0 - -
10 0 6,45 - -
5 0 10,67 - -
1 0 3,70 - -
0,1 0 0,09 - -
0 100 38,23 - -
0 10 28,61 - -
0 1 22,13 - -
0 0,1 15,21 - -
10 100 41,80 -2,88 Antagonizam
10 10 19,59 -1547 Antagonizam
10 1 13,13 -15,45 Antagonizam
10 0,1 14,35 -7,31 Antagonizam
5 100 40,10 -8,80 Antagonizam
5 10 17,90 -21,37 Antagonizam
5 1 8,87 -23,93 Antagonizam
5 0,1 10,84 -15,04 Antagonizam
1 100 36,44 -5,49 Antagonizam
1 10 28,51 -3,79 Antagonizam
1 1 19,09 -6,74 Antagonizam
1 0,1 25,67 6,76 Sinergizam
0,1 100 33,67 -4,65 Antagonizam
01 10 18,51 -10,19 Antagonizam
0,1 1 12,28 -9,95 Antagonizam
0,1 0,1 9,25 -6,06 Antagonizam
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Tablica 12. IzraCunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PSNP 150 nm i

oksibenzona na AR-EcoScreen GR KO M1 stanicama.

PS150 Oksibenzon Odgovor Dpa Uc{nak
smjese
0 0 0 - -
10 0 -4,12 - -
5 0 4,87 - -
1 0 1,87 - -
0,1 0 -8,38 - -
0 100 40,16 - -
0 10 32,07 - -
0 1 25,23 - -
0 0,1 20,17 - -
10 100 38,54 2,50 Sinergizam
10 10 32,86 491 Sinergizam
10 1 27,80 6,69 Sinergizam
10 0,1 30,63 14,58 Sinergizam
5 100 39,65 -5,39 Antagonizam
5 10 2747 -9,47 Antagonizam
5 1 34,70 4,60 Sinergizam
5 0,1 25,65 0,60 Sinergizam
1 100 33,89 -8,13 Antagonizam
1 10 36,99 3,06 Sinergizam
1 1 22,81 -4,28 Antagonizam
1 0,1 33,39 11,36 Sinergizam
0,1 100 36,19 4,40 Sinergizam
0,1 10 22,66 -1,03 Antagonizam
0,1 1 2743 10,58 Sinergizam
0,1 0,1 24,99 13,19 Sinergizam
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Tablica 13. IzraCunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PSNP 150 nm i

metilparabena na AR-EcoScreen GR KO M1 stanicama.

PS150 Metilparaben| Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0 - -
10 0 -4,12 - -
5 0 4,87 - -
1 0 1,87 - -
0,1 0 -8,38 - -
0 100 38,23 - -
0 10 28,61 - -
0 1 22,13 - -
0 0,1 1521 - -
10 100 39,79 5,67 Sinergizam
10 10 18,26 -6,23 Antagonizam
10 1 16,55 -1,46 Antagonizam
10 0,1 14,18 3,08 Sinergizam
5 100 45,68 2,57 Sinergizam
5 10 23,01 -10,47 Antagonizam
5 1 13,00 -14,00 Antagonizam
5 0,1 11,64 -8,45 Antagonizam
1 100 41,17 1,07 Sinergizam
1 10 20,97 -9,50 Antagonizam
1 1 17,37 -6,62 Antagonizam
1 0,1 17,38 0,30 Sinergizam
0,1 100 43,46 13,61 Sinergizam
0,1 10 22,15 1,92 Sinergizam
0,1 1 14,36 0,61 Sinergizam
0,1 0,1 14,24 7,40 Sinergizam
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Tablica 14. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i

oksibenzona na AR-EcoScreen GR KO M1 stanicama.

ucinci smjese PSNP 350 nm 1

PS350 Oksibenzon Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0 - -
10 0 -347 - -
5 0 -6,09 - -
1 0 -3,12 - -
0,1 0 -2,68 - -
0 100 40,16 - -
0 10 32,07 - -
0 1 25,23 - -
0 0,1 20,17 - -
10 100 32,94 -3,75 Antagonizam
10 10 21,68 -6,92 Antagonizam
10 1 20,69 -1,07 Antagonizam
10 0,1 19,75 3,05 Sinergizam
5 100 35,12 1,05 Sinergizam
5 10 18,43 -7,54 Antagonizam
5 1 18,10 -1,04 Antagonizam
5 0,1 18,67 4,58 Sinergizam
1 100 34,27 -2,77 Antagonizam
1 10 20,51 -8,43 Antagonizam
1 1 26,26 414 Sinergizam
1 0,1 19,46 241 Sinergizam
0,1 100 32,15 -5,33 Antagonizam
01 10 17,28 -12,10 Antagonizam
0,1 1 17,00 -5,54 Antagonizam
0,1 0,1 20,66 3,16 Sinergizam
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Tablica 15. IzraCunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PSNP 350 nm i

metilparabena na AR-EcoScreen GR KO M1 stanicama.

PS350 Metilparaben| Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0 - -
10 0 -347 - -
5 0 -6,09 - -
1 0 -3,12 - -
0,1 0 -2,68 - -
0 100 38,23 - -
0 10 28,61 - -
0 1 22,13 - -
0 01 1521 - -
10 100 3791 3,14 Sinergizam
10 10 19,86 -5,28 Antagonizam
10 1 15,36 -3,30 Antagonizam
10 0,1 13,26 151 Sinergizam
5 100 37,59 545 Sinergizam
5 10 15,27 -7,25 Antagonizam
5 1 19,78 3,74 Sinergizam
5 0,1 17,39 8,26 Sinergizam
1 100 35,92 0,81 Sinergizam
1 10 21,61 -3,88 Antagonizam
1 1 22,82 3,80 Sinergizam
1 0,1 18,47 6,37 Sinergizam
0,1 100 40,47 492 Sinergizam
0,1 10 23,20 -2,73 Antagonizam
0,1 1 23,45 4,00 Sinergizam
0,1 0,1 20,19 7,65 Sinergizam
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Tablica 16. IzraCunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PPNP 180 nm i

oksibenzona na AR-EcoScreen GR KO M1 stanicama.

PP180 Oksibenzon Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0 - -
10 0 48,47 - -
5 0 33,24 - -
1 0 21,17 - -
0,1 0 6,43 - -
0 100 40,16 - -
0 10 32,07 - -
0 1 25,23 - -
0 0,1 20,17 - -
10 100 60,74 -27,89 Antagonizam
10 10 53,94 -26,59 Antagonizam
10 1 54,05 -19,64 Antagonizam
10 0,1 54,35 -14,29 Antagonizam
5 100 57,65 -15,75 Antagonizam
5 10 41,67 -23,64 Antagonizam
5 1 43,02 -15,45 Antagonizam
5 0,1 35,31 -18,11 Antagonizam
1 100 48,29 -13,03 Antagonizam
1 10 25,48 -27,76 Antagonizam
1 1 20,98 -2541 Antagonizam
1 0,1 21,49 -19,85 Antagonizam
0,1 100 55,98 9,38 Sinergizam
01 10 2243 -16,07 Antagonizam
0,1 1 22,35 -9,31 Antagonizam
0,1 0,1 18,44 -8,16 Antagonizam
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Tablica 17. IzraCunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PPNP 180 nm i

metilparabena na AR-EcoScreen GR KO M1 stanicama.

PP180 Metilparaben| Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0 - -
10 0 48,47 - -
5 0 33,24 - -
1 0 21,17 - -
0,1 0 6,43 - -
0 100 38,23 - -
0 10 28,61 - -
0 1 22,13 - -
0 0,1 1521 - -
10 100 65,65 -21,05 Antagonizam
10 10 52,18 -24,90 Antagonizam
10 1 47,08 -23,52 Antagonizam
10 0,1 44,78 -18,90 Antagonizam
5 100 58,86 -12,61 Antagonizam
5 10 34,74 -27,11 Antagonizam
5 1 30,86 -2451 Antagonizam
5 0,1 33,21 -15,25 Antagonizam
1 100 46,24 -13,16 Antagonizam
1 10 41,72 -8,06 Antagonizam
1 1 24,48 -18,82 Antagonizam
1 0,1 22,60 -13,78 Antagonizam
0,1 100 46,32 1,65 Sinergizam
0,1 10 25,58 -9,46 Antagonizam
0,1 1 20,64 -7,92 Antagonizam
0,1 0,1 15,56 -6,09 Antagonizam
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Tablica 18. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PENP 350 nm i

oksibenzona na AR-EcoScreen GR KO M1 stanicama.

PE350 Oksibenzon Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0 - -
10 0 42,74 - -
5 0 29,24 - -
1 0 16,47 - -
0,1 0 10,42 - -
0 100 40,16 - -
0 10 32,07 - -
0 1 25,23 - -
0 0,1 20,17 - -
10 100 63,43 -19,46 Antagonizam
10 10 43,06 -31,74 Antagonizam
10 1 40,75 -27,21 Antagonizam
10 0,1 43,66 -19,25 Antagonizam
5 100 62,56 -6,83 Antagonizam
5 10 38,82 -22,48 Antagonizam
5 1 41,18 -13,29 Antagonizam
5 0,1 3891 -10,50 Antagonizam
1 100 62,69 6,06 Sinergizam
1 10 35,71 -12,83 Antagonizam
1 1 33,30 -8,40 Antagonizam
1 0,1 33,27 -3,38 Antagonizam
0,1 100 50,30 -0,28 Antagonizam
0,1 10 34,36 -8,13 Antagonizam
0,1 1 39,11 3,46 Sinergizam
0,1 0,1 39,15 8,55 Sinergizam
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Tablica 19. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PENP 350 nm i

metilparabena na AR-EcoScreen GR KO M1 stanicama.

PE350 Metilparaben| Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0 - -
10 0 42,74 - -
5 0 29,24 - -
1 0 16,47 - -
0,1 0 10,42 - -
0 100 38,23 - -
0 10 28,61 - -
0 1 22,13 - -
0 0,1 15,21 - -
10 100 62,16 -18,80 Antagonizam
10 10 36,29 -35,06 Antagonizam
10 1 39,97 -24,90 Antagonizam
10 0,1 32,66 -25,29 Antagonizam
5 100 50,44 -17,03 Antagonizam
5 10 41,72 -16,12 Antagonizam
5 1 34,10 -17,26 Antagonizam
5 0,1 26,25 -18,20 Antagonizam
1 100 47,67 -7,04 Antagonizam
1 10 37,19 -7,89 Antagonizam
1 1 40,09 1,49 Sinergizam
1 0,1 38,21 6,53 Sinergizam
0,1 100 44 47 -4,18 Antagonizam
0,1 10 41,33 2,30 Sinergizam
0,1 1 42,62 10,07 Sinergizam
0,1 0,1 34,45 8,81 Sinergizam
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Tablica 20. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i uinci smjese PSNP 50 nm i

oksibenzona na HelLa-9903 stanicama.

PS50 Oksibenzon Odgovor Dpa Ua_nak
smjese
0 0 0,19 - -
10 0 151 - -
5 0 0,59 - -
1 0 1,27 - -
0,1 0 0,88 - -
0 100 59,00 - -
0 10 12,92 - -
0 1 5,85 - -
0 0,1 3,74 - -
10 100 54,70 -5,63 Antagonizam
10 10 12,64 -1,60 Antagonizam
10 1 5,48 -1,69 Antagonizam
10 0,1 5,56 0,50 Sinergizam
5 100 59,28 -0,12 Antagonizam
5 10 14,36 1,04 Sinergizam
5 1 411 -2,15 Antagonizam
5 0,1 5,26 111 Sinergizam
1 100 4747 -12,61 Antagonizam
1 10 12,29 -1,70 Antagonizam
1 1 541 -1,52 Antagonizam
1 01 9,28 446 Sinergizam
0,1 100 56,40 -3,29 Antagonizam
01 10 12,91 -0,70 Antagonizam
01 1 4,06 -2,48 Antagonizam
0,1 0,1 5,77 1,34 Sinergizam
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Tablica 21. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i u¢inci smjese PSNP 50 nm i

metilparabena na HeLa-9903 stanicama.

PS50 Metilparaben Odgovor Dpa Ucinak smjese
0 0 0,19 - -
10 0 151 - -
5 0 0,59 - -
1 0 1,27 - -
01 0 0,88 - -
0 100 52,99 - -
0 10 14,00 - -
0 1 411 - -
0 01 2,71 - -
10 100 53,46 -0,85 Antagonizam
10 10 11,82 -3,50 Antagonizam
10 1 6,51 1,08 Sinergizam
10 01 5,37 133 Sinergizam
5 100 55,97 2,58 Sinergizam
5 10 11,71 -2,70 Antagonizam
5 1 3,17 -1,35 Antagonizam
5 0,1 2,01 -1,11 Antagonizam
1 100 50,30 -3,77 Antagonizam
1 10 10,99 -4,08 Antagonizam
1 1 6,14 0,95 Sinergizam
1 0,1 1,64 -2,15 Antagonizam
0,1 100 52,33 -1,35 Antagonizam
01 10 11,39 -3,30 Antagonizam
01 1 3,86 -0,94 Antagonizam
0,1 0,1 6,73 3,33 Sinergizam
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Tablica 22. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PENP 50 nm i

oksibenzona na HelLa-9903 stanicama.

PE50 Oksibenzon Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0,19 - -
10 0 1,09 - -
5 0 0,53 - -
1 0 0,06 - -
0,1 0 1,49 - -
0 100 59,00 - -
0 10 12,92 - -
0 1 5,85 - -
0 0,1 3,74 - -
10 100 56,81 -3,09 Antagonizam
10 10 11,84 -1,97 Antagonizam
10 1 4,97 -1,78 Antagonizam
10 0,1 6,43 1,78 Sinergizam
5 100 56,15 -3,19 Antagonizam
5 10 11,72 -1,53 Antagonizam
5 1 3,74 -2,45 Antagonizam
5 0,1 6,84 2,76 Sinergizam
1 100 60,39 1,52 Sinergizam
1 10 14,18 1,38 Sinergizam
1 1 4,44 -1,28 Antagonizam
1 0,1 4,97 1,35 Sinergizam
0,1 100 53,77 -6,54 Antagonizam
0,1 10 13,10 -1,13 Antagonizam
0,1 1 5,05 -2,10 Antagonizam
0,1 0,1 545 0,40 Sinergizam
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Tablica 23. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PENP 50 nm i

metilparabena na HeLa-9903 stanicama.

PE50 Metilparaben| Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0,19 - -
10 0 1,09 - -
5 0 0,53 - -
1 0 0,06 - -
0,1 0 1,49 - -
0 100 52,99 - -
0 10 14,00 - -
0 1 411 - -
0 0,1 2,71 - -
10 100 53,73 -0,16 Antagonizam
10 10 13,60 -1,30 Antagonizam
10 1 4,70 -0,32 Antagonizam
10 0,1 2,67 -0,94 Antagonizam
5 100 53,17 -0,17 Antagonizam
5 10 12,02 -2,32 Antagonizam
5 1 501 0,55 Sinergizam
5 0,1 3,38 0,33 Sinergizam
1 100 5347 0,60 Sinergizam
1 10 10,98 -2,89 Antagonizam
1 1 2,81 -1,18 Antagonizam
1 0,1 1,39 -1,19 Antagonizam
0,1 100 54,80 0,51 Sinergizam
0,1 10 11,14 -4,16 Antagonizam
0,1 1 4,20 -1,22 Antagonizam
0,1 0,1 1,21 -2,80 Antagonizam
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Tablica 24. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i u¢inci smjese PPNP 50 nm i

oksibenzona na HelLa-9903 stanicama.

PP50 Oksibenzon Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0,19 - -
10 0 5,79 - -
5 0 2,04 - -
1 0 1,24 - -
0,1 0 0,61 - -
0 100 59,00 - -
0 10 12,92 - -
0 1 5,85 - -
0 0,1 3,74 - -
10 100 56,42 -8,19 Antagonizam
10 10 11,44 -7,08 Antagonizam
10 1 7,92 -3,53 Antagonizam
10 0,1 2,84 -6,51 Antagonizam
5 100 57,12 -3,73 Antagonizam
5 10 10,77 -3,99 Antagonizam
5 1 5,94 -1,76 Antagonizam
5 0,1 3,59 -2,00 Antagonizam
1 100 60,18 0,13 Sinergizam
1 10 12,86 -1,10 Antagonizam
1 1 345 -345 Antagonizam
1 0,1 2,67 -2,13 Antagonizam
0,1 100 67,81 8,38 Sinergizam
0,1 10 10,85 -2,49 Antagonizam
0,1 1 2,22 -4,06 Antagonizam
0,1 0,1 3,30 -0,87 Antagonizam
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Tablica 25. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i

metilparabena na HeLa-9903 stanicama.

ucinci smjese PPNP 50 nm i

PP50 Metilparaben| Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0,19 - -
10 0 5,79 - -
5 0 2,04 - -
1 0 1,24 - -
0,1 0 0,61 - -
0 100 52,99 - -
0 10 14,00 - -
0 1 411 - -
0 0,1 2,71 - -
10 100 33,38 -25,22 Antagonizam
10 10 10,79 -8,82 Antagonizam
10 1 3,02 -6,70 Antagonizam
10 0,1 3,50 -4,82 Antagonizam
5 100 42,00 -12,84 Antagonizam
5 10 12,63 -3,21 Antagonizam
5 1 4,96 -1,00 Antagonizam
5 0,1 3,42 -1,14 Antagonizam
1 100 42,64 -11,40 Antagonizam
1 10 12,19 -2,86 Antagonizam
1 1 2,14 -3,02 Antagonizam
1 0,1 2,50 -1,26 Antagonizam
0,1 100 49,15 -4,27 Antagonizam
0,1 10 13,30 -1,12 Antagonizam
0,1 1 4,84 0,30 Sinergizam
0,1 0,1 1,99 -1,15 Antagonizam
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Tablica 26. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i u¢inci smjese PET i oksibenzona na

Hela-9903 stanicama.

PET Oksibenzon Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0,19 - -
10 0 1,83 - -
5 0 1,38 - -
1 0 0,49 - -
0,1 0 0,61 - -
0 100 59,00 - -
0 10 12,92 - -
0 1 5,85 - -
0 01 3,74 - -
10 100 61,21 0,57 Sinergizam
10 10 14,02 -0,54 Antagonizam
10 1 6,51 -0,99 Antagonizam
10 0,1 551 0,12 Sinergizam
5 100 59,30 -0,89 Antagonizam
5 10 12,20 -1,91 Antagonizam
5 1 3,60 -3,44 Antagonizam
5 0,1 5,67 0,74 Sinergizam
1 100 59,65 0,35 Sinergizam
1 10 11,53 -1,70 Antagonizam
1 1 1,39 -4,77 Antagonizam
1 0,1 1,98 -2,07 Antagonizam
0,1 100 67,48 8,06 Sinergizam
0,1 10 11,86 -147 Antagonizam
0,1 1 2,08 -4,19 Antagonizam
0,1 0,1 1,96 -2,20 Antagonizam
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Tablica 27. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i u¢inci smjese PET i metilparabena na

Hela-9903 stanicama.

: Ucinak
PET Metilparaben| Odgovor Dpa smijese
0 0 0,19 - -
10 0 1,83 - -
5 0 1,38 - -
1 0 0,49 - -
0,1 0 0,61 - -
0 100 52,99 - -
0 10 14,00 - -
0 1 411 - -
0 0,1 2,71 - -
10 100 56,01 1,38 Sinergizam
10 10 1191 -3,73 Antagonizam
10 1 5,96 0,20 Sinergizam
10 0,1 5,82 1,47 Sinergizam
5 100 56,33 2,15 Sinergizam
5 10 13,35 -1,84 Antagonizam
5 1 4,05 -1,25 Antagonizam
5 0,1 491 1,01 Sinergizam
1 100 51,73 -1,56 Antagonizam
1 10 7,00 -7,30 Antagonizam
1 1 2,39 -2,03 Antagonizam
1 0,1 1,56 -1,45 Antagonizam
0,1 100 47,76 -5,65 Antagonizam
0,1 10 11,16 -3,26 Antagonizam
0,1 1 1,63 -2,90 Antagonizam
0,1 0,1 0,36 -2,77 Antagonizam
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Tablica 28. IzraCunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PSNP 150 nm i

oksibenzona na HelLa-9903 stanicama.

PS150 Oksibenzon Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0,19 - -
10 0 1,52 - -
5 0 2,38 - -
1 0 241 - -
0,1 0 1,23 - -
0 100 59,00 - -
0 10 12,92 - -
0 1 5,85 - -
0 0,1 3,74 - -
10 100 40,29 -20,04 Antagonizam
10 10 6,38 -7,87 Antagonizam
10 1 1,33 -5,85 Antagonizam
10 0,1 2,49 -2,58 Antagonizam
5 100 48,33 -12,86 Antagonizam
5 10 7,94 -7,17 Antagonizam
5 1 2,24 -5,80 Antagonizam
5 0,1 144 -4,50 Antagonizam
1 100 49,37 -11,85 Antagonizam
1 10 71,87 -71,28 Antagonizam
1 1 3,30 -4,78 Antagonizam
1 0,1 3,30 -2,67 Antagonizam
0,1 100 55,30 -4,74 Antagonizam
0,1 10 9,36 -4,60 Antagonizam
0,1 1 1,72 -5,16 Antagonizam
0,1 0,1 2,60 -2,19 Antagonizam
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Tablica 29. IzraCunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PSNP 150 nm i

metilparabena na HeLa-9903 stanicama.

PS150 Metilparaben| Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0,19 - -
10 0 1,52 - -
5 0 2,38 - -
1 0 241 - -
0,1 0 1,23 - -
0 100 52,99 - -
0 10 14,00 - -
0 1 411 - -
0 0,1 2,71 - -
10 100 47,67 -6,66 Antagonizam
10 10 9,87 -5,46 Antagonizam
10 1 2,07 -3,38 Antagonizam
10 0,1 1,13 -2,91 Antagonizam
5 100 56,98 1,80 Sinergizam
5 10 16,91 0,72 Sinergizam
5 1 2,75 -3,56 Antagonizam
5 0,1 3,39 -151 Antagonizam
1 100 61,90 6,68 Sinergizam
1 10 1591 -0,31 Antagonizam
1 1 161 -4,73 Antagonizam
1 0,1 3,06 -1,88 Antagonizam
0,1 100 62,21 8,18 Sinergizam
0,1 10 14,78 -0,25 Antagonizam
0,1 1 3,66 -1,49 Antagonizam
0,1 0,1 2,46 -1,29 Antagonizam
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Tablica 30. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PSNP 350 nm i

oksibenzona na HelLa-9903 stanicama.

PS350 Oksibenzon Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0,19 - -
10 0 131 - -
5 0 1,14 - -
1 0 3,68 - -
0,1 0 121 - -
0 100 59,00 - -
0 10 12,92 - -
0 1 5,85 - -
0 0,1 3,74 - -
10 100 47,40 -12,72 Antagonizam
10 10 11,18 -2,86 Antagonizam
10 1 6,69 -0,28 Antagonizam
10 0,1 5,74 0,88 Sinergizam
5 100 42,58 -17,37 Antagonizam
5 10 4,47 -9,40 Antagonizam
5 1 2,68 -4,12 Antagonizam
5 0,1 2,61 -2,09 Antagonizam
1 100 45,62 -16,88 Antagonizam
1 10 5,15 -11,26 Antagonizam
1 1 1,78 -7,56 Antagonizam
1 0,1 1,32 -5,92 Antagonizam
0,1 100 40,81 -19,21 Antagonizam
0,1 10 6,55 -7,39 Antagonizam
0,1 1 0,96 -591 Antagonizam
0,1 0,1 1,25 -3,52 Antagonizam
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Tablica 31. IzraCunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PSNP 350 nm i

metilparabena na HeLa-9903 stanicama.

PS350 Metilparaben| Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0,19 - -
10 0 131 - -
5 0 1,14 - -
1 0 3,68 - -
0,1 0 121 - -
0 100 52,99 - -
0 10 14,00 - -
0 1 411 - -
0 01 2,71 - -
10 100 57,17 3,06 Sinergizam
10 10 13,02 -2,10 Antagonizam
10 1 4,35 -0,88 Antagonizam
10 0,1 3,94 0,11 Sinergizam
5 100 60,70 6,76 Sinergizam
5 10 14,29 -0,66 Antagonizam
5 1 1,82 -3,24 Antagonizam
5 0,1 2,21 -1,45 Antagonizam
1 100 62,89 6,41 Sinergizam
1 10 12,43 -5,06 Antagonizam
1 1 381 -3,79 Antagonizam
1 0,1 1,02 -5,19 Antagonizam
0,1 100 65,53 11,52 Sinergizam
0,1 10 13,46 -1,56 Antagonizam
0,1 1 2,48 -2,65 Antagonizam
0,1 0,1 1,15 -2,58 Antagonizam

Nikolina Perani¢

Doktorska disertacija



§ 8. Dodatak

126

Tablica 32. IzraCunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PPNP 180 nm i

oksibenzona na HelLa-9903 stanicama.

PP180 Oksibenzon Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0,19 - -
10 0 14,41 - -
5 0 747 - -
1 0 8,87 - -
0,1 0 1,08 - -
0 100 59,00 - -
0 10 12,92 - -
0 1 5,85 - -
0 0,1 3,74 - -
10 100 55,80 -17,42 Antagonizam
10 10 12,70 -14,44 Antagonizam
10 1 751 -12,56 Antagonizam
10 0,1 6,24 -11,73 Antagonizam
5 100 55,86 -10,42 Antagonizam
5 10 15,10 -5,10 Antagonizam
5 1 7,54 -5,59 Antagonizam
5 0,1 591 -512 Antagonizam
1 100 64,21 -3/48 Antagonizam
1 10 13,84 -1,76 Antagonizam
1 1 2,20 -12,34 Antagonizam
1 0,1 2,02 -10,42 Antagonizam
0,1 100 67,61 7,72 Sinergizam
0,1 10 533 -8/48 Antagonizam
0,1 1 5,26 -1,48 Antagonizam
0,1 0,1 2,98 -1,65 Antagonizam
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Tablica 33. IzraCunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PPNP 180 nm i

metilparabena na HeLa-9903 stanicama.

PP180 Metilparaben| Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0,19 - -
10 0 14,41 - -
5 0 747 - -
1 0 8,87 - -
0,1 0 1,08 - -
0 100 52,99 - -
0 10 14,00 - -
0 1 411 - -
0 0,1 2,71 - -
10 100 58,45 -8,76 Antagonizam
10 10 17,82 -10,40 Antagonizam
10 1 4,93 -1341 Antagonizam
10 0,1 2,98 -13,95 Antagonizam
5 100 53,97 -6,31 Antagonizam
5 10 11,74 -9,55 Antagonizam
5 1 1,99 -941 Antagonizam
5 0,1 1,94 -8,05 Antagonizam
1 100 67,04 5,36 Sinergizam
1 10 11,50 -11,19 Antagonizam
1 1 3,03 -9,77 Antagonizam
1 0,1 141 -9,99 Antagonizam
0,1 100 62,55 8,66 Sinergizam
0,1 10 12,75 -2,14 Antagonizam
0,1 1 2,19 -2,81 Antagonizam
0,1 0,1 1,13 -2.47 Antagonizam
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Tablica 34. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PENP 350 nm i

oksibenzona na HelLa-9903 stanicama.

PE350 Oksibenzon Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0,19 - -
10 0 4291 - -
5 0 29,72 - -
1 0 7,74 - -
0,1 0 1,37 - -
0 100 59,00 - -
0 10 12,92 - -
0 1 5,85 - -
0 0,1 3,74 - -
10 100 48,91 -52,82 Antagonizam
10 10 15,95 -39,69 Antagonizam
10 1 8,45 -40,13 Antagonizam
10 0,1 3,04 -43,43 Antagonizam
5 100 56,22 -32,31 Antagonizam
5 10 18,49 -23,96 Antagonizam
5 1 6,60 -28,78 Antagonizam
5 0,1 4,16 -29,11 Antagonizam
1 100 59,31 -7,25 Antagonizam
1 10 17,34 -3,14 Antagonizam
1 1 5,33 -8,08 Antagonizam
1 0,1 2,98 -8,32 Antagonizam
0,1 100 65,57 5,39 Sinergizam
0,1 10 19,97 5,87 Sinergizam
0,1 1 6,38 -0,15 Antagonizam
0,1 0,1 2,19 -2,73 Antagonizam
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Tablica 35. Izracunati koeficijenti adicije koncentracije i ucinci smjese PENP 350 nm i

metilparabena na HeLa-9903 stanicama.

PE350 Metilparaben| Odgovor Dpa Uc{nak
smijese
0 0 0,19 - -
10 0 4291 - -
5 0 29,72 - -
1 0 7,74 - -
0,1 0 1,37 - -
0 100 52,99 - -
0 10 14,00 - -
0 1 411 - -
0 0,1 2,71 - -
10 100 61,26 -34,46 Antagonizam
10 10 17,12 -39,60 Antagonizam
10 1 9,49 -37,35 Antagonizam
10 0,1 8,13 -37,30 Antagonizam
5 100 65,18 -17,34 Antagonizam
5 10 20,25 -23,28 Antagonizam
5 1 9,02 -24.62 Antagonizam
5 0,1 7,38 -24,86 Antagonizam
1 100 58,35 -2,20 Antagonizam
1 10 16,15 -541 Antagonizam
1 1 8,37 -3,30 Antagonizam
1 0,1 8,06 -2,21 Antagonizam
0,1 100 67,05 12,88 Sinergizam
0,1 10 22,05 6,87 Sinergizam
0,1 1 8,38 3,09 Sinergizam
0,1 0,1 3,03 -0,86 Antagonizam
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§9. ZIVOTOPIS
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istrazivanja 1 medicinu rada u istrazivac¢koj grupi Ivane Vinkovi¢ Vréek na projektu ,,Projekt
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