PRIRODOSLOVIMA T EMAT I L K| FAKULTET

Ni kol ina Peranil

Ul I NCI KOMPLEKSNI H SMJE
PLASTIKE NA ANDROGENE | ESTROGENE
RECEPTORE

DOKTORSKI RAD

Mentomaslovniizp.r of . dr . sc. | vana Vi nko
trajnom izboru

Zagreb2025.






FACULTY OF SCIENCE

Ni kol ina Peranil

EFFECTS OF COMPLEX MIXTURES OF PLASTIC
NANOPARTICLES ANDROGEN AND ESTROGEN
RECEPTORS

DOCTORADISSERTATION

Supervisof:i t ul ar Associate Professor
Advisor with Tenure, PhD

Zagreb2025






Zahvale

Prije svega g¢gelim zahvaliti mentori ci nas
povjerenju i prugenoj prilici. Hval a Vam na
doktorataHvalagt o st e misudelojergna daninhljim projektima, konferencijama

I usavrgavanji ma.

Hval a prof. dr . sc. Gel jku Debeljaku i nj eg
kvalitete KBGa Osi j ek na pomol i-M@MSekspekimematap maogodndje nj a

atmosferi u laboratoriju.

Hvala dr. sc. Carlos Cuestas Ayllonu i prof. dr. sc. Jesus M de la Fuenteu s Instituta za znanost

o materijalima u Zaragozi na pomol i prilikorm

Hvalasvi m kol egama iz grupe na ugodnoj radnoj
Ivanu na svim savjetima i dobrim kavama. Nikolini jerdjgan suputnik od Osijeka do
Dernbachalucijinas v o j pomol i u | abosu i van njega, r

kad j.e Hwaglkaws vam gto ste od kolega iz ureda
Mojimpr i j atel jima hvala na podrag ann otgitjvesk d m j ceipji
Opul &ovalkeminhv al at gt vz mene od omsa oxwniom ko ke mj
nago,;] metropol i koja su olakgavala povratak

Naj v el eojohobitelirapotpori r azumijevanju i bezbri gnom

Vi ktoru na beskrajnom strpljenju, podr gci [






§Sad ¢ a | vii

Sadr gaj

S A G E T A K e e ettt e e e et et X
AB ST R A CT ettt s Xl
320 I U Y I U PPURPRRRTR 1
8§ 2. LITERATURNIPREGLED ......coiiiiiiiiiiiiieee et eeere e e e e e e 2
21. Nanol|l esti.ce..plias. it i K G 2
211Nano| estice pl.ast..ke..u..0kol.i.gU. .. 3

22. Il nterakcija | estica plast.i.ke..i..kanv.enchbonal ni

23. Ljudska izlogenost pl.ast.i.ci..i..ul..nak..né& zdrav

2.4, ENAOKIINT QISTUPTOTT ....viiiiiiiiieiiiiiiiiie et e e e e s eeer e e e e e e e e e e e e s emmr e e e e e e e e e aanns 9
2.4.1.1spitivanje endokrinadisruptivnog potencijala in VIithO..............cevvvevviiiiien e, 11

2420 spitivanj e..ul..nak.a..S.mji.B.S.a. i, 14

P N @] o =10 4o ] 4 TSP PP PP PPPPPPPPP 14

2.4. 4 METIPAIADEN. ......ceiieeeee e e —————a e e e e e e e e e e e e e e aaaaaes 16

8§ 3. EKSPERIMENTALNIDIO ..t 18

N |V =1 =T ] = U PSP O PP PPPPPPPPPRRPPIN 18

3.2. Fizikalno-k e mi j ska karakteri zauc..j.a..nanal.est.ilea pl as
33. Karakteristi ke..s.t.ani.l.oi.h. ..o ja. .. 20

3.31.St ani | n aEcdScreen GRAKOAR.............oooviiiiiiiiie e 20

3.32.St ani | na -9903n.i.j.a...He.L.a. .. 21

3.33.St ani | na-H25RN.I..j..a.....N.C.lo e 21

34 Il spitivanje pr.egi.wl..enj.a..s.t.ani.c.a. ... 21

35. Il spitivanje ulinka PNP..na..akt..v.a.c.i.j.u.r28ceptor
351Ul inak na aktivaci.j.u..andr.ageni.h..r.ecept28r a
T~ U N I T o T= W Qo[- g QT 2] o 1 o o T 24

36.  spitivanje ulinka PNPR..na..pr.aces..s.t.er.o2s5dogene

36.10drelivanje ekspresije gemna..l.anl.anom.r26akcijo

36.20drelivanje koncent r.a.c.i.j.e..s.t.er.o.i.dn.i.h..h28r mona

37. Statistil ka abr.ada..r.ez.ul.t.al. @ ... 29
8 4. REZULTATI I RASPRAVA et erren e 31

4.1. Fizikalno-k emi j ska svojstva..naun.uol.es.t..ca..pl.as8ti ke

42. Ulinak PNP na st.ani.l.na..ptL.e.g.i.vl..en.j..e....J35

Ni kolina Peranil Doktorska disertacija



§Sad ¢ a | viii

421.AREco0Screen s.t.ani.d.na..l..ni.j.a ... 35
422 Hela9 903 st an.d.d.na..l. . nd.j.a. ., 38
423NCIFH2 95 R st ani.l.na. . l.i.0d. ... 41
43. Ulinak PNP na ak.t.i.v.a.c.i.j.uU..r.e.c.e.p.t.or.a.......43
T I AN g o [ 0T =Y g TN (=Tt = o) (o PSP 43
O T ] (oo [=T oI = Tod=T o] (o] SRR 46
4.4, Utjecaj PNP na endokrino-disruptivni profil oksibenzona i metilparabena...................... 48
o N g To [ (oo [T o [N (=Tol=T 0] o N OO PP PPPPPPPRPP 48
N S (oo 1= I = Tod=T 0 (o] SRR Y4
4.5. Utjecaj PNP na proces SterOidOgENEZE. ........uviiiiiiiiiiiiieeeiiiee et e e e e e s s eeeesereeeeeeae e 66

451 Ekspresija gena wukl jul.eni.h..u..pr.oc.es..s.t66roi dog

4.5.2. Kvantifikacijasteroidnih NOrMONEL..........ooiiiiiiiiii e 12
8§ 6. POPIS OZNAKA, KRATIC A I SIMBOLA ..ottt 81
8 7. LITERATURNIIZVORI oottt ee e 83
SIS T D 10 ] B 7 1 TS 93
8O, Gl VOT O R S et reee e e e e e e e 130

Ni kolina Peranil Doktorska disertacija






A Saget ak X

Sveuliligte u Zagr ebt Doktorska disertacijc
Prirodoslovnemat emat i | ki f al
Kemijski odsjek

SAGETAK

ULI NKCOMPLEKSNI H SMJESA NANOLESTICA PLASTI KE
ESTROGENE RECEPTORE

Ni kolina Peranili

Il nstitut za medicinska istragi vaHnjatskai medi ci n
Prekomjerna wupotreba plastil niph apraphdomnond a i
rezultirali su nakupljanjenmikro- i nanol estica @kalsltigntee j(eP NPPQTr
hrani dbeni | anacalk oivjekanakvih | estica s | ju
njihovom detekcijom u mnogirb i o | augpkcimatjudskogporijeklaa | i njihov ul.
zdravl j e, posebice reproduktivno, nije u po
razlkemithkadl i j &PNRi az upzoevirngoi nue vagno proul avat.i
koji ma | e | Owajdektorskadizdrtaxifp genimala za cilj odredigndokrino

disruptivno djelovanj®NPispitivanjem djelovanja pojedinih PNP i smjesa RiNPandrogene

I estrogene receptore te na proces steroidogetsgavanja suproveden&k or i gt mnj em 3
vitro modela u skladu s el evantnim regul at or ni nk osrnijgetrennioc
osamvrstaPNPr a z | i | i tpelimemed sasta nlea k o b se ispitalo
nanjihore b i ol o gTkaek oulleirn k ei s p-disruptivniy lei reankd o KRN ou s m
s oksibenzoom i metilparabeom u svr hu mogul eg ot krivanj a
antagonistil ki h .Rekultati pokazujat aa kwliihn askmjRNPA na r ec
vrstipolimeraa ul i nak je najizrageniji kod nanol est

(144 stranica55 slika, 35 tablica,189 literaturnih navoda, jezik izvornik&rvatsk)
Rad je pohranjen u Sredi gnj ajZagiteimacjorsakaj ij knji
sveulilignoj knjignici, Hrvatske bratske zaj

K1 j ul n endrogeny/ estrogen/ metilparabed  n a n o bksilsenzonoplastika/
steroidogeneza

Mentornas | ovni izv. prof. dr. sc. l vana Vinkovi
Rad prihvalien: [dan sjednice Vijela KO PMF]
Ocjenitelji:

l.doc.dr.scMar k o M®&WMH, Zagrdb

2.prof.dr.scDav or KoRM&|zZagweb |
3.dr.rscMaj a Dutour SRBkdagrebl , zn. sav]j

Ni kolina Peranil Doktorska disertacija






University of Zagreb Doctoral Thesis
Faculty of Science
Department of Chemistry

ABSTRACT

EFFECTS OF COMPLEX MIXTURES OF PLASTIC NANOPARTICLES ON
ANDROGEN AND ESTROGEN RECEPTORS

Ni kol ina Peranil
Institute for MedicaResearch and Occupationa Health, Ksaverska cesta 2, Zagreb, Croatia

Excessive use of plastic products and inappropriate management of plastic waste have resulted
in the accumulation of plastic miecrand nanoparticles (PNP) in the environment, thréagen
alsothe human food chain. The interaction of such particles with the human organism has been
confirmed by their detection in marmumansamples, but their effect on health, especially
reproductive, has not been fully clarified. Due to the possibilityadgorption of various
chemicals onto the surface of PNP, it is extremely important to study the impact of complex
mixtures to which humans are exposed. This doctoral dissertation aimed to determine the
endocrinedisruptive effect of PNP by examining theractionof individual PNPs and PNP
mixtureswith androgen and estrogen receptors and the process of steroidodeqmsisnents

were conducted usingiB vitro models in accordance with relevant regulatory guidelines. The
study used eight types of PNPdifferent sizes and polymer composition to examine whether
these properties affect their biological effects. Also, the endocrine disrupting effect of PNP in
mixtures with oxybenzone and methylparaben esauatedoy means obynergistic and/or
antagonisic effects of such mixture3.he results show that the effect of PNP depends on the
type of polymer and is most pronounced with polypropylene nanoparticles.

(144 pagesb5figures,35tables, 189 references, original i€roatiar)

Thesis deposited in Central Chemical Librafigrvatovac 102A, Zagreb, Croatia aNdtional

and University Library, Hrvatske bratske zajednice 4, Zagreb, Croatia.

Keywords: androgeh estrogen/ methylparaben/ nanoparticles/ oxybenzone/ plastic/
steroidogensis

SupervisorTi t ul ar Associate Professor Ivana Vinko
PhD
Thesis accepted: [dan sjednice Vijeia KO PMF

Reviewers:
Dr.Mar k o M a@dsistantoPbofessor
Dr.Davor KoProfesservi | ,
Dr.Maja DutourSi ki ri | , Scientific Adviser






8§ 1 Uvod 1

8§1. UVOD

Rast proizvodnje i potrognje plasti] nkoh mat e
346 milijuna tonap | ast i | nwak ootipgatda p ozleljdrset kaovl | of gak.’ Il zaz
Razgradnjom velih komada pl ast i(PFNBengl.plasticol i gu

nanoparticle} koje vrlo lako ulazes hr ani db e n ?Nd atnajbudiselzjlmokya.n i

PNPalinj i hov ulinak jnengljjeu d saiizg kaacirjgewd. p €pi j ev aj

kemi kalije koje remete rad endokr PMPdjogs ust av
jepr oul av aaloraplekshii smjesa, odeno smjesNPiok ol i gni h nmnel i g
ljudsko zdravlieo d i zuzetne vagnost.

Svrha ovogloktorskog ad a | e i BNPnaar@rbgene udstiogenekeceptore te na
proces sinteze spolnih hormona. U tu svispitano jeosamvr st a PNP razl il it
polimemog sastava Ut j ec aj navedefpekbrnghehgsimvitbai i s piz
modelau skladu samjernicana Organizacije za ekonomsku suradnju i razvoj (OECD, engl.
Organisation for Economic Cooperation anbevelopment za testiranje endokriro
di srupt i v Dadddino jeispitaniaukl a Bngesa PNPf est i h okol i gni h
oksibenzona i metilparaberavoi s t r & polaxi edrhipotezé a u IPNPmaakdrogene

i estrogene receptore ovisi 0 vrst i velilini nanol|l estica, a n
smjesama mijenja endokrirbi s r upt i vni prof il poj edstagaa | ni h
doprirosibollemr azumi j evanju ulinka plastike na repr
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§ 2 Literaturni pregled 2

8§82. LI TERATURNI PREGLED

21. Nano|l estice plastike

Razlilite su interpretacije raspona velilin:
plastic microparticles PMP). Europska agencija za sigurnost hrane (dfaglopean Food
Safety AuthorityEFSA) definira nanoplastiku kao materijal bilo koje vanjske dimenzije na

nanoskali (1 00 n m) a mi kroplastiku kao heterogenu

rasponuv e | i | 5008 umd ,Diuge defincije nanoplastikom smatraju nenamjerno

proizvedeni materijal koji pokazwpod nnkal oi dn
sukladno tome za mikroplastiku se uzima rasp&uin.>®On o trgbboa gl asi ti j e da
razlikai z me Lu P MP | PNP proi zl azi -kemgskimsyvojstaso vi h v i
PNP karakteriziraju svojstva koloidnih | esti

gi banja zbog kojirlazjle | njlioh @mdo PMPnaganij e
Polistiren (PS), polietilen (PE), polipropilen (PPplietilentereftalat (PET) poli(vinil -

klorid) (PVC) nekisuodpolimeak oj i se naj | el dslikah)l|Jedaokratni s a st
pribor za jelo, | age, ambal aga za ©pakiranj
svakodnevnih predmeta od PS plastikeE se uglavnom koristi zag@i zvodnj u pl as
vrelica i pakiranja proizvoda za osobnu njeg
primjena PET plastik&!! PP se koristi prilikom mizvodnje medicinske opreme i
automobilskih dijelova, Od&V @olimerazgar ad.cerve lhesrkic
primjenu ovVvisiti fe o svojstvima poput tvrd
i nertnosti . Za postizanje geljenidveshosgtsd ada
r a z |punlila, stabilizatorilius por i valfi gorenj a

Za istragimwanljeudidkmakxaravl je i mehani zama
sintetizirati PNP precizno def i nDvaaugavnay el i | i
pristupa sintezi PR:Aodoz go p rleghtopddvwa)lij efiodozdo prema go
botttomup).U pri stup Aodozgo prema doljef ubrajaju

[ | aserske ablacije koje na odreleni nal i n
n a nsitceemogu se pripremiti aser skom abl acijom PET filr
kontroliranje veliline i¥%uopriodtinoetreme,stpr ids
premagor ei sastoji se od polimerizacije plastil
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§ 2 Literaturni pregled 3

u | esti ce ko nMerdyilsuradrichpeeciptaeijorn poliimereih lanaca PE, PVC

i PP pripremili su pripadajuie nanolestice
nanol est inan@parti€lee tnagking analysis NT A) koj a <9mlikonh est o
pr oul av a@dostalilPme®da koje se koriste prilikom karakterizacije svakako valja
spomenut.ii d i dyaamic |lighb scafteeingg ID.L S) [ el ektrofore:
svjetlosti (engl.electrophoretic light scattering EL S) kao i scermingi r aj ul
electon microscopy SEM) i transmisijsku elektronsku mikroskopiju (entfansmission

electron microscopy TEM) . Za odrelivanje kemijskog sas
spektroskopija s Fourierovom transformacijom (engl.Fourier transform infrared

spectroscopy FTIR) i Ramanova spektroskopf.

a) 9 b) 00 ~
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Slika 1. Strukture najleglihc)PR 8)PRiepl asti l

PET. l zraleno u programu ChemDr aw
211.Nanol estice plastike u okoligu
Jednostavnosh br ad e, cjenovna pristusuabvopstyai ptiagt

materijala koja su im omogul i bane drhagefighu nu pr
gotovo svakoj industriji, ogorehrambene i farmaceutske sve do tekstilne i automobilske.
Proizvodnja plastike narasla je otprilike 20
s e udvostruliti u i dul i h &l0ajgnoidhi n ptrerdukj oel ni ak o
proizvodnje®!’ Prekomjerna upotreba kemijska otpornost zajedno s neadekvatnim

zbrinjavanjenotpadarezultirali sujedim o d naj v e izazbva®dUkEarbpskgj kriijih
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(EV) taj je prdolem visoko na listi prioriteta i pokrenuti su mnogi programi s ciljem smanjivanja
gtetnih ulinaka gospodarstvenih aktivnosti n

zaplastkuu krugnom gospodarstvu pr eds208vdoginena 20

promijeniti nalin na koji se plastiln proi
Takoler, 2021. godine wsvoARme mae pAksdiijzsakiij u
oneliglienja zraka, vode i t lkof ipastinegotpgde ci | |
u moru za 50% i kol il inu p]l2dGsimitdga201R. ggdiae s e i s
donesena |je Direktiva o smanjenju utjecaj a
ograai pawvi zvodnj u i smanjuje potrognj# plast
Teini ci jative EU kljulne su za zagtitu okoli g

Posebap r obl em z a o kapgtadng@gp |parsetdiskteavdlo ar azi ne nan:
dugotrajarpostupakkonstantno sedvija kombinacijom fizikalnihk e mi j ski h pr oces:

su mehani | ko itoksidagie’hQsien togahekimikrborgani&mi poput bakterija

igliivicai z | ul uj u neongzui nrea zkloijlii ti m biokemijskim pr
Prema nalinu na okoPNMPg @dPsnmigjeenva jpuodu j el i t i n
sekundarne. Pri marwmes won kiod v @r ndooms pa f leiviay up o r
kuglica ili vlakana korigtenih u proizvodi ma

U obliku granula, MP pr onal ene s u,gelovipaaza wmavang | paiszima 2ab e

lice. 2% Suprotno primarnim sekundarne PMP | PNP nastaj
razgradnjom velih komada pl®*Zbiokevkodojoi malene
krajnje produkta raspada plasti ke, mnogi or g

bi oakumul aci jom iokkorludganj em pl asti ke u
Procijenjeno je d@%% ukupropr oi zvedene pl as tdgokee kzoalodr|g anvaa
346 miljunatonaakeeuzmei obzir da se godignje prodizvede
Dakl e, okoli g je u poRNPtenneo sitzin eknoanltug nei niirng ne nsi

prisutnost detektirana u vodenim ekosustavima,ittu sedi mentu pa | ak i

ogr ani | dskom mktivhostiupoput Antarktike i Arktik& 2 Izmjerene koncentracije
variraju ovisno o geografskoj l okaciji, bl i z
primjerice izmjerenakoncentracijaod 14303410 PMP na kg poljoprivrednog tlakineskoj

pokrg i ni Shaanxi dok je u bliziInlio0Oo0 all esidhidal kg
Na povr ¢ uiihom meeana izmjerene su koncentmaij rasponuod 640-42000

| esti?’dakkme u mediteranskim mor i ma23%¢yj br o]
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§ 2 Literaturni pregled 5

navedenim istragivanjima detekaimnajnleeguerpal

PS, PE, PP, PET i PV&?° Osim razlika ukemijskan sastauiv el jillésntii ce pl as
pronalene u okoli gu Nagdleighwj prwe aill eun i moorbfl o |l coi
iflmovi a oblik koji postigu ovisi o uvfeti ma
22. Il nterakcija | estica plastike i konyv
Dodatni problem plastike u okol i gu predst a

zagalivail au npdvwriligznpue ca pf o vl ang hidrofobra svojsva PNP,

oo akgavajur adlsiolgdpdsii rue | i ¢ i ipvoapl uat policikli] ki
ugljikovodika izi spugni h plinova vozil a, poli klorira
elektroindustriji polibromiranih difenil eterapesticida*? Isto takq pokazano je kako se mnogi

farmaceurti, ukl j ul uj wésieroidneprotiiupainaijekovie &antidepresive mogu

akumulirati na “4kaoitgeignkiii*MeBsadr PNPj a okol i gni
najvige je proulavana na | esticama PS, PE, P
Mnogipar amet r i i z o Kenlijgkaysaojstkdaes tii da zp lkaad tniok e u
interakciju s drugim kemikalijammanukakobkt gle
vrijednost sustava o0 koj o] e ovisiti reakt.
i povrginski n &MNadalje, liorskat jakasasuspaveb p et kei [ e na
agregacije | estica pl adsorpcijec€alolsam, mna i pev i gir
moge dohstajoanja biofilma koji se ponaga ka
mol ekul a. Uz navedene okoligne | imbenike, u
polimera od kojih su salinjene | estice plas
mehani | ka, termi]| ka i di fuzijska svojstva o
ti pu polimera odnosno funkcionalnim skupinan

pl asti ke, pol ar no*sStt eir irlekaak tsiwvvgn opsotl apnopvorpgei tinaek. o |

uzeti u obzir. U okolignim uvjetima vagnu u
spomenuto u ranijim poglavlima;, okol i gu pl asti ka -kemighim j ege
procesi ma koji ut j el uina m i eozkiona gav adjos tavza .
funkcionalnih skupina u strukturu>®yelimena |
sami h | estica svakako je parametar Koj i trel
i nterakcij a. Manje |estice imaju velu tender

kapacitet adsorpcije.
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§ 2 Literaturni pregled 6

I nterakcije koji ma s ehidoofbhne ijelakirostdtsa mggese] a pr ¢
ostvariti i druge nekovalentne interakcije poput vodikovih véza,interakcija ili van der
Waalsovihsilavr st a i jakost interakcija ovisiti [ e

zagalival arkkoje se adsorbi

Zbog velikog afiniteta adsorpcije, plastiln
a mehanizmi takvih interakcija nisu u potpun
PNP za okoli g i | judsko zediawlljiencjier akéi una

kompl eksni h smjesa odnosno kombinacije plast

23. Lj uds ka iplasticoigleinmaskt na zdravl j e

Budul i da je okoli g u potpunost:i kontaminira
uhran dbeni | alPraect H @mdypa@® kiastragi vanja pokazal a s
voda uklanjaju otprilike 80% plastike a ostatak konzumiramo u vodi. Nedaypitovanje

koncentraciiep| asti ke u fl agiranoj vodi oipek adas ol ij
100000/Lvode@ r i sut nost pl asti ke de°%zatg arlaennaj ¢ eo kio |

rezultiralo je i prismomsgin plasoiviee solior
i ostabg®¥*®1 z svega navedenog modge se zakIl juliti
izl ogenost.i pl asti tia. upPslajmodtio gsass ihalaengee nic api r

plastikeiz zraka iun o g €etmaln m putem odnosno nogenjem o0

proizvoda za osobnu njegslika 2).>” Procijenjeno je kakodraslaosodd u pr osj eku goc

konzumirai zmeLu 39000 i 52000 | estica plastike,
kod industrijskih radnik&®
I nterakcija | judskog organizma s plastikom p

PMP i PNP u ljudskim uzomma. Primjerice, tehnikom plinsk&kromatografie sa
spektrometripm masa (englgas chromatography - mass spectrome@¢-MS) izmjerene su
koncentracije | estica manjih od POWKviltod u kr v
22 sudionika najlegie det ekt i rretakriatp(BMMAMe r i b
a koncentracija PP bilpe i spod | imita kvantifikacije. N i
sl ul aj upg/mlg, P$ (8,84/mL) i PET (2,4ug/mL). Ovom studijom dokazano je da

|l judska izl ogenost plastici rezultira apsorp

| estice plastike mogu transportirati do orga

Ni kolina Peranil Doktorska disertacija
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’ Inhalacija
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Slika 2. Putevi |l judske izl ogenost.i PNP

Prolazak PMP kroz krvmamo gdanu barijeru potvrlen je nji
mo z g u. Ni hart i s ur a dMS tehnikors edredilikdbncestradienP®R u t 0o m
akumulirane u uzorcima mozga iz 2016. i 2024. goffindedijan koncentracije PMP u
uzorcimaiz 2016.godineje33g§ PMP/ g t ki va, dok49lmgRMP/gl ul aj 1
tkiva. Takav rezultat posljedica je prethodno opisapomasta proizvodnje plastike zadnjih
godina a samim time i vele izlogenosti | judi

najlegie su detektir amijerenB e koncBriracija PRPuQizorcibha i st o

jetre i bubrega a rezultati su takolLer poka:
nego u onima iz 2016. godi ne. Linjenicu da ]
plastici, potvrdili su Jenme i suradni ci detekcij ofthAnRlik&P u uz

uzoraka provedena je infracrvenom spektroskopijom wi€@vom transformacijom (engl.

Fourier transform infrared spectroscopy FT1 R) , a odrelene su konc
razlilitim zonama plul a. Nadal | e, |l estice pl
odnosno testi si maiuprosaynenmaistayy odnosad uzdrdina idebedoly |
crijeva®>®Der mal ni kontakt potvrlLen je kao jedan

pokazala prisutnost®plastike na kogi | ica i
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Od navedenih studija posebno zabrinjavajul
posteljici te ukazuju na A(8yaglhsakositstugijajernaa s k a

prikupljanju informacija o iciitezproojenii zdravstvienihp o n a ¢
ulinaka na rani razvao,j fetusa. Zajedno s ti.
produbljivanje znanja o ulincima®plastike na
Za potpunodazumi jevanje wulinaka plastike na | ju
razjagnjeni mehani z mi apsorpci | e, absbipton, r i buci
distribution, metabolism, excretipDME).8 | z | ul i vanj e putem gastro
potvrlLeno je analizom | judskog izmeta a mnog
urinu®®lako ogranileni, podaci o apsorpciji, di
postoje, a ono gto svakako treba dodatno i st

u ljudskom organizmu.

lako su mnogobrojne studije dokazale ddjgelski organizam u interakciji s plastikom,

ul i nci na | judsko zdravlje i posl jedice tak
| estica ovisi o njihovoj velilini, povrginsk
u interakciju’* Vel i | i na PNP smatra se kljulnim fak
bioakumulacija, biodit r i buci ja a ti me I toksilnost PNP.
velu specifilnu povrginu, reaktivnije su i I
opasnijimod PMP2Unat ol tome, broj istragivanja koja

onih koja se bave PMP ¢gto se tehmikd g njjhovii pi s a't

vizualizaciju i kvantifikaciju u razlilitim
toksil nost moge oOvisiti o tipu poli mer a, vV e
najlegli su predmet i snbsti ajédnostavmogtidunkzidnaligacij@ j i h o

povrdfne.

Is t r a gutjecaaRNIPai PNPna ljudsko zdravlje uglavnom su fokusirana na ispitivanje
citotoksilnosti, imunotoksi | nd°dnmvivostudijenmaot oks:i
mo d e | u pgkbzal& surdase PMP i PNP mogu akumulirati u fetuzrokovati upalu i

met aboli| ké&Upetemdgi apajima neurotoksilnosti
krvnomogdanu barijeru i nakenusedmbdnevreng ttetmana orainimmo z g
putem!” Samo mali b o j i stragivanjulnicdionmao s p | apsotdealt rkieh o

reproduktivno zdravljete pokaaije da PMP i PNP mogu utjecati meioizvodnju i kvalitetu

sper mi j a kkodsmanfir gevae testosterona gto se sma
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reprad ukt i vne °dTlakiollrrast ipotvrlen je negativni
pl odnost [ razvo,j e mb wzrgkugu fibtozu gnaterréck izdevaimi g e v a

oksidativnim stresorf®! Obzirom da neke studije pokazuju daesti ce pl asti ke

placentnu barijeru, vagno je osim toksilnost
na potomstvoYang i suradniéf ispitali sutakou | i nak pol i stirenskih PN\
razvoj mozgd pokazal. kako manje | estice prelaze

stanica posredovanu oksidativnim streststn takou t vr L eizd ojgeMRbis t r udno | i
dovodido smanjenja porolLajne tegine, hepatot ok
novor oB¢rlikom drializetakvihs t udi j a svakako treba uzet.i

doze kojima su givotinje tr ettior aonkemlevagifieaov n o m

koncentraciie PMPiPNINadal j e, jako je vagno razlulit:i
koje nastaju trogenjem plastike u okoligu, z
| esti ca

lako semt enzi vno provode ai sttakagiilvrangtai meMRnNi z
kori gtenjem | aboratorijskih ¢i vdobivenhpodaci ii star

dalje su nedostatni za adekvatnu procjenu rizika.

2.4. Endokrini disruptori

Endokrino disruptivne kemikalijeEDC, engl. endocrine disrupting chemicalslefinirane su
kaot v ar i koje utjelu na tdkouzrekgugjtuwe t meer udsienkoeg nsa
zdravlje®*  Nj i hovo dj el ov a sijtezu, matafolizany, elimieacij t transpod
prirodnih hor mona zas]!| vehahizmzkejimaEDC didujuarioj e h o
su kompl eksni [ ukl juluju interakcije s razl
(AR), estrogenog (ER), tiroidigo(TR) i progesteronskog (PR)edamo d  n djélovanjaje
direktna interakcija s hormonskim receptorom koja vodi do stimulacije (agonizam) ili inhibicije
(antagonizam) aktivnosti receptdfaRezultatinterakcijatin kemikalija s organizmom su
p o r e mmetahgjizimag i v lg,&kandiovaskularng i reproduktivnogsustaa.®’ Posljedica
takvih poremeiaja je razvoj bol esti poput di
od razvoja hormonski ovisnih tumdta®

Istagi vanj e EDC dobi kowtakpzeanesknize Jietilstilbestoa 4d0ES)n a
kojaseidanassmategfnom od najvelih gteta nanesenih

je sintetski estrogen Kkoji je Dbio prepisive
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kompl i kaci jrazdoblju odrl@4@. doold7il. gadiffeNjegovo pozitivno djelovanje
postalo je upitno pojavom prvih dokaza o pov
defekata u pot onlhkd@enszk iohj@eme tha myalgedkgywhlikav a
ademkarcinoma svijetlih stanica rodnice u dob

i zl ogenuwsol iDE0Svy al a u vel oj ul e%kKtoad ofsiitmige geni t .

bi o prepisivan, kao i kod njihovih genskih
tumoradojkePos| j edice izl odgered =t igemelrare j=eu gie nkao &
a neka istragivanja ispjulPbDES kauhasnaafaai | d
slul aj evi I mal i Su snaganj eutrjeezcualjt inraa |l roe guuvl oalt

protokola za testiranje repr odu kdisrugtianén t o k s |
ulinaka kemikalija.

U skupinuEDC svrstane sikemikalije poput pesticida, ftalagtdijekova, konzervansa i
proizvoda za osobnu njegtioj i svoju primjenu ndliMmame u r a
kemikalije koje se koriste prilikom pmmivodnj e pl asti ke za pobol j g
ostvaruju endokrino disruptivno djelovanfeb o g s v o) e @akenikalig stggno sumj e n e,
prisutnealud sukelpirgst ano izl ogeni nijriatked vilmt wl
proizvoda ili une 0 m  h r a 8°&oniinuirgni rhsznanstveno utemeljenitiokaza koji
povezuju EDC s negativnim ulincima na zdrayv
dokumenta: Rezolu@jEuropskog parlamenta o sveobuhvatnom okvirugEkla endokrine
disruptore (2019/2683(RSP))i Komunikacig Komisije o endokrinim disruptorim&:®’
Dodatno, regulatoem odr edbe o endokrinim disruptori ma
(engl.Registration, Evaluation, Authorization, and Restriction of Chemjicalk oj om se ut v
postupciza prikupljanje i procjenu informacija o opasnostima t¥aEuropska agencija za
kemikalije (engl. European Chemicals Agenc¥(CHA) d or mi | a j e Strul nu
endokrine disruptore (engEndocrine Disruptor Expert Grogpkoja provodi evaluaciju
prikupljenih informacija i provodi procjenu rizika za odabrane kemikaljg.e nci j a z a z a
gi vot nejsrda chij edemghUnif2d Sjadekrairomental Protection Agency.S.
EPA) razvila je Program testiranja endokrinih disruptora (éfrgllocrine Disruptor Screening

Programme EDSP)koji se sastoji od dvije razine testiranja endokstho sr upt i vni h ul

Prva razinapuklyahppeutjecaja kemikalija na
p 0 moir vitro i in vivomo d e | a . U slulaju ostvarivanja ne
pristupa se drugoj razini I spitivanja koja u
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i razvojne toksilnosti. Takva istragaddaelaanj a p
kako bi se dobio wuvid o wutjecajima na ¢tije
potomaka®

U Europije na snazi OECD prograf@onceptual Framework for the Screening and Testing
of Endocrine Disrupting Chemicalk o j i ukl jul uj e s traaispitlvamedi zi r &8
endokrined i s r u pt i vRAragram se baistoji@kvalidirarphotokolaz a r aizMvitro | 1 t a

i in vivo ispitivanja podijeljenin u pet razin®*°*Pr va razina ukl jul uj
informacija o fizikalnekemijskim svojstvima kemikalije koja se ispituje, a u drugoj razini
provode sen vitro ispitivanja.In vitro smjernice temelje senaka gt enj u razl i | 1t

l' inija kao modelnih sustava za odrelivanje a

te ispitivanje aktivacije ili inhibicije ER, ARiTR'Tr el a razina iisywoti van,j
i spitivanja kratkorolne toksilnosti i protok
kori gtenjem malih sisav®d%Tokasd | Inolsdr antadkroinj spk
doze 28 il 90 dana, reprodukti vna i razvao,j
ispi tuju se u |letvrto] razini. Zadnja razina ¢
[ ugl avnom se provodi kori gtenjem zebra ribi
Korigtenje validirani h smjerni caprnouvgonloe njjeu
ispitivanjau | i naka na |ijinledosetacgi dabidenita reduljaal a k o L e r osSi
sl ogeni h mehanizama djelovanja, EDC otegavaj
kl asi| nu lodmoemtrr adinjaami k u nteel’ umoigzul | ceg el naotsetnic ii
Navedeni razl ozi osobito naglagavaju vagnos

kemikalijal®*1%Prilikom izrade @ogdoktorskog a d a k o tri sngjernecan GECEn koje
spadaju wrugu raziru ispitivanjai detaljnijesuo pi sane u i dul em pogl avlj

2.4.1. Ispitivanjeendokrinadisruptivnog potencijalan vitro

Razvojin vitrot est ova za i spitivaej peulagakat EDLCend
predstavljaju brgu i ] edn o s istedebmaujusporellyi a |l i z u
testiranjem na |l aboratorijskim givotinjama.
uvolLenjem il i skl jwal ipwgrejde mes p eciefpiijoknieh gnon
selektivre sustaei pobolj gat. razumijevani®e mehani zam:

Smjernica OECEa broj 455validirani je protokoj e za odr eli vanje agon

ERY |1 nterakcija kemikalija koje se ponagaju
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transkripcjugena koj e kontrolira estrogen i ti me
Kkl jul ne za pr,fethni faz/oji eeproduktivnoszdiravife.i Estiegeni djeluju kroz

dva glavna tipa receptora: ERERi, prij el emmd i na model a za odrel
razvijena zanuklearni ER". Na Slici 3 prikazan je shematski pdk principa testa
bioluminiscentne aktivnosti luciferaze Pr oc e s zapolinje vezanj e
di meri zacijom dva ER s vezanim |igandi ma. T
element odgovora na estrogen (engttrogen responsive elemerfRE) na konstruktu
reporterskog gena te aktiviraju ekspresiju gena za lucifeBxaavanjem supstrata luciferina

detektiras e pri sutnost sintetizirane |l uciferaze i
jalina propor ci on ainwitio madele izav aktovacifuii inHibRiju ERS a o
smjernicclOECDapr edl age | ednu o d-9903, VM7lsut iaERI QADUX. | i ni |
Sve tri stanilne | inije i majdetekaijg akdivhcgenERr ep or
odvija se naadwid|l in prikazan n

Ispitivane

tvari

| H

Sinteza
proteina

5' Gen za luciferazu — 3’

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

produkcijom | uciferaze. l zraleno u pr
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Ispitivanje aktivacije i inhibicije AR opisano je amjerniciOECD-a broj 4581 Ta metoda
razvijena je za detekciju agonista i antagonista AR s mjerenjem luciferazne aktivnosti kao
krajnje tolke testa. Princip meR.dakenvezanfai | e
liganda, kompleks receptbri gand premjegta se u jezgru gd,
el ement odgovora i aktivira ekspresiju gena
enzima |l uciferaze. Dodat k gnsutrsost jugferazeaitmgerise u c i f e
luminiscencija produkta.

Odr e Li v a ngojedinih kemikatijang parodukciju steroidnih hormonalidirano je
postupcima opisanimsmjernici OECDBabroj 4561%Ispitivanje se provodi nia vitro modelu
koji koristiNCFH2 9 5R st ani |l nu |l iniju, odabranu zato
u procesu sinteze steroiinhormona(slika 4). Uz odr eli vanj e koncent |
steroidnog hormonmo gui e je utvrdit.i i promjene u eks

ukl julene 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

Slika4. Shematski prikaz procesa steroidogeneze. Preuzetoli pr g o Ismejernice OECD
a456 (ref.109).
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242. 1l spitivanje ulinaka smjesa

|l ako spopkdnoal nih kemikalija na zdravlje |
naglasak regulatornih agencija na vangesaost. p
budul i da to predstavlija realniji scenari|j I

metodol ogki h opwteacipal api §t'8%uny &t wl i tnaka, s
dostupni h istragivanja koja se bave ulinci ma
t ome | er ogcteosisuprppocj ene rizika za kompleksne
Problemisk 0j i ma se suolavaju znanstvenici pril ik
dizajna eksperiment® ar amet r i poput odabira dozea i Vre
metod za kvalitativnu i kvantitativnu analizkompleksnih smjesa nelsu ododlukakoje se

trebaju donijet,Dodat ni i zazov kod proulavanja smjes

interpretacija dobivenih rezultata. Interakcije u koje stupaju komponente smjese opisuju se kao

aditivne, sinergistiléke i | i pisgende sogap mn kogemni | k e .
komponente smjese djeluju istim mehanr? zmom
Sinergistilko odnosnopoadirtaazguommiijsetvia jkuo jdaleel 0
djel ovanje u odnosu na aditivni ul i nak. Za

nezavisne akcije. Odabir modela ovisi o0 dizajnu eksperimenta, ispitivanim koncentracijama

pojedinih komponenti te o broju koropenti u smjesi.

2.4.3. Oksibenzon
Oksibenzon ili enzofeno (BP-3) j e kemi jski spoj koji se ko
(UV,engl.ultravioley zr al enja u kremama za sun|lanje, Kk

njegu(slika 5) Osim toga, upotrebuatazi kaolV stabilizator u proizvodima za premazivanije,

punilima i bojamd®™“Budulii da je uporaba tih proizvod
znalajno porasla zadnjih godina, u®™prastu |
0
HO I o/
SIl'i ka 5. Struktura oksibenzona. l zr ale
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U nekim istragivanjima procijenjeno je da s
primijenjenih krema za sgabanjue™RmPoblieditaat ak s
nakupljanja u vodenim ekosustavima su dugo

ukl j ul uj uiebenekribeidruge maskegorganizme. Dokazano je kako oksibenzon i

ostaldi uv filteri poput oktokrilena wuzrokuj
zdravl je mor s ki h organi zama zbog | ega ] e
zabranjend®®?Toksi |l ni ulinci na druge vrste potak]
zdravl je t e ograni|l avambje@mzonar egulkaaezimjed i lukio
proizvodima. Primjericeca mer i | ka Agenci j &DAzemgl.lRopdaanduDrug | i j e
Administratioy ograni | il a je koncentraciju oksibenz

za sun| a¥Ew@opskakonbishajean t e me | j EU Zmangiveggedbgaaa
Sigur nost (SCES engloSriantiia Committee on Consumer Sgfetggulirala
koncentracije oksibenzona prema kategorijama proizvoda. U proizvodima poput krema za lice

i ruke dozvoljeni je udio oksibenzarod 6% dok je u kremama i sprejevima za tijelo taj udio
2,2%%4125 T a k o IEEHA, provodi postupke procjene ovog spoja kao endokrinog
disruptorat®® Zaj edni | ki i st r adnt Resdarkh CertyeJRQ) Buropskee n g |
komisije svrstava oksibenzon na popis tvari koje su potencijalno opasne za vodeni ekosustav a
za koje dostupni podac.i ni su dovol jni da bi
(engl.surface water Watch List?’

Prisutnost oksibenzona potvrlLena je u ribi
gaziranif'si bbmarom na to, ljudi su izlogeni
putem prilikom kariggt euj adprsainzvaoda kzoa met i ki
SPpoj prol azi kognu i pl acentnu barijeru te
serumu, urinu,tkivu dojke, maj | i nom ml i j eku 3% Spomeoutas k 0 |
i stragivanja izazivaju zabrinutosalizbogpater |
dodatnaispit anj a gtetni h ulinaka ovog sUstgi@nana r a:
u kojimasu ispitivare razine tiroidnih i spolnih hormona nakon topikalne primjene krema za
sunl|l anj e koj e sadr gavaju oksi benzon, pokaz
koncentacijama hormona prije i nakon primjeh&*8 Broj radova koji su ispitivalu | i n k e
oksibenbna u | judi nakon primjene ol ekivano je n
endokrino disruptivna svojstia vittop o mo |l u r az | i | i inivinonasnekalika | ni h

gi votinjB®ma hokwgishenzon modge ost \antiandragenau| i n a k
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dokazano je uterotropnintestom provedenimn a gt aik oni igrea i ma nakon (
primjene!*®14 Studije provedene na ribama pokazaleestrogenu aktivnostgproduktivnu

toksil nost ifazinipspotnié fmenfoag lei uu koncentracijama v
relevantnin (16pg/L).**?**3Invitto st udi j e rezul t i r aNaeestreagen s | i | r
ovisnim MCF7 i estrogemeovisnin MDAMB-2 1 st ani | nim | inijama tu
j e estr of&nNadaljejipska&no | e dieovanjersERi | & ot agoni st i
na AR razlilitim met o destamareqmgkintmodelimai€®akt i vac

2.4.4. Metilparaben

Meti |l par abenikloenszteor vjaen sk our ihgrtaenni , pr oi zvodi ma

i farmaceutskim pripravcimdslika 6)*°%1°! Koristi se sam ili u kombinaciji s drugim
parabenimaa u kozmet c i je najleglie primjenjivani ant
komisijiau vel jali 0odQ2a4. | @o g ieraankofph $semavpdeda |8 Slghr8a
koncentracija metilparabena kao konzervansa u kozmetici do ®?4Baprotno tome, FDA

nije postavila spci f i | nu maksi mal nu dozu metil parab
koncentracijama koje se uobi | akKae haksibé&npon,i st e
ECHA i ovaj spojprocjenjuje kao endokrini disruptot?® Ipak, rijedno od navedenih
regulatornih tijela ne pokriva okoi g n i aspekt Si cgqum re@Lotvia e triolk
primjena dovela je do zagalenj a®™¥Malutri ak a,
trenutno se ne nalazi na pretimo spomenutom popisu JRC o0 d n o sWatzh listta A
povrginskih voda.

Putevi kojimasuljudii z | onetéparabenu su ingestija, inhaladigermalniputBudul i da
jei z 1 o (heen @shmjee ginzan e n a L u je rjegdva prisumosti detektiradigalazmi,

urinu, tkivu dojke i posteljicé>"*¥1Gt o se prethodni h istragivanj
svojstva metilparabena pokazanaiswitro i in vivo. Sun i suradniéf? ispitali su estrogeni
ulinak metilparabena uz pomol | aboratorij sk
prihvatljivom dnevnom unosu (engicceptale daily intake ADI). Rezultati uterotropnoggsta
pokazal. su povelanje mase maternice gtakor a
in vivo. SIil| ni rezul tatdi dobfestaezi pomohakabopab
mi § &% lIspitivanjem endokrinalisruptivnog profila metilparabena in vitro uvjetima,

dobiveno je da metilparaben promovira estrogen ovisnu proliferaciju-K&&nica i inducira

luciferaznu aktivnost u MLVN stanicd*®*Ta kol st ragi vanjem s-teroid
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H295R stanicama wuoleno je da tretman metilp
estradiola i testosteron® Sposobnost inhibicijie AR ispitana jmjerenjem luciferazne

aktivnosti 2933Y stanica nakon tretmana i pokazano je kako metilparaben ostvaruje

antagonistil®i ulinak na AR.
0
OH
—O0
Slika 6. Strukturane t i | par abena. l zraleno u progr
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8§3. EKSPERI MENTALNI DI O

3.1. Materijali
U radu ses | kekdngkglijer n

nanol|l estice polistirena promjera 50 nm, P
nano|l estice polistirena promjera 150 nm,
nanol|l estice polistirena promjera 350 nm,
nanol|l estice polietilena promjera 50 nm, P
nanol|l estice polietilena promjera 350 nm,
nanol|l estice polipropilena particlesj era 50 nm,
nanol|l estice polipropilena promjera 180 nm
nano|l estice polietilenteC®@talata promjer

fetalni goveli serum, FBS, Sigma Al drich
antibiotik higromicin B, InvivoGen

antibiotik zeocin, InvivoGen

DMEM-F/ 1 2 BsntedijnGibton

DMEM stanil|lni medij, Gibco

fetalni goveli serum p4BY, Signh&ldiichakti vni m u
antibiotik kanamicin sulfat, Sigma Aldrich

antibiotik penicilin streptomicin, Sigma Aldrich

ITS+ Premix, Corning

tripsin-etilendiamintetraoctena kiselina, tripgdDTA, Sigma Aldrich

boja tripan plavo, Sigma Aldrich

metilparaber{O99%), Sigma Aldrich

oksibenzor(098%), Sigma Aldrich

dimetilsulfoksid(p.a), DMSO, Kemika

puferirana fiziologrklm ot opi na, PBS, Si gma
5-h -dihidrotestosteroi©99%), DHT, Sigma Aldrich

hidroksiflutamid(O98%), HF, Sigma Aldrich

estradiol(098%), Sigma Aldrich

=4 =/ =4 4 A4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 A4 -4 -4 -4 -4 -4 -4 A A -4 A A -2
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3.2. Fizikalno-k e mi j ska karakterizacija nanol e
Nan ol edidtirena @SNP, 10000 mg/pyomjera 50 nm, 150 nim350 nm komercijalno

su nabavljene od tvrtke CD Bioparticles (Sh
(PENP, 10000 mg/L) polipropilena (PPNP, 10000 mg/Lpromjera 50 nmNano| est i ce
polietilentereftalatd PET, 1600 mg/Lpromjera 80 nm dobivermuusuradnis a gpanj ol sk
Institutom za katalizu i petrokemijuinstituto de Cadllisis y PetroleoquimicaMadrid) a

postupak njinowg dobivanjaobjavljen je ranij¢®’ Znanstvend st r agi val ka gr upa
zavoda zZa i stragi vanj gBAM, njems Bundesanstlh jfie ma t

Materialforschung undprufung iz Berlina, Nj e, prgprerkila jeu okviru Obzor Europa

projekta PlasticsFatE (broj 96536Tstupilaz a i s t PRINgpromjara 8@nm (40 mg/L)

i PENPpromjera 350 nm (80 mg/LPostupak pripreme ranije je opisan u literattitiSve
korigtene nano|l estice bile su u obliku suspe
U svrhu dobivanja infor maci j BNProvedenaije i ni ,
fizikalnok e mi j ska karakterizaci j a pramnjdr@)ineggovan t e hn
raspodjela odrelLeni su met o ®obSyrend dymamimiightk o g r
scattering. Istommetodompr al ena j PNPi ®sf abobvhbssmjesa u u
stanil nolmakne dhijdirodi nambbdkagavampevarnu vel.
ukl jul spkvatacijsku ovojnicu oko nanolestice
koj a mo g e dat i i nformacije o] ponaganju nar
el ektrofor et s tostigELS, end. gleciophoijete lightwgateering odr el en |
zeta potencijalu nalntod ®&lsitstcaj] pvaditi kemedi ju Kk

eksperimenataKoncentracija svih PNP za DLS i ELS mjerenja iznosila je 10 mg/L a
pripremljenes r azr i jpeldznhg asepemzi ja u ultralistoj VO
boje fenol crvenoHi dr odi nami | ki promjer odrelen je ke
svaku koncentraciju pojedinihPN®j er enj a su odralena manur el aj
Panalytical, Mal ver n, UK) a rezul ZSaXplorer obr a Ll
3.21 (Malvern Panalytical

Skeni ¢ pj et aektpnska nikroskopijaSEM, end. scanning electron microscopy

kori gtena | morfalagijegd ri enlair vnaPNR/ldzadrdi s snimenp r et r agni m
elektronskim mikroskopom s emisijom polja elektroRB-SEM, end. field emission scanning

electron microscopen a u rlrespieet F50 (Thermo Fisher Scientif8an DiegoSAD). Svi

uzorci snimljeni 8 u polaznim koncentracijama, bez daljnjega z r j e Kakw ki s¢ a
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osigurala kvaliteta sni mki [ S pr g pedremb o nak
uzorakek or i gsehi cspus ki podl ogci . Prije nakapavar
etanol om i osugeni preko nofl.i u | istom okru
mi krolitara suspenzije nanol|lestica plmusti ke
preko noii. Buduli da nanolestice plastike
tanki sloj vodljivog paladijaNakon pripremeuzorci sus ni ml j en i primar azl il

ubrzavanja elektrona uvel anji ma kako bi njiloe mafoldgiel a de't
Mjerenja su provedena na Institutu za znanost o materijalima u Zaragozi uz vodstvo dr. sc.

Carlosa Cuestaayllona.

33. Karakteristike stanilnih Iinija
Prilikom ovog istragivanja kori gt esustavizcar t r i
ispitivanje endokrinad i sruptivnog wulinka nanol estei3ca pl &
linije predl og esmjernicama OE@Rykoavoa rparjiukliandne za i sp
razlilitih kemikalija na AR, ER i proces ste
3.3.1. Stanl na | i-BcaSgreen GRRKO M1

AR-EcoScr een GR Krjakddercimlhog nabdvljersa iz banke stanica JCRB

(end. Japanese Collection of Research Bioresources Cell Baskka, Japanfast ani | na
l'inija nastala je RBoourteaen isza@lniid aree liini]j a

AR-EcoScreen stanice karakterizira stabilna ekspreSi@ a transf ekci j om
reporterski gen za luciferaz8.t ani | na k ul t uodnarzawasjgmo sr as/d lf iewvnan jj
originalneb o | stanea uplosnatu posudu za uzgoj stanita25 (Sarstedt,Numbrecht,
Njemal kd&zgo|j [ odr gavanje stanica provedeno
stanica. Ukratko, stanice su uzgajane u kompletnom mediju koji se sastoji od: [BMEM

medijg 10% volumnogud j el a f et al n o gl fgtal bawiieesgrupBBSYy,2bma ( e r
pg/mL antibiotika higromicina B 50 pg/mL antibiotikazeocira. Nakon otapanja i otprilike

90% konfluent nost i plosmtupasuduzaeuzge)stangax7d Sardiedtn e u

N¢ mbr ec ht )ukbkvimansa dalie aizgajane do eksperimenta.
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332.Stani | na -9903ni j a Hela

HeLa9 903 stanil|lna | inija i zolikemeroijalnojdestuphazu kar c
JCRB banci stani ca. Stani | nu hltmamog gstrogekagr akt e
receptora alfa (emghuman estrogen receptor alphfER') |, a transfekcijom

reporterski gen za luciferazu. Originalnao | stamiaa dmrznutaje i stanice stn a s &l e n
plosnatuposudu za uzgoj staniC&25 a kasnije uzgajanu plosnatim posudama za uzgoj
stanical-75. Stanice su uzgajane u mediju koji se sastoji od: DMEM medija, 10% volumnog
udielaFBSa pr ol i gl enog a K.tcharcoalstippedfetd! howine semndSe n g
FBS) i60 pug/mL antibiotika kanamicin sulfat

333.Stani | na-H295Ri j a NCI
NCI-H2 9 5 R st a nabavljera je iz bamke ptanica ATCC (erdgnerican Type Culture

Collection [ odr gavana Spraenmad npr dtionkiglau.i zol i ran
nadbubredgne ¢glijezde i vagan | e Odmdadnjenza pr o
[ nasali v anpglosenatu pogudurza ozgoj stanite? 5 wuspostavl jena |
kultura. Stanice su uzgajaneerd i j u sl j ede | F-42, % solumnogudjeldd ME M
FBS-a, 1% volumnog udjela otopine penicilina streptomicina te 1% volumnog udjela otopine

ITS+ Premix

34. Il spitivanje pregivljenja stanica
Prije odr el idviasnrjuap teinvdnookgr iunlo nka nano| esti ca |
AR, ER i steroidogenezu, ispitan ygjecajodabranih koncentracija (10, 5, 1 i 0,1 mgfa

pregi vl j Kojneesitamicc g6 koje e se korisrtiti o
su uzimane polaznekoncentracije suspenzija PN®:17°B u d wdseé interakcije s receptora

mogu proul avati s amaé | y yeligpifvanje sainaaihrkonsenhtraana ¢ a ma ,
koje ne ogt el ujnjihovstijabingsc e Ui semanf opm moge dol
prilikom interpretacije rezultatad s v r hu oatimosakoncerdracg a i pregi vl j
stanica koeiMgStesn Ta |j e metodiagtvena, |®&shazikra se
obojenog 3-(4,5dimetiltiazol2-il) -5-(3-karboksimetoksifenitR-(4-sulfofenil-2H-tetrazolija

u smele obojeni formazan. Takva redukcija o
stanicama, te se tako pr emapoksotloitlaikni ¢¥nvaisht ad
Kolilina formazana odreluje se mjerenjem aps
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Tommetodom ispitaaje vijabilnostAR-EcoScreen GR KO M1 i Hek8903 stanica nakon
tretmana s PNPjihovim smjesamée nakon tretmana s testnim kemikalijama metilparabenom
i oksibenzonom.T a k o fommMmet odom odrelen je utjecaj PN
pregivli-Heap® BChnica prije ispitivanja njiho
Istipraa o k o | pripreme stanica za eksperKadment pr
sudostgle otprilike 90% kafluentnosti uplosnatoj posudi za uzgoj stani€a/5, stanice su

odvojeneod podloge dodatkom 3 miripsin-etilendiamintetraoctene kiselingripsinrEDTA).

Nakon odljepljivanja dodano je 7 mL kompletno
centrifugirano n800xg5 mi nut a. Supernatant je odbalen a s
mL svjegeg medi j a.bojBnemsgtanicastbajomitipam plaval mjerdhjemnaj e

brojalu stanica ( TC2O0 -RAd)Heccuhes,tSARIS t Genlilc eC oswn tnears, a
prozirne plolice s 96 | ag¢guwlameuogpl®@ nkdnesentfaci Ha mb u
stani |l ne syl gtanica/mlj e N a k o n osmdjehesm24 aajana37°C i 5 %

CQp uinkubatou (HERACELL VIOS 160i, Thermo Fisher Scientific, San Die§#\D) kako

bi seprihvatile za podlogwj agma® o zavr getktuannkombamege] j e
stanice su isprane PB8n kako bi se uklonile one koje se eventualno msbvatile za

podl ogu. Dodan j e odreleni vol umen svjegeg
koncentracije PNP, njihovih smjesa ili testnih spojeva.pd® metilparabena i oksibenzona
pripremljene su otapanjem izvaga u dimetil s
gel jene zavr Srues pkearezad § ret rnaciojlee.st i ca razrijelLl:
osim u slulaju PPNPkqjle880sunmdi ri e ktENNOP d a3dbadv)a n e
polaznekoncentracijesuspenziaSt ani ce koj e nisu tretirane Kk
kontrola, dok su one tretirane 18%Hm otopinom DMSO smatrane pozitivnom kontroléto.

i steku 24 sakejistadirlgni t medimjane pyfeiranork | onj e
fiziol ogkom phdsghate baftened salipPBSg) va puta te im je dodano 1QQ

s v j e g e gMTaitestproyeden jesukladnouputama iz komercijalno dostupnkgmpleta
reagensaCellTiter 96° AQueous NorRadioactive Cell Proliferation Assay (Promega,
Madison, SAD) Komplet reagensae sastoji od MTS reagensa i otopine fenazin metosulfata

(end. phenazine methosulfatBeMS)k o j i se pomijegani u @mj er u
dodajju 100pL st ani | nfOsg mmeudijjaag.i ce sa stanicama kc
smjesa MT@QaiPMSa dodana je u jagice koje su sadr

Dodatnoj spitane su interferencije PNP saivcoem me
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koje su sadrgavale staNakon dedayanj & NPe a deer
inkubirana 3 satana 37°Ci5% ea ko bi se razvila boja. Kad
stabil na, pomoli u | i t al &8 (Parkik Ellmg Walthams ADh pl ol

izmjerena je apsorbancija pri valnoj duljini od 490 nm.

35 Il spitivanje ulinka PNP na aktivacij

351.Ul i nak na aktivaciju androgeni h receptora

Ispitivanje aktivacijfARp r o v e d e n o in jiteo mpdelarkoji karisti AREcoScreen GR

KO M1 stanil nu alsmjermicpnuOECE hroj 458% Makion alrarzavanja,
stanice su odr gavaeneprniajjemasng leeneliya opimaocpme ks
poglavlju 3.2.1U trenutkuu kojemsu stanice dostigle otprilike 90% konfluentnostivajeéne

su od podloge dodatkom 3 mL trip€iDTA otopine.Djelovanje tripsina inaktivirano je
dodatkom 7 mL atabhiahnbgameei jsaspenddixgba zat.i
minuta.Supernatant |je odbalen a stanice st2resus,|
medij, 5% volumnog udjela FB& pr ol i gil enog a2k tug/mlnantiotikag | j e n o
higromicina B i50 pg/mL antibiotika zeocira . Kori gaepjrel iFBiSenog al
ugl jenom preporuleno je kako bi se izbjegle
rezul tirati | a § n o Kopceniracija istanica odx1@* stanicaptoa t ji anpi. c i
nas al en amepueod 10QuLvuoneprozime Nund'bi j el e pl ol ice sa 96
FisherScientific,San DieggoSAD) i stanice su ostavljene u inkubatoru tijekom 24 ddé&kon

i nkubacije, stanil|l ni | e samBQLHABS4idodan jeol dorne Leenn,i s
volumens v ggan@dija. Volumen dodanog medija ovisio jet@amel i me su st ani ce

U slulaju kada je ispitivan ulinak PSNP (50
nm) i PET, dodano je 9L medijai 10y 10 puta vehend&lbasteintaack,i
stanice tretirane PPNP (180 nm) dodano jep5medija i 25y suspenzije nan
koncentracije 40 mg/L a 878 medijai1250L suspenzije nanol|l estica
tretmana s PENP (350 nm). Za ispitivanje smjesa PNP vwiunedigp r i | a gsoklagna | e
broju komponent.i u smjesi, na nalin da e s
Radne otopine PNP pripremljene su razrijeli\
S uVi g anvodkadnadijua kmestvarioc i t ot o k s iSinjase PNP |dobivesndk su

njihovim dodavanjem direktno u jagice tako d
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smjese bude istdJ | i nak P NP -dissuptienn gradil koksibemzona i metilparabena

I spitan je njihovim mijeganjem s PNP u odrel
pripremljene su otapanjem u DMSO i rkaz r i j el
pozitivna kontrola odnosnogo ni st A R, -hklibidrategtdsteran (PHE), Koji je
pripremljen otapanjem u DMSO i razrijelivan]
Antagonist AR, hidroksiflutamid (HF k or i gt en | e prilikom i spi:
djelovanjana AR @ r i preml j en | e n aKomcentracija DHIh u svimk a o |
ispitivanjimabila je 10 nmol/L a HFa 1pymo | / L, kao ¢tsamjernieg OFCBae d| o g e
Antagonizam testnih spojeva ispitan je dodavanjem 500 pmol/lL-BHTu sve | agi c
pral enjjeern jsamamnj egove | uminiscenciije. Nakon 2.
medij je odbal en a s tuhPRBSa Radaljes gtanieerseprigtemgenep ut a
prema uputama ikompleta reagendauciferase Assay Systgromega, Madison, SAD}gz
provedbuesta bioluminiscentne aktivnosiciferaz. Kompletreagenssadr gi supstr at
za luciferaznitest kao i pufer za lizu stanica koji je potrebno razrijediti 5 puta u destiliranoj
vodi prije kor i gdmeletg raagens@vpioveadbdesty mauminiscantne

aktivnosti luciferazdrebaju biti termostatirani na 26 da bi postigli temperaturu idealnu za

rad enzima. Kada su stanice isprane dodano jpl20 r azr i j elLenog pufera

pl olica | e c3hrmr20 miawa urcantrifagi Eppendorf 5810R (Eppendorf,

Hambur g, .Re¢agemsazh lucdeyaztastpr i preml jen je mijeganj e
| iofiliziranog praha s pripadajulim puferom.
sustav Jitala mikroplolica SpecSADa.Mal s |3e (]l
programskog paketa postputiisup ar amet r i mjerenja tako da se

100pL reagensa, pl o| odaddje sekeindd makoist@ga slijedi pngerenjeo d u
luminiscentnih signala u trajanju od 10 sekuido z avr get ku maneliziram | a r e

prema uputama ismjernice OECEn.

352Ul inak na estrogene receptore

Ispitivanjeu | i nka t est nERpriloemidlealoi jj @9 9@3mod tua nH el Lnae
Od otapanja do provolenja eksperimenata st ar
sesvojstv&at ani | ne | inije stabilizirala. Kada je p
suodojeneod podl oge, centrifugirane I resuspendi

(opisano u poglavlju 3.2.2)l neprozime Nuné'b i j el e p | wdniacsea I'seah009 § e alg
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stanicapo j agi ci u MLa bstavijena w inkobdtorulnd @ satdakon 3 sata u

i nkubatoru st ani c anmmentracije tedtoild spojeva, Bee Ipretkodneg k o
ukl anjanja stkami |gntoog |jnee dsngemipi rOE@Ba bra4b®, sva
kemikalije dodane su u volumenuod@, tako da ukupni vpll umen
Radne otopine PNPr i preml jene su razrij @lai wvanjienm dua
koncentracija radne otmeiwme] ajilai .3 Qtuapai nvae | E
otapanjem u DMSO i westom gtapdiuidonkomcenizacije pgehdl/L.v anj e m
RazrijelLivanjem te zadnje otopine u stanilno
I nmol/lLkoj a | e k oozitiviatkenirada Oto@ne madilparabena i oksibenzona
pripremljene su otapanjem u DMS koncentragjeBr i j e L i
put aode [j eNakoetrenana u trajanju od 24 sata, stanice su pripremljene za mjerenje

kako je opisana poglavlju 3.4.1.

36.  spitivanj e ul isteridogeRddd na pr oces

U svrhu ispitivanja utjecaja PNP na si-ntezu
H295Ri protokol opisan wlsmjernici OECDa br. 456 Prije samih eksperimenata stanice su

uzgajam 4 pasage u mediju opisanom u poglavliju
su nasmrlenier ue plolice s 24 jagice (Eppendor:
2x1®Pstanicgpo j agi ci u 1 mL kompl et n o ghicaddabmnal n o g
je kako bi tijekom 24 sata od salLermpP¥ post.i
potrebnu za prov&Khahem ¢ €4 gatguagrl soant @At @, st ani |
uklonjen a stanicésprane s 30QuL PBS-a. Nakon toga stanicgu tretirane PNP i njihovim

smjesama te forskolinom (Sign#ddrich) i proklorazom (SigmaAldrich) kao pozitivhom i
negativnom kontrolomProklorazdjeluje kao inhibitor enzim&YP17i CYP19koji sudjeluju

u procesu sinteze s p omanjujdkondentiracijuokrajajin predukaa s | j e
steroidogeneze odnosno testosterona i estradfolBorskolin ima suprotno di@vanje,

odnosno aktivira enzime u procesu steroidogeneze i stimulira sirtestasterona i

estradiola " Obje kontrolne otopine pripremljene su otapanjem uDMSOr azr i j el i van

10 mmol /L u slulaju forskolina tkencehtracjemo!| / L
otopimp o mi | suguavoltenenu od UL s 999uL st ani |l nog medija u |
(Eppendor f, Hambur g, Nj emal ka) , nakon | ega

odgovaraj uRaizr ji ¢ ¢ ilpolazmhng lesspenzi j a PNP u stan
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pripremljene su njihove potrebne koncenteaai volumenu od 1 mL koji je direktno dodavan

u j algnkcwebacija s testnim spojevima uwaked ul aj u
i nkubacije stanil ni medi j prikupljen je u ¢
zamr zi v8&Cdia nlai se oluvala stabilnost steroid

tom medi | uStoadhri eclaimaa tkio.j e su ostale u jagici i

u iduliem poglavliju.

36.1.0drelivanje ekspresije gena |l an]Janom reak
Postumak odrelivanja ekspresije gena ukljulenih
kor aka. Proces zapolinje izolacijom ukupne R

prevodi u komplementarnu DN¢@ngl.complementary DNADNA) potrebnu za kvatitativhu

l an|l anu r eakci guantitatvd polymerasa ehain réaetiogggGR.

Nakon uklanjanja stanilnog medi|j a, iz preos
kompleta reagenséurum Total RNA Mini (BioRad, Hercules, SADXompletreagensae

sastoji od pufera za lizu stanica (ergsis solution kolonica zadpuoligl:
otopina za ispiranje (ehdow and high stringency wash solutjpotopine DNAze te otopine

za eluciju RNA (eng elution solution. Izolacija RNAz a et Jedodatkom 35QL pufera za

l i zu st ani c aprovjeranvpatpunostigeastanica pod mikroskopom. Liziranim
stanicama dodw je 350uL 70%t nog et anol a visoke |istole koc
sterinomvodombezRNA a. Ssawdakjeajj agice temeljito je izr
pi pete prenesen u oznalene kolonice za proli
na centrifugiranje pri2000 xg 30 sekundiNakon centrifuge uslijedilo je dodavanje 700

prve otopine zaspiranje (eny low stringency wash solutidrie ponovno centrifugiranje pri

istim uvjetima.U svaku kolonicu zatim je dodano 0 otopine DNAze Inakon | ega |
uslijedila inkubacija na sobnoj temperaturi u trajanju od 15 mifua. zavr get ku i nki
svaku je kolonicu dodano 7Q@L druge otopine za ispiranje (dndpigh stringency wash

solution) i sve su centrifugirane pfi2000 xg 30 sekundiNakon toga slijedilo je dodavanje

700uL prve otopine za i spiranj eetima@odanod, nakdnugi r a
uklanjanja otopine, prazne kolonice su centrifugirand 000 xg 2 minute da bi se osiguralo

uklanjanje svih prethodno dodanih otopina. Za kraj, na kolonice je hanesgho4dpine za

eluciju RNA (eng. elutionsolution a dobi vena RNA sakupljana | e

su zajedno s pripadaj u L2006 xgt2ummiteckakmhbi seceliirala r i f u g
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gel j enlasvaké&ltahice izdvojenojepoh RNA u svr hu odrelivanj
| i stol@ RN&noaDrop urelaju (Thermo Fisher Sci
Komercijalno dostupakomplet reagensi&cript cDNA Synthesis(BilRa d) kor i gt en
prevolenje izolirdnel &NAcaea zz®dDNRCR s @6 jagi
razrijelenog uLSeagenspillrveda gee RNAza) i {uldizolirane RNA.
Jagice u plolici su zatvorene a plolica je si
je provedena reakcija reverzne transkripci|j
reakcije: prvi korakb minuta na 2%C, zatim 20 minuta na 4€ te 1 minutu na 9%. Kao
zadnj i korak post@dd jemopotephha@alemyet inat dmp e
| ega je plolica pohranj e-26Cdw zpamrvoilwaljw LR
Prije samog provolLenja PCR reakcije s wuzorec
Hilscherova et al’? optimiranesu na uzorku netretiranin stanidgaa kv ant i fi kaci j u
ciljnih gena korigtenmnca ejeen f(IRbarhees c Bratsred , b d§jva
su pripremljene na nalin da je u plastilne t
volumen uzvodne (engforward) i nizvodne (englrevers¢ pol et ni ce ciljnog
gena, voda bez nukleaza0 uL boje SYBR Green. §l e d o v i  imjhova priprén@a aa
reakciju prikazani su tablici 1. Disocijacijske krivulje (slika 8 u poglavlju Dodatak pr ugaj u
uvid u homogenost nastalih produlatpd oPCRuUT @&
PCRs 96 | agi qlacDNAoi @l5auln or ¢ @k &i j ske smjese odgova
u jagice koje su sadrgavale cDNA geljenih uz
j e i u jagice jklovode bex muklsazatla @iacvea | &8 dinicamam i p
predstavljaju kontrolu reakcije (engho template contrgl . Kvantitativna | a
poli meraze pr ov eAbppliadaBiogysems 600 (Redéme ePLCR System
(Applied Biosystems, Waltham, SADsastojala se od nekoliko koraka. Zd p@t a k , pl ol i c
inkubiranana95C1 0 mi nuta nakon | ega je uslijedilo ¢
95°C15sekundib 0 AC 60 sekundi. Po zavrgetku ampl i fi
u tri koraka:95°C 15 sekundi60°C60 sekundi ponovno 95°Cl5 sekundi
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Tablica 1. Slijedovi (engforward, Fireverse R) i pri prema pol|l etnica
smjesama za ispitivanje ekspresije gena ukl|j
Gen Slijed c(nM)  VER(ML) Vvode(pL)

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
3 EHSD 400 0,8 3,40
R: TTCCAGAGGCTCTTCTTCGTG

F: TGCGGGATCACGGATGACTC
1 7-HSD 400 0,8 3,40
R: GCCACCATTCTCCTCACAACTC

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

36.2.0drelivanje koncentracije steroidnih horm
Koncentracijas t er oi dni h hor mona u st aniHR9SR stanicaedi j u
odrelena je pdstelidskompesasaadens@ChromsystemsGréfelfing

Njemal ka) i vezanog s u s-tanderana spekikambtijannmdagendgk r o ma

liquid chromatography tandemmass spectrometry C-MS/MS). Pr i prema uzor akeé
je prema uputama izoknpleta reagensa o j i se sastoji od kol oni ca
(engl.sample clean up columpsvih pufera potrebnih za pripremu uzoraka te mobilne faze

za kromatografiu.Ono gt o ni komplguaehgegsanpour ebno | e, su
kolona Chromsystemjs t e set odgovar aj GHrdmbystémsOvorbsuat or a
met odom o dkonedhteadije 6 steroidnih hormona: progesteroa
17-Uhidroksiprogesteram (17ZOHP), dehidroepianasterom (DHEA), androstendiom

estradiodii testosteroa
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Pripremi uzorka prethodila je prippousma kol c
kolonice dodano 700L prvog reagensa za ekvilibraciju i centrifugirano pri 409 Xminutu.
Isti je postupak ponovljen s drugim ekvilibracijskim reagenshm.d a |l j e, u pl ast:i
(Eppendor f) mpoumitarnpgstandardaj 480 ekstrakcijskog pufera500 pL
uzorka. Dobivena smjesa vorteksirana je 1 mi
U slulaju kontrolnih wuzoraka i kali brator a
sadr gaj tubica wopmadzrcne] komamexen nagilne su
minutu. Dodavanjem 70QL pufera za ispiranje u dva koraka i centrifugiranjem, prveipé
X g 1 minutu a zatim pri 3000 2 mi nut e, ukl onjene su eventu
kolonicama.Kolori e s u pot om p rpesodcHCGhrmorasystemagtinajdddodano e
1 mL pufera za eluciju uzorka (englution buffe). Staklene posudicekolonice zajedno su
centrifugirane pri 400 g 1 minutu kako bi eluat dospio u staklgresudice Priprema uaraka
zavr gava up a rstkieaim posudicasdo subog jpri 5WC 1 otapanjem u 10QuL
pufera za rekonstituciju (engkconstitutionbuffer . Uz or ci su sni ml j eni N
(Shimadzu, Kyoto, Japan) z prethodno validiranu metodu
steroidnih hiovrppmorfa idrpomal. G OgijdkMobihafazal | ak a
kori gt ekompleth magenga nj ezin protok podegen je n
injektiranja uzorkgpostavljen je na 4QL. Kromatogrami pozitivne i negativne kontrole te

netretiranih stanica prikazani su u Dodatku (slike>4).

37. Statistilka obrada rezultata

Rezultat.i dobiveni DLS i ELS mjerenjima ana
vrijednost 1 standardna devijacija 6 mjerenj
izrageni SuUu u odnosu na negatjedpokobngest emj

dvaju neovisnih eksperi menat a S odgovaraju
| uci ferazne aktivnost.i obr al esmgernicalOEQER @ ma u p L
slulaju oba receptora r e zamjenaautodnoss ma pozicivnia | u n a
kontrolu a odgovor koji su postigle same stanice, bez dodavanja tretmana, oduzet je od

odgovorasvihuzoraka U sl ul aju ER, tretmani koj i Ssu o0s
smatrani Ssu agoni st iARyaa tretRane KSjusp inhibirah arigovou50G | u | a
pMDHTbarem 30% smatral o se k ak oKodfiajentj adicie nt ago

koncentraci | e formulipréunetojzada kgi su olpavikRitz asuradnci:
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O O ©O O © (3.7.2)
gdje je Dba koeficijent adicije koncentracijeEas odgovor smjese,Fodgov or poj edi r
komponente A, kodgovor poj edi nal qnoegovkronetietvanile staniea. B a

Ukoliko je Dpa vrijednost manjaod O wul inak smjese smatra se .
ukoli ko je vela od®0 ulinak je sinergistilki
Promjene u ekspresiji g emalzirane sy metdd@mnkeju AICR t
predlogili FiPwavko ij es wzraa dsrviec iu.z qu€rkogajeidabivemd unat a

oduzimanjem koncentracije referentnang u uzorkwd koncentracije ciljnog gena u uzorku.
Zatim se za s wWelr uriednosk loja je rezultal aduviananja koncentracije

ciljnog gena u negativnoj kontroli (netretirane stanice) od koncentracije ciljnog gena u uzorku.
Konal nonase2®rwvariuj ednost koja se usporeluje s
stanice. Ta vrijednost za negativnu kontrolu iznosi 1 te ako je dobivena vrijednost za tretmane
vele od 1 smatra se da je ekspresi ptanceci | j no
Suprotno, ukoliko je dobivena?®rvr i j ednost manja od 1, rezul t
stanica smanjuje ekpresiju cilinog gena. Svi eksperimenti provedeni su u triplikatima i
ponovljeni dvaput a rezultati su srednja vrijednost sa stdndasm devi j aci j om.
znal aj nost d o ibpitanae ja métodomeANOVAL (enghaalysis of variance

Nakon toga, pomoihact e Dumet b v o PYsetmamt sifset i g kst ozjr
razli ke 1 zmelLu tr etaiNakamandlize uzorakaddifa ézhad stanica h st
tretirani h treakzulliilnistkioom F/kNPomat ografijom dobi v
koncentracija steroidnog hormona. Za odreliwv

a za utvrlLlidao$e mazhetkeetuui mane s-loatest. ce Kkor i
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84 REZULTATI [ RASPRAVA

4.1. Fizikalno-k emi j ska svojstva nanolestica p

OdrelLivanje hidrodinamil| kog promjera i zet e
rasprgenja svj Brimhroosuaisyojstiad &5r @ L eEnLaS . u  Udjajer al i st
disperzni medijzasvevrste PNPz t o, mj er enj aulsturjapdikeakdmodr al e
se velilina PNP wusporedila s onomTablim2 cer t i f
prikazuj e dobivene rezul tate Za hidrodina
polidsiperznosti (englpolydispersity indexPDI). Rezultati ukazuju &ko je dobivenidy u

skl adu s PNReid njinovihrcertiiikata. Zeta potencijal svih PNP osim PS50 i PS150

ni gi -3j0e mvd gt o upuluje™na koloidnu stabilnost

Tablica2. Hi dr odi n a mi(dy)kindekp poldisgerznos(iPDI) i zeta potencijale)
nano| paoistirena, golietilena, polipropilena i polietilentereftalatad r el ena |l t r al i st
vodi. Mjerenja su provedenari ¢ = 25°C o d ma h nakon razrijelivar

koncentracije 10 mg/L.

Ul trali,st0h voda

Vrsta nan

du (nm) PDI g potencijal (mV)

PS50 473+ Q7 0,1 -6,1 £ 02
PS150 2084 + 66 0,2 -52+12
PS350 4014 £ 295 0,3 -428 £ 11
PES0 625+08 0,1 -527+10
PE350 3511 + 142 0,2 -326 £ 16
PP50 53709 0,2 -434 + 29
PP180 1860+ 1,7 0,1 -311+05
PET 865+ 09 0,1 -624 £ 08
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Kako bi s e gt o bol j e procijenilo ponaganj
hidrodinami/|l ki pr omj esuiui sz eatna | potme nMeeidji g lu  d dvi
crvenog +5% FB& pr ol i gl enog aBkutdiuMvie Ind duign 4 e slo nl) i. k ,
naboj i funkcionalizacija povrgine nanol est.
je proulavati njihova ¥Majotgeamost binahodlkismi

mediju rezultira njihovom interakcijom s proteinima iz medija i nastajanjem proteinske korone.
Zbog adsorpcije proteina iz mediejlLe,n hi &rtadid
mediju biti [e veli % 6astavipmigiaskekarane mijenjacsg s u v
viemenom te ovVi Si O SsSvojstvima nanol estica I
stabilnost PNP s t a n i medijw ewaluirana j& nakon 24 sata koliko je trajanje tretmana

stanica u eksperimentima aktivacije receptafaablici 3 prikazani su dobiveniezultati koji

ukazuju da su vrijednosksu st ani |l nom medi juubef el igs wadjs @s ad
moge objasniti nastaja¥lj em proteinske korone
TakolLer, osim u slulaju PPNP 50 nm i Ssmj ese
znal ajnih razlika u promjeru nakon 24 sata ¢
PPNP 50 nm i s mjsees uz aMkII X 3u5l0i tmo gdea dol azi do

vrijednost i v evijednostimadabivemiswpjeranjencibi t s a| igsttoo js ev o d

mo g e o llgtektisanjenproteinaprisutnih us t a M nedijo Usporedbom vrijednosti

zeta potencijalaz tablice 2 1 3 b i du mzlike kod svih PNP osim PSNP 50 nm i PSNP 150

nm. Zeta potencij al o0 d r eoBira ASNB 50wnin t PSIMA 160sntho j Vv ¢
negativnijijjegt o upukbkjpé oma@nu stabilnost ubdndsind est i c

stani|.ni medi j
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Tablica3. Hi dr odi n a mi du)kindekp poldisgerznosti (PDI) i zeta potencijal (

nano| eofistirena, goligiilena, polipropilena i polietilentereftalatad r e L e n i u stan
mediju Mjerenja suprovedenabodmahpo pripremi suspenzije i 24 sata nakBloncentracija
svih PNP je bila 10 mgERFCa mjerenja su odral
CCM,t=0h CCM, t=24h
Vrsta
nanol e 4 mm PDI Gp‘z:s\r/‘;:ija' di(nm)  PDI Gp‘(’rtﬁ\r/‘;:”a'
PS50 585+ 64 0,3 -115+16 56,0 £ 62 04 -8,0+08
PS150 4831+346 09 -100+03 451,7+367 05 -95+18
PS350 7742 +660 0,7 -99+06 7025+350 0,7 -7,1+05
PE50 81,1+50 05 -104+22 86,0 £ 25 0,5 -84 +08
PE350 3774 + 117 0,6 -164 + 12 377771 0,6 -162 + 13
PP50 675+52 0,5 -6,4 + 22 1132+204 0,7 -34+16
PP180 2264+78 0,2 -140+ 04 2252 +41 0,2 -128 + 15
PET 1219+39 0,3 -117+04 1190+ 63 0,3 -7,3+09
MIX 50 1196+15 0,2 -133+07 1107+ 21 0,2 -133+ 24
MIX 150 1926 +180 0,2 -114+11 1937 + 89 0,2 -124 + 06
MIX 350 3545+336 06 -137+11 6655+353 06 -162+06
Obl i k PNP odr el-anzslike7 vilivonje kako sil8sEeMPNP osim PENP 50
nm i PPNP 50 nm, sferilnog oblika. U sl ul aj
morfologijamj e g oZastuplere su | est i ce =zabigundel e brgjonthb ! i k a
|l iji je oblik nepravil an.
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Slika7. SEMslike: 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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42. Ulinak PNP na stanilno pregivljenje
Kako bi se ispala sigurnost odabranih koncentracija PNP za stanice, proveden je MTS test.

Citotoksilnost ¢geljenog koncentracijskog r as
stani | tkage sukioriijget ene kao model i recept er a. Uz

potvrlLena je sigur ncocH9R stanckeOE D Mmceatvedeinjpog, z &
oksibenzona i metilparabena ispitana je za modele AR iKER.i t er i j kKoj i j e
odrelLivanje netoksil|lnosti nekebilkoststaneaigpadaci j e
90% u odnosu na negativnu kontrolu, odnosno netretirane stanice.

S obzirom da nanomaterijali mogu interferirati s mnogimvitro testovima posebice

kol orimetrijskim, ispitana | é%Hoagluimonsa kaijti
provedeno ispitivanje interferencija je dod:
boj om i us por el iapsarbapcéomsangsotr ebogimkiijej eB usd u | | da
apsorbancija yednkdnao gsel udeaj maakdlijlual i t i kako PN
reagensom i time ne utjelu na rezultate test
MTS | esto korigtena met oda Y§zrnavedershpazlioga,vaanj u

Zzbog velikog broja wuzoraka, kneetodagi tuspaoredhi € MT S
protol nom koatdtametvi gemi nformacij a

421. AREcoScreen stanilna |inija

Slika 8. prikazujerezultate MTS testa provedenog na-ERoScreen GR KO M1 stanicama
nakon24s at nog tretmana s razl i |liGlimyl. ZNe&®Redenihk onc e
rezultata vidljivo je da nijedna vrsta PNP
nedavnoj studiji van Boxel i suradnitit est i rali su toksilnost PS¢
koncentracija na ovo]j SRAMP | poomjlema j 50 inmot
lak ni u koncentraciji od®a66bemgvali Takoteks
promjera 100 i 500 nm u koncentracijama 5, 10, 25, 50 i 100 mg/L na endotelnim stanicama
pupl ane vr pce HilhYgokazali 9 kakomavedene koacentracije ne smanjuju

znal ajno vijabilnost staniNcaad al j pericod wt okRk u
i spitana je MTS testom na 9 razlilitih stani
i pokazalos e kako ni u jednom slulaju nemdUznal aj

i stragivanju B¥gispeviainai jeutoksikamost PPNP
koncentragama 10, 1, 0,1, 0,01i0,00thg/Ln a st ani | n-KWBluc. NakonirgtmanaT 4 7 D
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s najvelom koncentracijom PPNP 84% stanica

ostalim eksperimentima.
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c c
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Slika8.Pr e g i v |-EceStrpea GRAKO M1 stanicakua tretmana 40, 5, 1i 0,1 mg/L
a) PSNP 50, 150 i 350 nm, b) PENP 50i 350 nm, ¢) PPNP 501 180 nm i d) PET. Rezultati su
prikazani kao postotak givih stanica u odnos

dvaju ponovljenih eksperimenata.

Na dlici 9. pri kazani su rezultati pregivljenja s
PNP. Smjese su pripremljene dodatkom svake po,
svake u jagici bude i st a. Ol i jalwlnogt stanitaan& o s e
smanjuje ispod 90%z tograzlogs ve koncentracije navedeni h sn

eksperimentima.
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Slika 9. Pr e gi »EtoSaeen GR K@ RI1 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
prikazanikaopst ot ak ¢gi vi h stanica u odnosu na nega

dvaju ponovljenih eksperimenata.

Citotoksilnost oksibenzona i me t* dol I0apuMa b e n a
prikazana je ndlici 10. Post ot ak @i wnahegasvnwkontrauanijese smanjioo s
uslijed tretmana s navedenim koncentracijahestirani raspon koncentracija odabran je prema
prethodnim ispitivanjinvitamotetinka®i®Vred £t ik oijeicke nd p @
spojeva nisu ispitivane zbog sl abe topl jivos
LDso (engl.lethal dose50) odnosno koncentraciju koja ubija 50% staninarivo ispitivanja

toksilnosti metil par abena smodX@mg/kgtjedesne mase r i mj

Ni kolina Peranil Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 38

na ¢gtakor sakam md&kdelbienzon razina bmmpbsesvpda g e noc
adverse effect leveNOAEL) iznosila je 411 mg/kg tjelesne masé!>?
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Slika 10. Pr e ¢ i AEtoBoeern GR K@ K1 stanica nakon tretmana s: a) oksibenzonom i
b) metil parabenom. Rezul tat.i Ssu prikazani k
kontrolu a dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.

422 . HelLa9903stmi | na | i ni j a

Slike 11. i 12 prikazuju rezultateMTS testa provedenog ha HeRa9 03 st ani | noj
Pokazano je kako koncentracije samostalnih PNP od 10, 5, 1 i 0,1 mgthamgujuvijabilnost
stanica ispod 90 %. U i st ritang sukenceptnacijet od k0s2i,5] n o st
1, 0,25 i 0,1 mg/L u slulaju MIX50 (PSNP 50
0, 5, 0,1 mg/L u slulaju MIX150 (PSNP 150 nm
PENP 350 nm) te 10, 5, 2,5, 1, 0,5, 0,1 mg/Lwlslaj u MI XPS ( PSNP 50, i
Navedene smjese pripremljene su na nalin da

j oj konal n addovana prethodne spamierjutana. Nijedna od ispitivanih smjesa nije

pokazala toksil mpostt oddrko gn oi shmarjainliaca u odno
manj e od 9 0 %. | z navedenog razloga sve su
aktivacije receptoraRu a n i suradni ci i spitival:@ su cito
15,25,40,50500 nm) u koncentracijama od 1, 10, 2
HelLa st an¥Dadbivenit e niijuati, u skladu s prijagn
PSNP toksilnije od velih. PSNP veliline 40,

vijabilnosti ni u jednoj od testiranih koncentracija, dok je koncentracija od 500 mg/L PSNP

promjera 25 nmmanj i Il a vijabil nost za 10 %. U sl ul a
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koncentracija od 80 mg/ L znalajno smanjila v
| ak i M kodlel . pokazal. su kako toksil nost
reaktivnih Ksikovih vrsta (engl.reactive oxygen species ROS) gto e i pr
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Pr e gi v-Bg0Zstajica nakbae fretmana s 10, 5, 10,1 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

ponovljenih eksperimenata.
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Slikal2z. Pr e §i v-B90Zstanica nakiom treémana 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 50,1805 0 nm. Rezultati su prika
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,

njjhova je ¢ t ot oksi | nost testirana zaseporneogi vUtjjeeg
HelLa9903 stanica prikazan je deci 13. l z prikazani h rezultata mo
koncentracija od Fdo 10°uM ne narugava vij abi ttivddimst ani ¢

eksperimentima.
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Slika 13.

metil parabenom.
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Rezul

120+
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tat
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RN IO

Metilparaben (uM)

Pr egi v I-9908 nsiaeica hb&dn atretmana s: a) oksibenzonom i b)

su prikazani kao

kontrolu a dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljereksperimenata.

423.NCIFH2 95 R

MTS tes

t korigten

njihovim smjesamaS a me

stani

PNP

koncentracije smjesa MIX150MIX350 bile su 10, 1 i 0,5 mg/L. Stanice su tretirane smjesom

na | inija

j e

korigtene su u

i -H295R stanica eslijed tretmmanae PNPri e g i v

koncentr

aci

MIX50 u koncentracijama 10i 1 mg/L. Slikd.pr i kazuj e dobi vene rezul

kako ni same PNP, ni odabrane smjese, ne smanjuju vijabilnost sigpocE00%. 1z tog

razl oga

sve koncentracije

bile su sigurne

smjesa na proces steroidogend2ebiveni rezultati u skladu su s nedavnim ispitivanjem koje

je potvrdilo net eH2ISR btanicesu om RABAEMraciama’® Nanhe,
jedina znahajaavpyamjl nost. bilo je povel
vel i |[uM. Kecedtracijieod00,210, 1, O, 1 i [0e®Dtli eng/ RS uprs
200nmtel@M ni su uzrokovale nikakvu znal ajnu
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Slika 14. Pr eg¢gi wH2P5R stpneca ndkon 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 ¢gsuvi h

iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.
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43. Ul i nak a&kiN&ijumeaeptora
Aktivacija AR i ERus !l i j ed tret manaspi traamal ij| dtestp mo VPANLP

bioluminiscentneaktivnostiluciferaz na st ani | ni-BEcoScreen iGR &@la i AR

HelLa9903 U ovim eksperimentima stanice su tret
10, 5, 1 i 0,1 mg/ L kao [ nNjihovim smjesam
tretmanima trajala je 24 sata nSnjesanMIXbega | e
sastojala se od PSNP 50 nm, PENP 50 nm, PPNP
tako konalna koncentracija svih PNP u jagici
180 nm i PSNP 150 nm a smjese MIX350 PENP 350 nmi PSNP 33 mm.e su MI XPS |
PSNP triju razlilitih promjera: 50, 150 i 35

4.3.1. Androgeni receptori

OdrelLivanje antagonistil kog dj el ovamenge PNP n
OECDa br. 458. Interpretacija rezultata ovotgstatemelji se na postotkedgovora koji

i nducira testna kemikalija. Ukoli ko je taj o
pozitivna kontrol a, odnosno DHT, kemi kal i j a

kriterij nije zadovol | ene arbtoagg dreigsat ijlek @g od/jee

slul aju, kriterij je takav daazalkaeemBOkoada bipea mor
smatrala antagonistom AR. Nasli&. pri kazani su rezul ttestai pr ov
na AREcoScreen GR KO M1 stanl n o | ' ini j i SNPWimémnmna vant &g odnai
djelovanje na AR, bez obzi robiverarezul@atl viskladim u n ar

su s nedavnim istragivanj e mlJdomeadwsispitivanrjeo v el i
antagonistil ki utj ecaj P S NuA u koncentmacijamaad 1D@ | 2 (
10, 1, 0,1 i 0,01 mg/ L. Pokazano je kako PSN
odgovor DHTFa.

Suprotno tome, u slulaju PENP, nanol-azmti ce v
vige od 40% te aert amggmni Stmamr AR. U njihovom

DHT-a ovisila je o koncentraciiji na nalin da
mo ¢ser edaje krivuljadozodgovor | inearna. PENP promjera
odgovor DHFaa | i za samo otprilike 20% gtilaslkei j e do

15t akoler jebyvedVvpivbida PPNP u najvelim kon
DHT-a vi geiotta#é4d0O%zadovoljavaju kritemMNadpje,za ant
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kao i kod PENP promjera 350 nm, postotak inhibicije odgowwsrsi o koncentraciji PPNP i

smanjuje se smanjivanjem koncentracije.

a) b)
120+ 120
1104 I 110
@ = 2 —
5 1an--} _}'I'{"I_ = B o = 5 100 ]-_L o
T~ 904 E3 3 % = ==
2% 804 =5 80 == ES
[
=0 7178 N I g I 1 |- _g,% ] T R N A ) e BN R Y A
e 2]
o8 60 o5 60+ ey
-y 50 2 g
£ 50 £
@ = -
SE 401 25 407
£L Ex
t 30+ £ 304
3 = 20
= 20+ 2
104 10
=TT T T T T T T T T TT1 0 "\ Q' ‘; : ': Q' ‘: ': :
PEEEFEEEFERER R 5
N Q
& @
\5&\ PS50 (mg/L) PS150 (mgiL) PS350 (mgiL) QQ:\ PES0 (mglL) PE350 (mglL)
Q
) a)
120+ 120+
1104 1104
f wl I £ e ol T I
N 90+ ¥~ 90~ == T
n-z 45 P
go 80 — = =8 o0 80
c= ]
od M0 1-F----fF~ o -l === = "x el Be T0t=-f===f--p===-===-|=== = === -
3 D 73
£ Ed T ge o
- 2 EfN. @
5 9 U ‘é§ 50
85 40 g5 40
£7 304 B 90
3 3
2 20+ ® 20
104 10+
T T T T T T T T T 0 T T T T T
5&\ N L (A A N & N ® N o
@Q L ] [ ] & 1 1
R PP50 (mglL) PP180 (mg/L) < PET (mglL)
& &

Slika 15. Inhibicija AR nakontretmara stanica s: a) PSNP promjera 50, 150 i 350 nm, b)
PENP promjera 50 i 350 nm, c) PPNP promjera 50i 180 nmid) PET. Isprekidana crvena linija
predstavlja 30% inhibicije a puna crvena linija 50% inhibicikezultatisu prikazani kao
postotak luminiscentrg signala pozitivne kontrole, 500 pM DHT, a dobiveni su iz triplikata

dvaju ponovljenih eksperimenata.

Slika 16. prikazuje rezultate dobivene wuslijed t
Smjese MIX50 i MIX150 uvelike inhibiraju odgovor DHd, m=e |simj esa MI X150 |
od 50%. Postotak inhibicjeDH& u sl ul aju smjese MIX50 je iz
nego dovoljno da bi se taj wulinak proglasi o

je vidljivo kako postotak inhibicije odgovarDHT-a ovisi o koncentracijPNP u smjesi.
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Postotak inhibicije u slulaju smjese MIXPS
koncentracija s kojima su stanice tretiraf®ostotak inhibicijie DH#a u sl ul aj u na
koncentracije smjese MIX350, odnosn® rhg/L PSNP 350 nm i 10 mg/L PENP 350 nm, je

tol no 30 %. B u @mijdrnice @ELEn paktijekarda postotak iphibicije bude 30%

ili vige, i ovaj se rezultat ukljuluje te se
ulinak nal|owoom motden u AR.
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Slika 16. Inhibicija AR nakontretmarastanica s: a) smjesom PSNP 50 nm, PENP 50PfNP

50 nmi PET, b) smjesom PSNP 150 nm i PPNP 180 nm, ¢) smjesom PSNP 350 nm i PENP
350 nm i d) smjesom PSNP 50, 150 i 350 nm. I s
a puna crvena linija 50% inhibicije androgenih receptora. Rezultati su prikazani &atago
luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 500 pM DHTdabiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.
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4.3.2. Estrogeni receptori

|l spitivanje agonistil kog ulsmjprkich OEEDaMr. 465 ER p
Kriterij prema kojemsearz | ul uj u agoni st ER je ostvarivar
kontrole, E2. Izslike 17. vidljivo je da takav kriterij zadovoljavaju samo PPNP promjera 180

nm i PENP promjera 350 nfRENP vel eg promjera ostvaruju Vv
naj v e lentfacijik akm39% u koncentraciji od 5 mg/L. Suprotno, PPNP promjera 180 nm
ostvaruju oko 15% odgovora E2 u najveloj kon

granicu od 10%.

a) b)

B gumecs
g L

[
& Zuowess
WLl

-

[*]
E=1
1

3
1
I

% luminiscentnog signala
pozitivne kontrole (1 nM E2)
n
S
1

% luminiscentnog signala
pozitivne kontrole (1 nM E2)

..
>
i
I

flnmalls i

L
o 9 N B": 9 N B": \"‘h TQ o N ? ,\IQ o N QI

N
é‘v\ PS50 (mg/L) PS150 (mglL) PS350 (mglL) & PES0 (mg/L) PE350 (mg/L)
© d

}
]

T
o

1
S
|

[l

s,

_’a_}
_’o-}
o4 h

8 gamess
; Triied
i

Zawess
e
1

=

=3
L
I

% luminiscentnog signala
pozitivne kontrole (1 nM E2)
% luminiscentnog signala
pozitivne kontrole (1 nM E2)
<

T
N

1 o
< PP50 (mgiL) PP180 (mgL) <& PET (mgiL)

Slika17. Aktivacija ER nakontretmarastanica s: a) PSNP 50, 16850 nm, b) PENP 50 i 350
nm, ¢c) PPNP 501350 nmid) PET. Crvena linija predstavlja granicu od 10% odgovora pozitivhe
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kontrole koja je potrebna Rezulta su prikazani kenj e &
postotak luminiscentnog signala pozitivnenkole, 1 nM E2, a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.
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Dobi veni rezul tati za PSNP u skladu su s 1is
aktivaciju ER pomo'l’RolWaZarsd ajné | hkakoi RSNER. i F
od 50 200 nm te 1i 1AM nisu agonisti ER,odnaso ne posti gu 10% il i v
Aktivacija ER wuslijed tretmana stadcid s ra

Vidljivo je kako najvela koncentracija svih

10%. Ta je |linjenstcal aruosmpeaesell MI X820, s o0bz
njezinih komponenti samostalno nije postigla
a) b)
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Slika18. AktivacijaER nakontretmana stanica s: a) smjesom PSNP promjera 50 nm, PENP 50
nm, PPNP 50 nm i PET, b) smjesd®NP 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 agorisk og ul i nk a.
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4.4. Utjecaj PNP na endokrino-disruptivni profil oksibenzona i
metilparabena

Prije odrelivanj a udsijminiapjofl okfideérizona iametigparaben r i n o
odrelen je njihov samostal ni u?10°ud)kuikojemu AR i

je odrelivan samostalni wulindk®tih spojeva o

4.4.1. Androgeni receptori

Inhibicija AR nakon tretmana s testnim spojevima prikazana giaal9. Dobiveni rezultati
pokazuju da najvela testir amaaothriike %.nTakviaci | a
rezul tati u skladu su s pr etdnepamdrmo giesntir awliiv
razlilitih par abena-1auMrPoesmpimkkojim ketiiparaben tnhibirac i j a
odgovor DHFa na 2933Y st ani c aAntagohizak okkieenzonp prema k o 4
AR ispitan je na MDAkb2 stanicama u rasponu 3Q0? uM a ICso vrijednost odnosno
koncentracija koja inhibira odgovor DHA za 50% (engl. half maximal inhibitory
concentration ICso) bila je 28.5uM.**” |z dobivenih rezultatasijka 16)ipo mo i u pred| o g ¢
prilogenih u gmjerniai gOECER 1 & jr @il w n aot vejednesti odho8no
koncentracije koje inhibiraju odgovor DHA za 30% i one iznose 5,M za oksibenzon i
13,80uM za metilparabedld nedavnoj studiji antagonistil ki
invivost udi j om paogodlnjicmaskdér shberger

Smjese pojedinih PNP i oksibenzona i metilparabena dodavanegua gi ce na nal i n
komponenta dodana zasebno u 10x veloj konce
koncentraciija. Za odrelivanje antagonista |
pojedinal ni h komponent iINP s aksibenaaomoi matilpgraben@n p o | €
trebala je inhibirati odgovor DH& za barem 30% da bi se njezino djelovanje smatralo

antagonistil ki m.
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Slika 19. Inhibicija AR nakontretmana stanica s: a) oksibenzonom i b) metilparabenom.
| sprekidana c¢crvena | inija oznalava 30% inh
androgenih receptora. Rezultati su prikazani kao postotak luminiscentnog signala pozitivhe

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

Tablice 419u poglavijuDodatalp r i kazuj u i zralunate koeficije
s oksibenzonom i metilparabenom ispitane nael AR o Scr een GR KO M1l st a
Postotci inhibicije AR uslijed tretmana stanica sa smjesom PSNP 50 rksibenzona
prikazani su nadlici 20. @). Vi dl jivo je kako najveia koncer
odgovor DHFavi ge onde o3v0i%,no o koncentraciij.i PSNP 5
kako od smjesa oksibenzona s koncentracijom PSNP 50 nmod 10sm@m/lmo ona S naj \
koncentracijom oksibenzona smanjuje postotak inhibicije u dovoljnoj mjeri. lako jgM10
koncentracija oksibenzona samostalno inhibir
51 0,1 mg/L PSNP 50 nm taj je postotak bio maniji i ne zadovoljava kriterije. Kod smjese 10

MM oksibenzona s 1 mg/L PSNP 50 nm postotak inhibicije je 86,3 | n o koknbir@aciji

1yM oksi benzona s iIistom koncentracijom PSNP 5
sa svakom koncentracijom PSNP 50 nm, to su jedine smjese koje inhibiraju odgova DHT
dovoljno.

Rezultati dobiveni nakon tretmana sa smjesamélparabena i PSNP 50 nm prikazani su na

dlici 20. b) . Kao i u prethodnom sl ul aju, najvel a
svim koncentracijama PSNP 50 nm inhibiraodgovorEHT za vi ge od 30%. Uz
kombinacije koje su pokazl ant agoni stil ko djelovanje s in

najmanjom koncentracijom PSNP 50 nm i dvjema najmanjima koncentracijama metilparabena.
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S obzirom na |injenicu da endokri niodgbvosr upt o
dinamiku,oa k av r ez ul t &%T ankeo Liezrn e nzaalnui jpkl kpricenteacijp e d a
metilparabena 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 nakontretmana stanica s: a) oksibenzonor®SNP 50 nmi b)
metilparabenom PSNP 50 nml spr eki dana crvena | inija o0zne
crvena linijja 50% inhibicije androgenih receptora. Rezultati su prikazani kao postotak
luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 500 pM DHT, a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljeih eksperimenata.

Slika21. prikazuje rezultate nakon tretmana stanica sa smjesama PENP 50 nm s oksibenzonom
(a) i meti |l parabenom (b). Najvela koncentrac

jednoj od kombi naci j a isenzdna.iSmajesé koje inaje postatak c e n t

inhibicije 30% il i pMokgileenzenai5plnlid,1 kglljPENPS@rd ge 1
Vrl o sli]ni rezultati dobiveni su i nakon tr
koju |l i ne naj vobjé &omporemie eenispun@vai kjiterije, dok sve g e

koncentracije PENP 50 nm s najvelom koncent
inhibicije od barem 30%. Uz njih, 1AM met i | par aben u smj esi S

zadovoljava kriterije za antagohis | ko dj el ovanj e.
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Slika 21. Inhibicija AR nakontretmana stanica s: a) oksibenzonom i PENP 50 nm i b)
metilparabenom i PENP 50 nh.s pr eki dana c¢rvena |l inija o0zne
crvena linijja 50% inhibicije androgenih receptora. Rezultati su prikazani kao postotak
luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 500 pM DHT, a dobiveni su iz triplikata dvaju
ponovljenih eksperimena

Il nhibicija AR wuslijed tretmana stanica sa s
koncentracijama prikazana je d&ci 22.a). Do bi veni rezul tati Jjasno |
koncentracija PPNP i ma | ako antoakgrzentrasijt i | k o
oksibenzona. U slulaju najvelih koncanutalaici j

je od 60%, dok je kod manjih koncentracija oksibenzona taj postotak oko 50%. Smjese koje su
sadrgavale 5 mg/ L PPNP tiakkool edj esluovasi ea rbiel:
koncentraciju oksibenzona, a ulinak njiggenaj.i
koncentracije PPNP inhibiraju DHT preko 30%
oksibenzona. Usporedbom rezultata djelovanjssamostalnin  komponenti u istim
koncentracijama dol azi se do zakljul ka kako
50 nm u koncentraciji 10 mg/L i 1Q@M oksibenzon samostalno ostvarili postotak inhibicije
manji od 50%. Takoleostwawaatamgojne sit id ks mjud 9 aama
oksibenzonaa prilikom samostalnog ispitivanja jedino je koncentracija oguOinhibirala

negto vige od 30%.
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Rezul tat.i su slil]ni u sl ul ajdika 22 ). &waka o PNP 5
kombh nacija u kojoj je najviga koncentracija o
a najviga koncentracija PPNP u svim kombi n;
Koncentraciaode mg/ L PPNP ost vuwlriun &k add chagaoimnse 18it i U k k c
MM oksibenzonom, a koncentracija od 1 mg/L u kombinaciglU ovom sl ul aj u z a
antagonistil ki ulinak takolLer je pojalan u

slulaju najvele koncentracije PPNP.
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Slika 22. Inhibicija AR nakon tretmana stanica s: a) oksibenzonom i PPNP 50 nm i b)
metil parabenom i PPNP 50 nm. | sprekidana cr
crvena linijja 50% inhibicije androgenih receptora. Rezultati su prikazani kao postotak
luminiscentnog signala pogihe 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 nalici 23. Kao gto je to bio slavdjje inasj vRd
koncentracija PNP u kombinaciiji s najvelom
najizragenije i-amhiRazlai lkbalgjovozadDiHFurno najuo
s manjim koncentracijama PNP nianospejsevaa odrmp
koncentracijama dolazi do inhibicije DHE u dovoljnom postotku
antagonistilkog ulinka. Jedine kombinHcije Kk
i 1 mg/L PET s 1QuM oksibenzonom te 5 mg/L PET uM oksibenzonom. Ali i u njihovom
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sl ul aju postot ak I nhi bici]je j e vrl o bl i zu
metil parabenom sNajuwaelig ak g rec edmturgaad iijjea. met i | p
preko 30% u kombinaciji sa svakom koncentracijonNPPOstale kombinacije inhibiraju

odgovorDHFa manj e od 30%, odnosno ne pokazuju an
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Slika 23. Inhibicija AR nakontretmana stanica s: a) oksibenzonom i PET i b) metilparabenom

[ PET. | sprekidana crvena | inija oznal ava 3(
androgenih receptora. Rezultati su prikazani kao postotak luminiscentnog signala pozitivne
kontrole,500 pM DHT, a dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.

Inhibicija odgovora DHTa nakon tretmana sa smjesama PSNP promjera 150 nm i oksibenzona

prikazana je nalici 24. a) . Kao gto je i ol ekivano pri
postige se i naj veli p o-& tZanimkivio je ikakd subin icd ¢ e o
koncentracije oksibenzonadnosno sve osim IM u kombinaciji s 10 mg/L PSNP pokazale
antagonistil ko djelovanje n a AR. U smjesar
koncentaci j om, antagoni sti | kuM oksibenmoadm, apostddeadvije j e i

smjese vrlo su blizu potrebnog postotka inhibicije. Kod koncentracije PSNP od 1 mg/L sve su

smjese osimonesdM oksi benzonom ostvarile jamphageni st
koncentracije PSNP samo smjesa s najvelom Kk
DHT-a vi ge od 30 %. Smj dilkne24. s bmet iolspavraar bug nuo ma n

dji el ovanje samo u slulaju njegowwaPSMl. vele ko

Ni kolina Peranil Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 54

a) b)
120 120-
. 1107 . 1104
s 1004 { £ 100+ {
N 90 N 90+ {
8.5 8.5 I_ .I_ es t {' '}
sa 80+ _I_ T S5 804 _I_
EE ~} .I: Y S s
52 70"“"{' '}“" ;""j[_‘ "}“ Gl I i el o e B A i R A R e e H 1 R
2R=4 w o
o3 60 h -I- '} { 28 60 T J- I i
S22 5 2 5
23 404 85 40
£ 304 £ 307
= =
s 20 s 204
10 10+
v L] 1 1 T T 1 L] L] 1 1 L] L 1 L] L] L 1 L] T 1 L] v L] L] 1 1 L] L] 1 1 L] L] 1 1 1 L] L 1 L] L] L 1 1
SN SN SN S Y PN ENTO P S S STOPWIII S S TO PR SN TR
Q“Q x :*c.)&xoxop ,Q,*obnoxop x ::‘*ONXO‘O»Q x \!0\ 0:10‘Q @““Q ,ﬁ“\xén”’i“&p x“\\*\g‘ ’ né‘p ‘N’\*@'\ ‘:“\9 g‘¥\*® “@:*Q
S RN 6 Pe”Te NTNEGIN RN SN QRN GNP NN N RN SN
& FEES FEE FECE SEES & FEG GG FEEE SFEES
PS150 (mg/L) + Oksibenzon (uM) P8150 (mg/L) + Metilparaben (uM)

Slika 24. Inhibicija AR nakontretmana stanica s: a) oksibenzonomSNP 150 nm i b)
metilparabenom i ENP15 0 n m. | sprekidana crvena | inija
crvena linijja 50% inhibicije androgenih receptora. Rezultati su prikazani kao postotak
luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 500 pM DHT, a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksprimenata.

Tretman stanica sa smjesama PSNP promjera 350 i oksibenzona ili metilparabena rezultirao je
inhibicijom AR prikazanomndici25. Rezul tati su vrlo slilni wu
Olito je kako dol azi do samteassgpamai sk adjl & oga dir ¢
koncentraciju oksibenzona i metilparabena sa svakom koncentracijom PSNP.

Smjese PPNP promjera 180 nm s oksibenzondika(26. a)) ostvarile su jedan od

najizragenijih antagonistil ki h raDHTmako&d odno
najvele koncentracije PPNP postotak inhibic
oksi benzona. Nadal | e, | ak i smjese koje sad
ulinak u svako]j od kombinacigjane m&rmrsjiibemea@an ol

vel e koncentracije PRPHdcentradije ®PNP |sanjosu sthjedejse n &
najvelom koncentracijom oksibenzona ostvaril
istaknuti kako je koncentracija od 5 mg/mL PPNP saatostostvarila puno maniji postotak

inhibicije nego u smjesams oksibenzonom koji je samostalno ostvario potreban postotak
inhibicije samo u slulaju dvije najvelie kon:
zakl julkw kKammonent golsmg e penjtamlgddlma st i | ki ul i |

slul aju.
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Slika 25. Inhibicija AR nakontretmana stanica s: a) oksibenzonom i PSNP 350 nm i b)
metil parabenom i PSNP 350 nm. | sprekidana
crvena linijja 50% inhibicijeandrogenih 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 nakontretmana stanica s: a) oksibenzonom i PPNP d80i b)
metil parabenom i PPNP 180 nm. | spreki dana
crvena linijja 50% inhibicije androgenih receptora. Rezultati su prikazani kao postotak
luminiscentnog signala pozitivne kontrole, 500 pM DHT, a dobiveni suiplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.
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Meti |l paraben u smjesama s PPNP pr odij2@b)a 180
Kao i kod oksibenzonakoncentracije PPNP od 10 mg/L i 5 mg/L u smjesama sa svim

koncentracijama metilparabena imaju amgtoni st i | ko djel ovanje n
koncentracija PPNP inhibira DHT vige od 30%
metil parabena dok koncentracija od 1 mg/ L t
Sspoj a. Usporedbom s mj eksaak omenlLauj sjoabl neo dijsetliolvea ng

metilparabena i PPNP 10 mg/L dokrsu Koacentracije i plastike i metilparabena djelovale
slabije od odgovarajulih s oksibenzonom. Tak
u odnosu na samostalne koonente.

Slika27. prikazuje rezultate dobivene nakon tretmana stanica sa smjesama PENP promjera 350
nm i oksibenzona (a) ili metil parabena (b).
(osim 5 mg/L PENP s O,uM metilparabenaponagaj u kao antagoni st.
naj bolje prikazuju kako tvar.i u smjesi mo g L
djelovanje. Dvijen i Koacentracije PENP idviei g € k 0 nspogematnistasamogtano

djelovale a njihove smjese inhigju odgovorDHTa vi ge od 30 %.
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Slika 27. Inhibicija AR nakontretmana stanica s: a) oksibenzonom i PENP 350 nm i b)

metil parabenom i PENP 350 nm. |l sprekidana c

crvena linijja 50% inhibicije androgenih receptoRezultati 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 ,prijeuspitvanja akBvBcije ER uslijed tretmana sa smjesamdra | i t i h PN
s oksibenzonom i metil parabenom, nji hov je u
od 1¢ do 10° uM. Primijenjenik r i t er i j i o d | uk &etmasatstanica UPNR,a 0 i

odnosno postizanje 10% ialgionvisde | &dgowgred oFkE2
Dobiveni rezultati(slika 28.) j as no prikazuju kako obje tes
koncentracijama aktiviraju ER odnosno mogu se smatjegiovim agonistimarakvi rezultati

u skladu su s onima koje su u svom radu @akakunz i suradnict® Oni su ispitivanjem

agonistil ki h svipytred @alvial io ksliibleme oppast ot ke akt
E2.Takoler , po knavwanema nigkakivogkeiekizGt o se til e met i |
drugim je studijama pokazao p onteguamyive popu
korigtenjem gtakora kao model a, al i [ sti mul
Uz test transaktivacie ERk o j i j e kor i gt éeptvanmje praiferacifeiMCRF v o g r a
stanica poznata je metoda za ident ¥Sildilmanj e
i spitivanje djel ovanj a metil parabena na EF
transaktivacijskitest i ML VN st a%iPdkazali sidasrei jrue.t i | par aben p

agonist ER a dodatno su to potvrdili ispitivanjem proliferacije MC$tanica.

Koncentracijat e st ne kemi kal ije pri koj o] testtel0% z mj er
maksimalne aktivnosti inducirane pozitivnom kontrolom (1 nM E2), odnosne(Bl. 10%

positive control i zralunata | eKarai gdlejng e ke mirledatll iojgea.k a
smjernicuOECD-a broj 455 dobivene su koncentracije: 38 za oksbenzon te 3,94M za
metilparabert®” Us por el i vownmjigrm@dRGsti za razlilite sp
jakostinjihovog agoni st iGltloog eultiankai jednost za neku

manja koncentracija potrebna zazpas$t i zdan jsee

vel oj koncentraciji postige taj efekt odnosn
i zralwrmiajtadnost i za metil paraben i oksi benzo
jal i agoni st j er su koncentracije pri kojim
njihovih agonistilkih ulinakabwddioi sda |dvai,j e
koncentracije postigu slilne postotke aktiva
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Slika 28. Aktivacija ER nakontretmana stanica s: a) oksibenzonom i b) metilparabenom.
Crvena linija predstavlja granicu od 10% odgovora pozitivhe kontrole koja je potrebna za
ostvarivanje agonistilkog ulinka. Rezultatdi
pozitivhe kontrée, 1 nM E2, a dobiveni su iz triplikata dvaju ponovljenih eksperimenata.

Tablice2035 u poglavlju Dodatak prikazuju izralur
s oksibenzonom i metilparabenom ispitane na Hel%0 3 st a n Altivaajg ERI i ni j i
postignuta tretmanom stanica sa smjesama PSNP promjera 50 nm i oksibenzona (a) ili

metilparabena (b) prikazana je si@i 29. Dobiveni rezultati pokazujukalomj es e koj e s &

dvije najvele koncentracije oksi bemPSNPa i m
jedine ispunjavaju zadane Kkriterije za post
odgovora koji su pojedine komponente ostvar.i
ulinak moge pripisati samostabeom. dBeldaVanida
promjera 50 nm nisu djelovale agonistilKki n

rezultat je ol ekivan.

SIil| ni dike30)w aktevdciju ER dobiveni su i uslijed tretmana stanica sa smjesama
PENP promjera 50 nmioksbenzona i meti |l parabena. Agoni s
samo u slulaju najvelih koncentracija oksibe

tome nije imala ulogu. Iglike 27. b) koja prikazujeaktivaciju ERnakon tretmana s 10, 5, 1 i
0,5 mg/LPENP promjera 50 nmvidljivojest var eni odgovor ne post.
E2, odnosno postignuti ulinak u smjesama mog(

koji su tu razinu aktivacije postigli i prilikom samostalnog tretmahka( 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 pozitivhe
kontrole koja |je potrebna za ostvariikabanj e
postotak luminiscentnog signala pozitivhe 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 lipj&dstavlja granicu od 10% odgovora pozitivhe
kontrole koja je potrebna =za ostvarivanje
postotak luminiscentnog signala pozitivhe kontrole, 1 nM E2, a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenat
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Nadlici 31 prikazara je aktivacija ER postignuta nakon tretmana stanica sa smjesama PPNP

promjera 50 nm i oksi benzona i meti |l parabene
kod PSNP i PENP promjera 50 n mkemikatjeou syire da d
smjesama s plastikom imaju agonistil ki ul i ne

povelanje odgovora u odnosu na samostal ni
koncentracijom PPNP odnosno 0,1 mg/L. Ostale smjese ostvariles| i nak koj i S
pripisati samostalnom djelovanju oksibenzona. Tretman stanica smjesama PPNP i
metil parabena rezultirao je prililno drugal
postotak aktivacije ER post i dracijoss RANE,®dnosmoet i | p
aktivacija ER raste opadanjem koncentracije
najvelom koncentracijom metilparabena manji
samostalno. Posebi ce sgmgsesa jonadnoentm@acipm phestjkee t i t i
koja ostvaruje tek oko 30% odgovora 1 nM E2.
PPNP promjera 50 nm nije rezultirao agoni zmo
biti sl i | an s aummetigaradema.oQudjeds¢ pokaaalo &akp PPNP smanjuju
aktivaciju ER koju postige metil paraben.
Tretman stanica smjesama RET oksibenzona ili metilparabena rezultirao je aktivacijom ER
prikazanom na slicB2. Smjese PEER s oksi benzonoen #9j] pe spoajsw
koncentracije oksibenzona jedine su ispunile kriterije zadane u sm@B&D-ak a o gt o | e
bio slulaj i sa prethodnim PNP. Odgovor smje

5i1mg/LilOOpM oksi benzon s irlte&konceptracijeksanmstalno. Brd g o v o

naj manj o] koncentraciji, 0,1 mg/L dolazi do
gto je bilo primijeleno u istimuvjetima s P
ni j e oSuprgim® ostalim PNPamanja koncentraciaPEE u kombi naci ji s
koncentracijom metil parabena i ma manj. odgo
samostalno. Takav su efekt postigle I PPNP p
znal ajnijicemtr a®iljiaam& omano] esti ca, dok je o
(0, 1 mg/L).

Ni kolina Peranil Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 61

a) b)
- 110
1001 00
90 90
80 _. 80
sF 7 s nl
o o
c = £3 c =
o c D c
» — 60 { } ns 60
o =
oe o2
£ £p9
£ 3
2 S 40+ 32 40-
=] co
e E
52 5z
® 3 204 =3 20
=% o
10 1] <|*‘ <|% F # |
o [rlﬁ |ﬁ|‘l |EI'|H |.=.|‘| 0 ||‘1I’1 Il;ll‘l |¢,r'1 =
hd LI L L L L L L DL L L I DL D D D D B B B hd 1T 1T 1rmr1rririririrmd UL L L L L
Q N N S N N S NN S,9 N N SO NN SO NN S 9O . NN SO NN
S -'&0'\:"'0 o o',p%,v\' Ao ’\QQO'N:O.O ERIIORCRN \@ @,& X X3 @'\B oL R e"\“ AR @;& oy X3
B O TS P R I T @ SN I PRs NNEAN WS
RTRYY 2PRTERT ANRRT oLy DR RPRTRT AR VR
A ] < KE IR PR M) < T <q & QQQ
PP50 (mg/L) + Oksibenzon (uM) PP50 (mg/L) + Metilparaben (uM)

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 pozitivhe
kontrole koja |je potrebna za ostvarivanje
postotak luminiscentnog signala pozitivhe kontrole, 1 nM E2, a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.
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Slika 32 Aktivacija ER nakontretmana stanica s: a) oksibenzonom i PET b) metilparabenom i
PET. Crvena linija predstavlja granicu od 10% odgovora pozitivhe kontrole koja je potrebna za
ostvarivanje agonistil|lkog ulinka. Rezul t at

pozitivhe 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 nalici 33. Za razliku od prethodnjh ove PNP o0ost vaealovanjpu agol
samo u kombinacijama s najvelom koncentraci,]j
10, 5 i 1 mg/ L PSNP smanjuju odgovor oksi bert
najvela koncentracija (10 mg/ uMkoncehtraijaimaaj u s
agonistil ki ulinak u kombinaciji s 5, 1 i 0,
njegovu aktivaciju u odnosu na onu koju samo

uolen i s najvelom koncentracijom metilparab
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Slika 33. Aktivacija ER nakon tretmana stanica s: a) oksibenzonom3NP 150 nmb)
metilparabenom i 8NP 150 nmCrvena linija predstavlja granicu od 10% odgovora pozitivhe
kontrole koja je potrebna za ostrikeanikaanj e a2
postotak luminiscentnog signala pozitivhe 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

Ssmj esi koja jenapdelav aligskempeDadai oo, agoni ¢

ulinak ostvarila e i smjesa koja jeaeMsadr ga
oksi benzon. |l sto kao i u slulaju PSNP promje
odnosunasamoksibenzo al i j e i zragenije pri manjoj kon

je kod PSNP promjera 150 nm obrnuto ovisilo o koncentraciji Fkese metilparabena i

PSNP promjera 350 nm djeluju kao agonisti ER u svim kombinacijama s 10QuM10
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metilparabenonfsika 34. b)) Ono gt o se jog moge primijetiti
u odnosu na samostalno djelovanje kao u slu
koja sadrgi O, UM mme tLi IPpSaNFPa bienl1 (plost i ge j al u

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 pozitivhe
kontroleloj a je potrebna za ostvarivanje agoni st
postotak luminiscentnog signala pozitivhe kontrole, 1 nM E2, a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.

Aktivacija ER koju su postigle smjese PPNP promj3@ nm i oksibenzona ili metilparabena
prikazanajendici35.Ponovno se primjeluje da najvela ket
agoni stil ki ul i napyM, klomeeintsaei sgmmesasi m L0 sl L

Ono ¢gto | e v rijtdjeralkombinacij feinaj b Kopcentratije PPNP i 1QtM

oksi benzona dolazi do najjale aktivacije. Vi
sadrge 1 i 0,1 mg/ L PPNP dolazi do bl agog poc¢
djelovang o ksi benzona. TakolLer, valja naglasiti
agoni stil] ko dj el ovanj e kada s u stanice tre

koncentracija PPNP promjera 180 nm samostaln

l e se taj ulinak pojalati dodatkom oksibenzo

koj i oksibenzon postige samostalno. Ponagan]
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180 nm bi Hilm35 eb3 )i | Nai (me, p 0 n 0 aajeo(10@iv@N)e naj v
ostvaruju agoninseovkeondjellbomang¢mrtraciji PPNP
od 1 mg/L i O0,1 mg/L pojalavaju ulinak metil

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 pozitivhe
kontrole koja |je potrebna za ostvarivanje &
postotak luminisentnog 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 rgici 36. Ag o ni st ovanie gostdyjut lje prilikom
tretmana sa smjesama koje su sadrgavale dvi|j
od testiranih koncentracija PENB.| i msmjdse koja e sadr gavala Jd mg/ L
oksi benzona manji je od wulinka koji j e oks

aktivacije ER odgovara onom koji je postigla koncentracija od 10 mg/L PENP samostalno.

Suprotno tome, smjesa koja je sadrgewenha naj
ostvaruje veli ulinak od obje komponente sar
Koncentracije PENP od 5 i 1 mg/L postigu is
samostalno u najvel o] pkonteneasijeoksibbenzopai njezirGe o s e
odgovor blago poveian u kombinaciij.i s PENP u
izrageniji pri manjim koncentracijama nanol e
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je drugalije. Slilnosti jjee nka idypiafeabeapv @ise v
ulinak u kombinaciji sa svakonu ksomceesnit rsacn gjc
koncentracijama obje komponente koja postig
Povelanje odgovoramatbbdpasabern mafessal nol it
0,1 mg/L PENP dok 10 i 1 mg/L postigu slilne
I oksibenzona, 1QM koncentracije metilparabena u smjesi sa svakom koncentracijom PENP
posti gu v el dnsamdstaloor Istataka, eagimljivo je primijetiti da je koncentracija

od 5 mg/L PENP samostalno ostvarila odgovor
metilparabenom. Postignuta aktivacija ER uslijed tretmana s tim smjesama bolje odgovara onoj

koju tegne 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 pozitivhe
kontrole kojajept rebna za ostvarivanje agonistil koc
postotak luminiscentnog signala pozitivhe kontrole, 1 nM E2, a dobiveni su iz triplikata dvaju

ponovljenih eksperimenata.
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4.5. Utjecaj PNP na proces steroidogeneze

45.1. Ekspresijagenauklul eni h u proces steroidogeneze

Promjene u ekspresiji gena ukl j ulnmetdom u pr
kvantitativnogPpCRa. Rezul t ati su analizirani mé&todom
a interpretigajaa sev a aunal &a*idedkostnTavrijednast i zr al
za netretirane stanice 1 znosi 1 a utjecaj tr
odjedanondaej ekspresija pojalana a ukoli ko je matl

ekspresiju odael opro@xdg tigema. kontrola odnosno
ekspresiju korigten je forskolin, dok je za

Na dlici 37. prikazmane supromjene u ekspresiji gen@YP19za enzim koji prevodi
testosteron u E2. |1z dobivenih rezultata mog
[ nji hovoj velilini, kao i s mj eQ@YP19 Pakive , znall
smanjenje ekspresije moglo bi imati utjecaj na koncentraciju testosterona u smislu njezinog
povelanj a.

Promjene u ekspresiji geraY P17prikazane su ndici 38. EnzimCYP17katalizirasintezu
hormonaDHEA, 17-OHP i androstendiona. Dobiveni rezultgibkazuju kako sve PNP i
njihove smjese osim PSNP promjera 150 nm u svim koncentracijama te PPNP promjera 180
nNm u naj manj o] koncentraci j CYPl74znib lealjata a0e s man j
moge se sa sigurnogliu nrmelijukakerioe dut jhe hatr imc
enzim katalizirasintezu nekoliko hormona

Slika 39. prikazuje promjene u ekspresiji ge@¥P11za 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 odnogua t r ol u . Budul i da
kolesterola i pregnenolona nisu mjereme&a mo ge se r el | kakav je uli

Promjene u ekspresiji gerdafHSD uslijed tretmana NCH295R stanica prikazane su na
dici 40. KaoiCYP17i o v a ] enzim katalizira vige reakci
pregnenolona, 20HPiz 17-hidroksipregnenolona te androstendiona iz DHEA. PNP i njihove

smiesest at i gtniall kij n®u smanj il e ekspresiju ovog ge
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Slika 37. Promjene u ekspresiji getdYP19uslijed tretmana NGH295R stanica s: a) PSNP

promjera 50, 150 i 350 nm, BENP promjera 50 i 350 nm, ¢) PPNP promjera 50 180 nm i d)

PET i smj esama MI X50, MI X 150 i MI X3 a0 . Pr
dobivene su iz triplikata dvaju ponovljenih

nanegativnukanr ol u (netretirane stanice) o0oznal ene
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Slika 38. Promjene u ekspresiji gelY P17 uslijed tretmana NGH295R 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 M X5 0 , MI X 150 i MI X350. Pr 8%jaene s
dobivene su iz triplikata dvaju ponovljenih

na negativnu kontrolu (netretirane stanice)
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