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POVZETEK

Bisfenol A (BPA) je zelo razirjena snov v okolju. Siroko je uporabljan pri proizvodnji
polikarbonatne plastike in epoksi smol in tudi kot stabilizator ali antioksidant pri proizvodnji
polivinl-kloridne plastike. Ta plastika pa je glavni material za izdelavo plastenk, embalaze za
hrano in prevlek na notranji strani plocevink za hrano ter pijaco. Zaradi odpusScanja iz
materialov in izpustov iz proizvodnih obratov se nahaja povsod v naravnem okolju, prav tako
v izdelkih, s katerimi je v stiku. Ljudje in Zivali smo v neprestanem stiku z BPA. Ugotovili so,
da ze v zelo majhnih koncentracijah deluje kot hormonski motilec. Veze se na estrogenske
receptorje v telesu. Povzroca motnje metabolizma in reprodukcije, obenem pa povecuje
moznost nastanka motenj endokrinega sistema, tudi rakavih obolenj.

Namen diplomske naloge je bil ugotoviti, kateri so glavni organi odgovorni za metabolizem
BPA (jetra, ledvice, tanko ¢revo, plju¢a), opredeliti vrsto encimske kinetike UDP-glukuronil
transferaz in izraCunati intrinziéni olistek posameznega organa. Znano je, da je glavni
metabolit BPA glukuronid, zato smo se osredotocili samo na ta metabolit. Ko smo opredelili
glavne organe, v Kkaterih poteka glukuronidacija, smo ugotavljali, ali polimorfizem
UGT1A1*28 pomembno vpliva na hitrost metaboli¢ne inaktivacije BPA in s tem na
detoksifikacijo BPA.

Najprej smo sintetizirali in okarakterizrali glukuronid BPA (BPAG) in glukuronid BPA-d16
(BPAG-d16), za potrebe kvantifikacije vzorcev z LC-MS/MS metodo. Sledili so poskusi z
mikrosomi. BPA smo najprej inkubirali z mikrosomi razli¢nih ¢loveskih organov in spremljali
kinetiko nastajanja glukuronida. Nato pa smo z inkubacijo BPA z genotipiziranimi ¢loveskimi
jetrnimi mikrosomi ugotavljali, ali ima polimorfizem UGT1A1*28 vpliv na glukuronidacijo
BPA in posledi¢no na izpostavljenost in toksi¢nost BPA. Z uporabo mikrosomov kot in vitro
modela in nadaljnjega raCunanja intrinzicnega ocCistka ekstrapoliranega na organ, smo
ugotovili, da imajo jetra najvecji prispevek k celokupnemu metaboli¢nemu ocistku BPA.
Metabolizem BPA poteka najhitreje v jetrnih mikrosomih, pocasneje v ledvi¢nih mikrosomih
in najpocasneje v Crevesnih mikrosomih. Metabolizma v plju¢ih nismo zaznali. Z uporabo
genotipiziranih jetrnih mikrosomov za polimorfizem UGT1A1*28 smo ugotovili, da le ta
pomembno vpliva na hitrost glukuronidiranja BPA z encimom UGTI1AL, saj je intrinzi¢ni
ocistek pri genotipu UGT1AL *28/*28 znacilno nizji kot pri genotipu UGT1AL *1/*1.
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SEZNAM OKRAJSAV

Kratica | Pomen
BPA bisfenol A
BPA-d16 bisfenol A-d16
BPAG bisfenol A- glukuronid
BPAG-d16 bisfenol A-d16- glukuronid
BLR bilirubin
Clin intrinzi¢ni ocistek
Clinto intrinzic¢ni ocistek ekstrapoliran na celoten organ
Cly jetrni o€istek
CYP450 naddruzina citokromov P450
DDT 2,2-(-klorofenil)-1,1,1-trikloroetan
E encim
Eo zaCetna koncentracija encima
ECD motilci endokrinega sistema
EFSA Evropska agencija za varnost hrane
EH jetrna ekstrakcija
EMV ang. Electron multiplier voltage
EPA AmeriSka agencija za za$¢ito okolja
ERo/p estrogenski receptor alfa, beta
ERE na estrogen odzivni element
ERR o/Bly estrogenskim receptorjem sorodni receptorji alfa, beta, gama
ERRE estrogenskim receptorjem sorodni odzivni elementi
ESI elektrorazprsevalna ionizacija (ang. Electrospray ionization)
ES kompleks encima in substrata
FAO Organizacija za prehrano in kmetijstvo pri Zdruzenih narodih
FDA Ameriski vladni urad za zdravila in prehrano
GS Gilbertov sindrom
hER gen za Cloveski receptor za estrogen
HLB ang. Hydrophilic-Lipophilic-Balanced
HPLC tekocinska kromatografija visoke locljivosti
HPLC-ECD tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti z elektrokemi¢nim detektorjem
HPLC-FLD tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti s fluorescenénim detektorjem
ICH Mednarodna konferenca za harmonizacijo
IS interni standard
Ki konstanata inhibicije
Km Michaelis-Mentenova konstanta
LC-MS/MS tekocinska kromatografija s tandemsko masno spektrometrijo
LOAEL najniZja vrednost odmerka za opazeni nezeleni u¢inek
MCF7 ¢loveske rakave celice v prsih
MRP2/3 ang. Multiple reaction monitoring
MRM ang. multi-drug resistance protein 2/3
MS masna spektrometrija
PSB poliklorirani bifenili
PBB polibromirani bifenili
S substrat
So zaCetna koncentracija substrata
SE standardna napaka
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SERM
SML
TDI

™
UDPGA
UGT

V max
WHO

selektivni modulator estrogenskih receptorjev
meja specificne migracije

dovoljen dnevni vnos

telesna masa

uridindifosfoglukuronska kislina
uridindifosfat-glukuronil-transferaza
maksimalna hitrost encimske reakcije
Svetovna zdravstvena organizacija
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1.UVOD
1.1 HORMONSKI MOTILCI

Hormonske motilce ali motilce delovanja endokrinega sistema (EDCs ang. Endocrine
disrupting compounds) je Agencija za varstvo okolja Zdruzenih drzav Amerike (EPA)
definirala, kot eksogene agense, ki motijo sintezo, sproscanje, transport, metabolizem, vezavo,
delovanje ali eliminacijo naravnih hormonov, ki so odgovorni za homeostazo, reprodukcijo in
razvoj osebkov. Hormonski motilci torej spremenijo delovanje endokrinega oziroma
hormonalnega sistema in so posledi¢no zdravju skodljivi (1, 2).

Endokrini sistem je sistem zlez z notranjim izloanjem, ki izlocajo hormone. Skupaj z zivénim
in imunskim sistemom predstavlja glavni regulatorni mehanizem, ki nadzoruje razli¢ne
Kljuéne funkcije v telesu ¢loveka in Zivali. Hormoni namre¢ vplivajo na rastne, razvojne,
regulatorne in homeostatske mehanizme organizma, kot so razmnoZevanje, vzdrZevanje
normalne koncentracije glukoze in ionov v krvi, krvni tlak. Ravnotezje hormonov v organizmu
je nujno potrebno za preprecevanje funkcionalnih nepravilnosti. Endokrini sistem ima Stevilne
povratne mehanizme, ki uravnavajo spremembe v koncentraciji hormonov, vendar je tudi zelo
obcutljiv na zunanje vplive, ki Skodujejo celotnemu razvoju organizma (1, 3, 4, 5).
Izpostavljenost hormonskim motilcem je povezana z disfunkcijo metabolizma, energijsko
bilanco in razmnoZevanjem, povecuje pa tudi tveganje za endokrine motnje in za nastanek
raka. Te motnje se pojavijo zaradi epigenetskih sprememb, ki pa so posledica izpostavljenosti
hormonskim motilcem v zgodnjem otrostvu ali celo v embrionalni fazi razvoja organizma.
Takrat je osebek tudi najbolj obcutljiv in dovzeten za te vplive - motnje pa se navadno izrazijo
Sele v odrasli dobi. V nekaterih primerih hormonski motilci vplivajo tudi na naslednje
generacije, saj povzrocijo vecje moznosti za nastanek dolo€enih moten;j ali bolezni. Klju€en je
Cas izpostavljenosti organizma, ¢eprav nobeno Zivljenjsko obdobje ni imuno na vplive. Mnoge
raziskave so pokazale povezavo med zgodnjo izpostavljenostjo hormonskim motilcem in
poznejSim motnjam endokrinega sistema, kot je npr. rak, neplodnost, sladkorna bolezen tipa 2,
debelost, bolezni sc¢itnice. Vplivi so lahko tudi Zivljenjsko ogrozujoci in se kazejo lahko zelo
drasti¢no; s feminizacijo ribjih samcev, zgodnjo puberteto pri mladih dekletih, neplodnostjo
(1, 2, 6). Kako visoke so koncentracije teh snovi v okolju pri¢a podatek AmerisSkega centra za

kontrolo bolezni, kjer so pri testiranju preko 2000 posameznikov, kar v 90% zasledili
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prisotnost ene izmed teh snovi, najpogosteje je Slo za BPA ali za polibromirane difenilne etre
(7).

Skupina spojin, ki jih definiramo kot hormonski matilci je zelo heterogena - iz vidika uporabe,
kemijske strukture in nacinov vezave na receptor. Vsebuje sintezne kemikalije, ki se
uporabljajo v industriji, kot so topila ali lubrikanti (poliklorirani bifenili, ang. PCBs;
polibromirani bifenili, ang. PBBs in dioksini), snovi, ki so Siroko uporabljene v industriji in
potros$ni plastiki (BPA, ftalati), kemikalije, ki se uporabljajo pri proizvodnji rastlinske ali
zivalske hrane; pesticidi (metoksiklor; diklorodifeniltrikloroetan, ang. DDT), fungicidi
(vinklozolin). Med njih pa uvr$¢amo tudi farmacevtske ucinkovine (dietilstilbestrol, zdravila
za zdravljenje raka). Tudi naravne spojine, ki jih najdemo v rastlinski in zivalski hrani -
fitoestrogeni, lahko delujejo kot hormonski motilci. Za fitoestrogene velja, da imajo zas¢itni
vpliv pri nastanku raka dojke s podaljsanjem menstrualnega ciklusa, ohranjajo kostno gostoto
pri zenskah v menopavzi ter znizajo serumski holesterol in tako zmanj$ajo moznost nastanka
kardiovaskularnih obolenj. Problem nastane zaradi povec¢anega vnosa le teh s prehranskimi
dopolnili in zaradi prisotnosti v hrani za dojencke (1, 5, 8, 9, 10).

Hormonski motilci so prisli v okolje z odpadki, kontaminirano vodo, tako iz industrije, kot
tudi iz gospodinjstev, s pesticidi in Se prek mnogo drugih virov. Zaradi lipofilnosti in
rezistence so nekatere od teh spojin sposobne bioakumulacije. Zanimivo je, da imajo vrste, Ki
so na vrhu prehranjevalne verige, npr. orli, polarni medvedi in tudi ljudje, najvisje
koncentracije teh bioakumulativnih hormonskih motilcev v telesu (2).

Hormonski motilci se lahko vezejo na razli¢ne receptorje in imajo razliéne mehanizme
delovanja. Vezejo se na receptorje steroidnih hormonov v jedru, med drugim estrogenske,
androgenske, progestagenske, tiroidne, retinoidne (5). Najpogosteje se vezejo na estrogenske
receptorje. Vemo, da sta sposobnost vezave na estrogenske receptorje in delovanje spojine
odvisna od tega, kako uspesno posnemajo strukturo 17-f estradiola, ki je najucinkovitejsi
naravni estrogen. Pogoj za interakcijo z estrogenskimi receptorji je prisotnost vsaj enega
fenolnega obroca s prosto hidroksilno funkcionalno skupino. Na fenolni obro¢ mora biti
vezana vsaj tri ogljikove atome dolga stranska veriga ali obro¢. Jakost delovanja na
estrogenskem receptorju je odvisna od dolzine in razvejanosti stranske verige. Ucinke
izkazujejo po razli¢nih mehanizmih. Lahko se vezejo neposredno na hormonske receptorje,

lahko pa posredno vplivajo na endokrini sistem na razliénih ravneh. Pri neposredni vezavi na
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hormonske receptorje lahko delujejo kot agonisti 0z. antagonisti. Po vezavi na estrogenski
receptor pride do konformacijske spremembe in nastali kompleks se pomakne v celi¢no jedro,
kjer interagira s celicno DNA. Rezultat je indukcija ali inhibicija transkripcije DNA, ki
regulira sintezo doloCenih proteinov. Posredni vpliv hormonskih motilcev na endokrini sistem
pa je vpliv na samo koncentracijo hormonov v organizmu. Tako npr. indukcija encimov, ki jih
uvrs¢amo v skupino citokromov P450, vpliva na ravnovesje hormonov. Ti encimi imajo

kljuéno vlogo pri sintezi in razgradnji steroidnih hormonov (11).

1.2 BISFENOL A
BPA uvrs¢amo v skupino bisfenolov (2,2-bis(4-hidroksifenil)propan), glej sliko 1 (12).

CH3

CH3

Slika 1.: Kemijska struktura bisfenola A (13).

BPA je precej hidrofobna spojina (logP znasa 3,25), ki ima Sibko kisle lastnosti (pKa znasa
9,7). V vodi je zelo tezko topna (topnost v vodi je 89 mg/L) (14).

BPA so prvi¢ sintetizirali leta 1891. Ze v tridesetih letih prej$njega stoletja so ga oznadili za
sinteti¢ni estrogen. V petdesetih letih prejSnjega stoletja so ga zaceli uporabljati za
proizvodnjo polikarbonatne plastike (15). Vse do danes je BPA ena izmed najbolj proizvajanih
kemikalij, preko 8 miljard ton se ga proizvede letno in ve¢ kot 100 ton ga je letno pusc¢enega v
atmosfero (16). BPA se uporablja za proizvodnjo epoksidnih, polikarbonatnih in poliester-
stirenskih smol. Materiali proizvedeni iz BPA se uporabljajo v zobozdravstvu, v proizvodnji:
posod za hrano in pijaco, steklenick za dojencke, polivinil-kloridnih razteglijivih filmov,
papirja in kartona, CD-jih, DVD-jih (12, 15, 16, 17, 18, 19). BPA prehaja iz teh materialov ze
ob nepopolni polimerizaciji; med proizvodnjo se namre¢ ves BPA ne vkljuci v strukturo s
kemijskimi vezmi, del ostaja prost in lahko prehaja iz materiala. Pri povisani temperaturi, v

kislih ali bazi¢nih pogojih pa pride do povecanega spros¢anja BPA. BPA so odkrili v razli¢nih



Petra Turk - Diplomsko delo 1.UVvOD

vzorcih. Odkrili so ga v vodi, kanalizaciji, v zraku in v prasnih delcih. Sledove BPA so nasli
tudi v papirju in medicinski opremi. Pojavlja se tudi v razli¢nih telesnih tekocinah, zlasti v
urinu in krvi, med drugim pa tudi v plodovni vodi, placenti, krvi novorojen¢kov, popkovni¢ni
krvi in v materinem mleku (15, 16). Njegova zelo razsirjena prisotnost Vzbuja skrb predvsem

zaradi dokazane estrogenske aktivnosti.

e 1.2.1 Toksikologija
BPA se ne obnasa kot tradicionalen toksin, saj zanj ne velja obicajno pravilo ve¢ji odmerek,
vedji nezeleni ucinek. BPA kaze estrogensko aktivnost ze v zelo nizkih koncentracijah, Ze pri
Ing/L (deléek na trillion ang. ppt) (20). V osemdesetih letih prejsnjega stoletja je bila dolocena
najnizja koncentracija substance pri kateri opazimo nezelene ucinke (ang. LOAEL- Lowest
observed adverse effect level). Znasa 50 mg/kgTM/dan, torej 50 mg na kg telesne mase na
dan, Agencija za varstvo okolja Zdruzenih drzav Amerike (EPA) pa je dolo¢ila dovoljeno
dnevno koli¢ino (TDI) BPA (ang. Acceptable dose oz. Reference dose), ki znasa 50
ug/kgTM/dan. Od takrat se je pojavilo ze veliko dokazov, da so odmerki, ki vplivajo na
endokrini sistem $e veliko manjsi (15, 16). Evropska komisija je v letu 2004 dolocila vrednost
za mejo specificne migracije (SML ang. Specific migration limit) za vsebnike, ki so v
neposrednem stiku s hrano, 600 ng/g (14). Smrtni odmerek je tudi relativno visok, pri
podganah zna$a 4,24 g/kg pri misih pa 2,5 g/kg. Torej akutna toksi¢nost ni ravno visoka (21).
Na seji Organizacije Zdruzenih narodov za prehrano in kmetijstvo (FAO) in Svetovne
zdravstvene organizacije (WHO) novembra 2010 so ocenjevali toksikolo§ko in zdravstveno
tveganje BPA. Zeleli so dologiti naSo dnevno izpostavljenost BPA s hrano in pijato. Na
osnovi najbolj zanesljivih objavljenih ocen izpostavljenosti BPA so zakljucili, da povpreéni
dnevni vnos BPA s hrano in pijaco pri odraslih znasa od 0,01 do 0,40 pug/kg TM in pri otrocih
ter najstnikih od 0,1 do 0,5 pg/kg TM (22). Mnenja glede toksi¢nosti majhnih odmerkov BPA
pa so Se vedno deljena. Kanadska vladna organizacija, ki je odgovorna za zdravje ljudi —
Health Canada je leta 2008 BPA oznacila za nevarno substanco in prepovedala uporabo
otroskih steklenick, ki vsebujejo BPA. V nasprotju pa ameriSka vladna agencija Food and
Drug Administration (FDA) in Evropska agencija za varnost European Safety Agency

(EFSA), ki sta odgovorni za varnost hrane tega nista storili (23). 28. januarja 2011 je Evropska
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komisija sprejela spremembo Direktive 2002/72/ES glede omejitve uporabe bisfenola A v
plasticnih steklenickah za dojencke. Tako bo po novem tudi na obmocju Evropske Unije
zacela veljati prepoved uporabe plasticnih steklenick, ki vsebujejo BPA, pri dojenckih.
Konkretno v Sloveniji to pomeni, da od marca 2011 BPA ni ve¢ dovoljen pri proizvodnji
steklenick za dojencke, od junija 2011 steklenick z BPA ni dovoljeno vec¢ niti prodajati (24,
25).

BPA so uspeli povezati ze z zelo razlicnimi tipi bolezni. Povezujejo ga s kardiovaskularnimi
boleznimi, debelostjo, sladkorno boleznijo, razli¢énimi oblikami raka (predvsem na prostati in
prsih), neplodnostjo, hiperaktivnostjo pri otrocih in tudi z razli¢nimi nevrolo$kimi boleznimi.
BPA predstavlja veliko groznjo za splosno zdravje ljudi (16, 26). Najvecjo groznjo predstavlja
7ze zelo zgodnja izpostavljenost organizma vplivom BPA. Tu mislimo predvsem
izpostavljenost zarodkov, novorojenckov in dojenckov, razvijajo¢i organi in mozgani SO
namre¢ v zgodnji fazi zivljenja najbolj obcutljivi (16). BPA stimulira celi¢no proliferacijo
(MCF-7) ¢loveskih rakavih celicah v prsih in inducira sintezo progesteronskih receptorjev v
MCF-7 in v endometrijskih rakavih celicah. Pri misih so v in vivo Studijah dokazali

zmanj$anje dnevne produkcije sperme in s tem tudi zmanjSano plodnost (17, 21, 27, 28).

e 1.2.2 Farmakodinamika
O estrogenskih ucinkih BPA so prvi¢ porocali leta 1993. Jakost delovanja je 10000 do
100000-krat nizja kot v primeru 17-f estradiola, zaradi ¢esar so dolo¢ili, da v okolju deluje
Sibko estrogensko (14). Ugotovili so, da se veze na dva podtipa estrogenskih receptorjev, ERa
in ERP, vendar je afiniteta do ER priblizno 10-krat ve¢ja. Do nedavnega so ga Steli med
Sibke zunanje estrogene, zaradi relativno nizke afinitete receptorja v jedru - v primerjavi z
estradiolom. Studije v zadnjih letih pa so pokazale, da BPA lahko stimulira hitre celi¢ne
odgovore pri zelo nizkih koncentracijah. Te koncentracije so nizje od tistth pri katerih
pri¢akujemo vezavo BPA na receptorje v jedru. BPA je sposoben tudi vezave na receptor na
celicni membrani in lahko sprozi ne-genomske steroidne reakcije z enako jakostjo, kot
estradiol (16). Stevilne $tudije dokazujejo udelezenost BPA v kompleksnih biokemijskih in
molekularnih interakcijah, ki vkljucujejo klasicne ER in tudi mnogo drugih receptorskih

sistemov in molekularnih tar¢ (22). BPA je endokrini motilec s Sibko estrogensko aktivnostjo
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in selektivni modulator estrogenskih receptorjev (ang. selective estrogen receptor modulator,
SERM) s tkivno specifi¢nimi uc¢inki (30). Poleg vezave na estrogenske receptorje (agonist) je
BPA sposoben vezave tudi na androgenske receptorje, na katere deluje kot antagonist. Te
ugotovitve so nakazale, da se je BPA verjetno sposoben vezati Se na kakSen drug tip
receptorjev. V zadnjih letih so to potrdili in ugotovili, da se BPA moc¢no veze na receptorje,
imenovane estrogenskim receptorjem sorodni receptorji y (ang. estrogen-related receptor v,
ERRy). Nanje se BPA veze s kar 80 do 100-krat ve¢jo afiniteto kot na ER. Druzino
estrogenskim receptorjem sorodni receptorji delimo na tri podtipe, in sicer: ERRa in ERRp in
ERRy. To so jedrni receptorji sirote, ki so strukturno in funkcionalno zelo podobni
estrogenskim receptorjem. Njihov naravni ligand $e ni poznan. Vezejo se lahko na ERE (ang.
estrogen responsive element), nastali kompleks aktivira na estrogen odzivne elemente DNA.
Vezejo pa se tudi na ERR odzivne elemente. Po tej vezavi dobimo komplekse ERRE (ang.
estrogen-related receptor responsive element). ERRy so med razvojem zarodkov prisotni v
mozganih in posteljici sesalcev, pri odraslih pa v mozganih, plju¢ih in v ostalih tkivih.
Delujejo kot konstitutivni aktivatorji transkripcije z vlogo diferenciacije in zorenja fetalnih
mozganov. Konstitutivna aktivnost ERRy (sposobnost receptorja, da sprozi bioloski odziv v
odsotnosti liganda) je zelo visoka in sicer kar 25-krat vecja od konstitutivne aktivnosti ERa.
Vezava BPA na ERRy daje dobro korelacijo med odmerkom in u¢inkom, vendar se po vezavi
ne spremeni konstitutivna energija receptorja. Estrogensko aktivnost BPA si zato lahko
razloZimo na dva nacina. Prvi predvideva, da vezava BPA na ERRy upocasni metabolizem
ERRy in tako podaljSa njegovo transkripcijsko aktivnost. Drugi mehanizem pa upoSteva
komunikacijo med ERRy in ERa sistemom: BPA se veze na ERRy in nastali kompleks v
monomerni obliki interagira z ERRE in sprozi celi¢ni odziv, ki pa ni ve¢ji kot v odsotnosti
BPA. Prav tako se lahko kompleks v dimerni obliki veZe na ERE, kjer interagira z dimernim
kompleksom estradiol-ERa, pri ¢emer nastali heterodimeri med sabo interferirajo in tako

regulirajo (povecajo) celokupni estrogenski odziv (slika 2) (28).
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Slika 2: Eden izmed predvidenih mehanizmov estrogenskega delovanja BPA.

e 1.2.4 Metabolizem in farmakokineti¢ni profil
Absorbcija, distribucija, metabolizem, eliminacija in nadalje tudi toksi¢nost BPA so odvisni
od nadina aplikacije. Ze leta 1966 so prvi¢ porocali, da je glavni metabolit BPA v urinu pri
podganah glukuronid. Po peroralni aplikaciji se skoraj ves BPA glukuronidira do
monoglukuronida (>95%), in sicer pretezno v jetrih in prebavilih. BPA-monoglukuronid nima
ve¢ estrogenske aktivnosti, izlo¢a pa se pretezno z urinom in fecesom pri podganah in z
urinom pri ljudeh. Njegova razpolovna doba je priblizno 4 ure. Ceprav imajo podganji
mladic¢ki takoj po rojstvu manj encimov za glukuronidacijo, so tudi pri njih nasli ve¢ kot 99%
BPA v obliki glukuronida. Tudi pri prezgodaj rojenih mladickih so opazili ve¢ kot 90% BPA v
obliki glukuronida. Pri brejih podganah pa so v fetusih nasli neglukuronidiran BPA, kar
pomeni, da imajo fetusi zmanjSano zmoznost glukuronidacije oziroma inaktivacije BPA. To
obenem pomeni, da BPA lahko prehaja placento in tudi, da ima BPA v fetusih Se ohranjeno
estrogensko aktivnost. Bioloska uporabnost je veliko ve¢ja pri parenteralnih aplikacijah (21,
30). Konjugacija z glukuronsko kislino v jetrih in u¢inkovit metabolizem prvega prehoda
skoraj v celoti odstranita BPA iz krvi v urin. 24 ur po peroralnem zauzitju pride do popolne

eliminacije BPA. Ostali metaboliti; hidroksiliran BPA (5-hidroksi BPA ali 3-hidroksi BPA,
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BPA-O-kinon) in BPA-sulfat pa nastanejo pri visokih koncentracijah apliciranega BPA, ko
pride do nasic¢enja encimov, odgovornih za glukuronidacijo (slika 3). Za cloveka je tudi
znacilno, da ne pride do enterohepati¢ne cirkulacije, medtem ko se ta pri podganah pojavi (12,
31). Metabolna pot BPA je torej odvisna od vrste aplikacije, apliciranega odmerka in spola
organizma (21).

CHs

o OO~

CHs

(llHa Bisfenol A THa
(\S/ 1 e L
c/\\ CH3 HO Hs
HOo 0 95%
Bisfenol A-sulfat 3-hidroksi Bisfenol A
CH;

Hs

Bisfenol A-glukuronid

Slika 3: Biotransformatcija BPA.

Obstajajo razlike med stopnjo glukuronidacije v odvisnosti od spola. Pri izoliranih hepatocitih
je pri podganah Zenskega spola prislo do 100% glukuronidacije, medtem ko je pri samckih
prislo samo do 58% glukuronidacije, 30% BPA pa se je pretvorilo v BPA-sulfat. Razlika je
verjetno v razli¢nih izoencimih, ki so odgovorni za metabolizem BPA. Do sprememb v stopnji
glukuronidacije prihaja tudi v nose¢nosti oziroma brejosti. Pri brejih podganah se je zmanjsalo
jetrno izlocanje. To spremembo so razlozili z zmanj$ano ekspresijo in funkcijo proteina MRP2
(ang. multi-drug resistance protein 2), podalj$ano izlo¢anje glukuronida pa bi lahko bila
posledica nasi¢enja encima MRP3 (ang. multi-drug resistance protein 3), ki ga je v nose¢nosti
tudi manj. Zaradi zmanjSanega izlocanja glukuronida v Zol¢, zaradi manjSe koli¢ine proteina
MRP2, se kompenzatorno poveca vracanje glukuronida nazaj v sistemski krvni obtok.
Nekateri organi, med njimi pljuca, tanko ¢revo in placenta imajo visoko aktivnost [-

glukuronidaz. V teh organih lahko prihaja do dekonjugacije glukuronida in BPA se zopet
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pojavi v prosti obliki. Pri ¢loveku je bila ravno tako dokazana (-glukuronidazna aktivnost v
placenti med nosecnostjo. Obstaja torej moznost, da prosti BPA prehaja v popkovni¢no kri. S
temi ugotovitvami je bilo dokazano, da obstaja velika moznost izpostavljenosti zarodkov
BPA, kljub ohranjeni visoki stopnji glukuronidacije v jetrih pri materah (32). Podoben primer
so opazili tudi pri podganjih samckih. Po daljSem Casu so opazili, da v testisih prihaja do
akumulacije prostega BPA. BPA sicer naj ne bi bil skodljiv za starejSe samcke, saj imajo
normalno aktivnost UGT encima. To je problemati¢no predvsem za zarodke, ki zaenkrat
nimajo e dokazane UGT-aktivnosti (33). Glavni organ odgovoren za glukuronidacijo BPA pri
podganah so jetra, sledijo ledvice in testisi. Minimalno glukuronidacijo BPA so opazili tudi v
pljucih in mozganih. Vecina BPA-glukuronida se izlo¢i v Zol¢. Nekateri organi, kot so pljuca,
tanko ¢revo in placenta imajo visoko aktivnost B-glukuronidaz. V teh organih se lahko BPA-
glukuronid cepi in nato s krvnim obtokom potuje v nizje organe. V placenti pa seveda obstaja
nevarnost izpostavljenosti zarodkov BPA-ju (17, 34).

UGT2B1 je glavni encim odgovoren za glukuronidacijo BPA v jetrih podgan. Podobno
sekvenco aminokislin imata pri ¢loveku UGT2B7 in UGT2B17. Zato so domnevali, da sta ta
dva tipa odgovorna za glukuronidacijo pri ¢loveku (27). Danes je znano, da je BPA pri
¢loveku v najvecji meri glukuronidiran z jetrnimi mikrosomi z izoencimom UGT2B15.
Encimi UGT1A1, UGT1A3, UGT1A9, UGT1B4 in UGT2B7 so tudi sposobni glukuronidacije
BPA, vendar samo pri velikih kocentracijah BPA (12). UGT2B15 se v glavnem nahaja v

jetrih, poZiralniku in prostati (35). Glukuronidiran BPA se pove¢ini izlo¢i v urin (18).

1.3 URIDINDIFOSFAT-GLUKURONIL-TRANSFERAZE (UGT)

Encimi uridindifosfat-glukoronil-transferaze (UGT) spadajo v veliko encimsko skupino
glikozil-transferaz, ki na razli¢ne lipofilne substrate pripenjajo sladkorne enote z glikozidno
vezjo. Tvorijo se O-glukuronidi (etrskega ali esterskega tipa) ter N-glukuronidi (36). UGT
encimi so najpomembnejsa poddruzina UDP-encimov, encimov ki sodelujejo pri konjugaciji
snovi z razlicnimi sladkorji. Igrajo pomembno vlogo pri biotransformaciji eksogenih in
endogenih komponent, kot na primer zdravilne ucinkovine, okoljski toksini, kancerogeni.
Povzrocijo pretvorbo malih lipofilnih komponent v vodotopne glukuronide. V¢asih pa

povzrocijo tudi aktivacijo ali tvorbo toksi¢nih komponent. Tak primer je morfin-6-glukuronid,
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ki se v primerjavi z izhodno spojino drugace veze na opioidne receptorje ter ostaja dlje Casa v
organizmu in izkazuje manj nezelenih ucinkov. Metabolne encime v grobem delimo na
encime I. in 1l. faze. Za razliko od citokromov P450, ki so encimi I. faze metabolizma, pa so
UGT encimi Il. faze metabolizma. Kar v 35% reakcij Il. faze sodelujejo UGT encimi (37, 38,
39). UGT so tipi¢ni membranski proteini, ki se nahajajo na membrani endoplazmatskega
retikuluma in jedrni ovojnici. Aktivni del encima je obrnjen proti notranjosti, v lumen, tako da
je za aktivnost encima potrebno kofaktorje (UDPGA) spraviti iz citosola skozi membrano v
lumen. Glukuronidi, ki se tvorijo v lumnu endoplazmatskega retikuluma so hitro translocirani
v citosol. Nato se metaboliti iz citosola transporirajo v zol¢ ali v krvni obtok. Veliko snovi
lahko vpliva na delovanje UGT. Nekatere lahko delujejo inhibitorno, druge UGT encime
aktivirajo. Med endogene inhibitorje uvrs¢amo nukleotide in hormone. Aktivatorji pa so UDP-
N acetilglukozamin in mas¢obni acilCo-A. Lahko jih razdelimo v dve skupini, glede na N- in
C- terminalne domene. Sestavlja jih akceptorski substrat in UDP-glukuronska Kkislina, kot
donor (19, 36, 37).

e 1.3.1 Nomenklatura UGT

Nad-druzina UGT ima po mednarodni encimski klasifikaciji oznako UGT (E.C. 2.4.1.17).
Nad-druzino UGT encimov lahko razdelimo v dve glavni druzini, UGT1 in UGT2, ki sta tudi
v glavni meri udelezeni v glukuronidacijo. Po novejsih podatkih so nad-druzino razsirili na
§tiri druzine, in sicer: UGT1, UGT2, UGT3 in UGT8. Vsaka druZina ima svoje znaéilne
substrate in posebnosti (17, 29, 40). Cloveski UGT encimi pripadajo trem poddruzinam,
UGT1A, UGT2A in UGT2B. Encimi posamezne druzine izkazujejo vsaj 50% enakega
zaporedja aminokislin, v poddruzini pa homologija zavzema okoli 60% strukture proteinov.
UGT1A genski lokus je lociran na 2q37 kromosomu, kodira pa 9 funkcionalnih proteinov, in
sicer: UGT1AL, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A5, UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9 in
UGTI1A10. UGT2 druzina ima multiple lokuse, ki so locirani na kromosomu 4ql3 in
sestavljajo naslednje proteine: UGT2Al, UGT2B4, UGT2B7, UGT2B10, UGT2B11,
UGT2B15, UGT2B17 in UGT2B28 (37).
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e 1.3.2 Izrazanje UGT

UGT encimi se izrazajo v odvisnosti od genskih znacilnosti in vplivov okolja (41). Glavni
organ, odgovoren za biotransformacijo so jetra. Vendar tudi izvenjetrna glukuronidacija
izrazito sodeluje pri izlo¢anju ksenobiotikov (38). V jetrih so potrdili prisotnost naslednjih
izoform druzine UGT1: UGT1A1l, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6, UGT1A9. V tankem
¢revesju pa UGT1A1, UGT1A4, UGT1A6, UGT1A7, UGT1AS8 in UGT1A10. Zadnji trije
izmed nastetih se nahajajo le izven jeter (tabela I). Ekspresija druzine UGT2 je prav tako
porazdeljena po razli¢nih tkivih, pri éemer so Vv jetrih in ledvicah prisotni naslednji
predstavniki: UGT2B4, UGT2B7, UGT2B10, UGT2B11, UGT2B15, UGT2B17 in
UGT2B28. V tankem ¢revesju najdemo enake izoforme kot v jetrih, razen izoforme UGT2B11
(39).

Tabela I: Izrazenost UGT izoform v jetrih, tankem crevu, ledvicah (42).

UGT-izoforme

tkiVO 1A1 1A3 1A4 1A5 1A6 1A7 1A8 1A9 1A10 2B4 2B7 2B10 2B11 2B15 2B17 2B28

jetra + |+ |+ |+ |+ -] - |+ - + |+ | + + + + +
tankoérevo | + | + | + | + | + | - |+ | - | + |+ | + | + - + |+ | +
ledvice N T I B o B O R I R o T T A I

n.d., ni podatka; +, prisoten; - ni prisoten

e 1.3.3 Poddruzina UGT1A

Kot smo omenili ze prej poddruzino UGT1A kodira gen na kromosomu 2 (lokus 2qg37.1).
Sestavljen je iz petih t.i. »skupnih eksonov« (ekson 2, 3, 4, 5a in 5b), ki kodirajo vsem
UGT1A encimom skupne C-terminalne sekvence, le ti pa kodirajo podroc¢je za vezavo UDP-
glukuronske Kisline (slika 4). Vendar prihaja pri zorenju mRNA do razli¢ne cepitve na eksonih
5a in 5b, kar vodi do nastanka ve¢ izoform encima.

Skupnim eksonom sledijo kasete s trinajstimi eksoni, ki kodirajo celotne N-terminalne dele
posameznega predstavnika poddruzine in najverjetneje kodirajo vezavno mesto za substrat. Od
trinajstih moZznih mRNA izoform jih 9 kodira funkcionalno aktivne polipeptide (UGT1Al,
UGT1A3, UGT1A4, UGT1A5, UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9 in UGT1A10), ostali
Stirje pa so psevdogeni (UGT1A2p, UGT1ALllp, UGT1A12p in UGT1A13p) (43).
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V poddruzini UGT1A so za glukoronidacijo BPA najbolj odgovorne izoforme UGT1Al,
UGT1A3 in UGT1A9 (12).

13 variabilnih eksonov 1 5 skupnih eksonov

MO MM

A2 AN AR AID ALY A AT AS AS

novi chson

UGTIAl mRNA

Al 2 3 4 Sa

Slika 4: Struktura genskega lokusa UGT1A in izoencim UGT1AL (44).

e 1.3.4 Polimorfizmi v genu za UGT1A1

UGT1A1 je izrazena predvsem v jetrih; njena glavna naloga je odstranjevanje bilirubina
(BLR) in drugih hidrofobnih substratov. UGT1A1 je pri ljudeh edini fiziolosko pomemben
encim za konjugacijo BLR.

BLR je razgradni produkt hema in se sintetizira v celicah retikuloendotelnega sistema,
predvsem vranice. Dnevno nastane od 250 do 400 mg BLR. Nativni BLR je zaradi tvorbe
intramolekularnih vodikovih vezi nevodotopen. V serumu se veze na albumin in prenese do
jeter. To obliko imenujemo nekonjugiran BLR. V jetrih se BLR odcepi od albumina in preko
anionskih membranskih proteinov ali s procesom difuzije vstopa v hepatocite, kjer ga
prevzame citoplazemski protein ligandin in ga prenese do endoplazmatskega retikuluma. Na
endoplazmatskem retikulumu potece reakcija esterifikacije z glukuronsko kislino, ki jo
katalizira UGT1Al. Nastaneta vodotopna BLR-monoglukoronid in BLR-diglukoronid s
skupnim imenom konjugiran bilirubin. Konjugiran BLR se z aktivnim transportom izlo¢a v
zol¢ni mehur od tam pa v tanko ¢revo.

V eksonu Al, njegovi promotorski regiji ter eksonih 2-5 genskega kompleksa, so odkrili ze
113 sprememb nukleotidnega zaporedja, ki povzrocijo nekonjugirane hiperbilirubinemije od

Gilbertovega sindoma do Crigler-Najjar-jevega sindroma tipa | in Il. Vrsta in pogostost
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sprememb se razlikuje med pripadniki razli¢nih etni¢nih skupin (44, 48). V nasi diplomski
nalogi bomo preucevali vplive polimorfizma UGT1A1*28 na metabolizem BPA.
Polimorfizem UGT1A1*28 pa se izraza kot Gilbertov sindrom.

1.3.4.1 Gilbertov sindrom

Gilbertov sindrom (GS) je dedna motnja, za katero je znacilna blaga nekonjugirana
hiperbilirubinemija v odsotnosti hemolize in jetrnih bolezni. GS je najpogostejSa dedna motnja
v presnovi bilirubina (BLR), saj je glede na meritve serumske koncentracije BLR, prisoten kar
pri 3-10% populacije. Pogostejsi je pri moskih (12,4%), ki imajo tudi vi§je koncentracije BLR,
kot pri zenskah (4,8%). Serumske koncentracije celotnega BLR se dvignejo na 20 do 50
umol/L, redko pa presezejo 85 pmol/L (referencne vrednosti za odrasle so do 17 pumol/L).
Znacilno je, da vrednosti hitro narastejo ob metabolnem stresu, kot je stradanje ali prisotnost
druge bolezni.

Vzroki za GS $e niso povsem razjasnjeni. NajpomembnejSo vlogo igra zniZzana konjugacija
BLR, ki je pri bolnikih z GS znizana na 30% normalne. K poviSanim koncentracijam
nekonjugiranega BLR v plazmi prispeva tudi zmanjSan privzem v hepatocite. Za prvo SO
odgovorni polimorfizmi gena za encim UGT1A1, za drugo polimorfizmi gena za organski
anionski prenasalec 1B1 (SLCO1B1) (44). V prvem primeru pride do vrinjene dodatne timin-
adenin (TA) enote. Namesto Sest enot (TA) se pojavi sedem enot (TA). Ta polimorfizem so
poimenovali UGT1A1*28. Normalni gen ima sekvenco A(TA)sTAA, ko se vrine $e en par
enot TA nastane A(TA);TAA. Tako se zmanj$a vezava transkripcijskega faktorja IID in s tem
posledi¢no zniza ekspresija UGT1A1 na 20 do 30%. Iz dejstva, da razen ob dieti z omejenim
vnosom Kkalorij, hiperbilirubinemija ni prisotna pri vseh homozigotih TAgm, sledi, da je
homozigotnost potreben, ne pa tudi zadosten pogoj za klini¢no manifestacijo sindroma. MoZni
dodatni dejavniki so lahko skrajSana Zivljenjska doba eritrocitov ali zmanjSan privzem BLR v

hepatocite (44, 45, 46).
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1.4 FARMAKOKINETIKA IN ENCIMSKA KINETIKA

Farmakokinetika je veda, ki se ukvarja s Casovnim potekom absorpcije, distribucije,
metabolizma in eliminacije ucinkovine iz telesa. S pomocjo farmakokineticnih modelov
poskusa razloziti obnasanje uc¢inkovine v telesu, predvideti koncentracije u¢inkovine v plazmi
in s tem napovedati farmakoloSki u¢inek oz. neZelene uc¢inke zdravila. Predvsem na nivoju
metabolizma se pojem farmakokinetike sreca z encimsko kinetiko. Slednja se osredotoca na
¢asovno odvisne encimske reakcije, ki tezijo k temu, da bi dosegle neko stacionarno stanje in

predstavljajo temelj metaboli¢nih sprememb v organizmu (49).

e 1.4.1 Kinetika enosubstratne encimsko katalizirane reakcije
Encimsko katalizirana enosubstratna in enoproduktna reakcija, Kjer obstaja le eno vezavno

mesto za substrat, poteka po shemi:

';CI '5:2
E+5 —— BES — P
';C—l k—z

Ce se omejimo na zadetno obdobje reakcije, je koncentracija produkta zanemarljivo majhna in

pretvorba produkta v ES kompleks je zanemarljiva. Zgornjo shemo lahko poenostavimo:

&y k,
E+8 &/ ES — F
k_y

Zapisano shemo lahko pretvorimo v enac¢bo na razli¢ne nacine, to je ob uposStevanju razli¢nih
predpostavk. V nadaljevanju izpeljana enacba nam omogoca izracun koncentracije substrata v
razlicnih casovnih tockah, dolo¢anje maksimalne hitrosti reakcije in afinitete encima do
substrata. Izpeljavo enacbe lahko izvedemo na dva nacina, ki temeljita na razli¢nih izhodis¢ih:
a) Michaelis-Mentenova kinetika temelji na predpostavki, da se takoj vzpostavi in nato tudi
vzdrzuje ravnotezje med encimom, substratom in kompleksom encim-substrat, medtem ko je
razpad kompleksa [ES] v produkt prepocasen, da bi zmotil to ravnotezje. Ce Zelimo uporabiti
Michaelis-Mentenovo enacbo, moramo upostevati naslednje predpostavke:

e Koncentracija encima je zelo majhna v primerjavi s koncentracijo substrata, tako da se

koncentracija substrata med reakcijo ne spreminja.
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e Produkta nastane zanemarljivo malo. To drzi le v zacetnih pogojih, ko hitrost reakcije

ze lahko izmerimo, produkta pa je Se tako malo, da prakti¢no ne prehaja nazaj v ES.

e Nastanek produkta je sicer hiter, vendar veliko pocasnejsi od razpada kompleksa ES na

E in S (ky <<k.), velja torej izraz:
ki [E] [S] =k [ES]

Hitrost nastajanja ES kompleksa ob kateremkoli Casu t (v okviru zacetnega obdobja

reakcije) je enaka ki[E][S], Kjer je [E] koncentracija prostega encima, [S] koncentracija

prostega substrata ob Casu t. Podobno velja za razpad kompleksa [ES]. Ob ¢asu t je

hitrost razpada kompleksa ES enaka k., [ES], kjer je [ES] koncentracija kompleksa

med encimom in substratom ob ¢asu t.

b) Briggs-Haldane-ova modifikacija Michaelis-Mentenove enac¢be temelji na nastanku t.i.

»steady-state« oz. stacionarnega stanja. To pomeni, da koncentracija kompleksa [ES] ostaja

konstantna - kolikor kompleksa nastane iz E in S, toliko ga tudi razpade na E, S in P. Od

Michaelis-Mentenove enacbe se razlikuje v zadnji predpostavki - hitrost nastajanja produkta

K, ni nujno zelo pocasna v primerjavi s k-;, velja torej:
ki [E] [S] = ki [ES] + ko [ES] = ES (k1 + ky)

V obeh primerih lahko izpeljemo temeljno enacbo, ki opisuje kinetiko enosubstratne encimske

reakcije:
v — ks [Eo][So]
° [50] + Km

Kjer je

Vo e zaCetna hitrost reakcije

Eo (zaCetna) koncentracija encima

So zacetna koncentracija substrata

K oo Michaelis-Mentenova konstanta

Ko oo konstanta hitrosti razpada kompleksa ES v produkt P

V primeru, da je koncentracija Eq konstantna, lahko ena¢bo poenostavimo:
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T"max [SD]

L T ——
K_+1[5,]
" 0 Enacba 2

Graf odvisnosti hitrosti reakcije od koncentracije substrata bo v tem primeru izgledal tako, kot
je prikazano na sliki 5.

[So]

Slika 5: Odvisnost hitrosti reakcije od koncentracije substrata glede na enacbo 2.

1.4.1.1 Substratna inhibicija

Za tipi¢no encimsko katalizirano reakcijo je znacilno, da z ve¢anjem koncentracije substrata
naraS¢a tudi zaCetna hitrost, ki se bliza asimptoti¢ni vrednosti Viax. V' primeru substratne
inhibicije se zgodi, da zacne pri visokih koncentracijah substrata hitrost upadati, namesto da bi
se priblizevala Vmax. Taksno inhibicijo povzro¢i sekundarna molekula substrata, ki se veZe na
aktivni [ES] kompleks in inhibira reakcijo. To lahko kaze na dve vezavni mesti za substrat na
encimu. Prvo se z veliko afiniteto do substrata zasede Ze pri nizjih koncentracijah in omogoca
normalen potek reakcije. Drugo mesto ima manjSo afiniteto, zato se zasede Sele pri visokih
koncentracijah substrata in ob tem ovira nadaljnjo reakcijo (50).

Iz Michaelis-Mentenove enacbe lahko izpeljemo enacbo za substratno inhibicijo, in sicer s
predpostavko, da gre za nekompetitivno inhibicijo, kjer je inhibitor neka dodatna, sekundarna

molekula substrata. Dobimo enac¢bo 3:
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T’max [513-]

B [S,] (1 + %) + K,

L&)

Enacba 3

Pri zelo nizkih Sy je ¢len Sy/K; zanemarljivo majhen in izraz se poenostavi v normalno
Michaelis-Mentenovo enacbo. Pri visokih Sp (So>>K.,) izgleda poenostavljen izraz takole
(enacba 4):

7
1 max

LS,]
1+

T!c, ==

Enacba 4

Na sliki 6, ki prikazuje odvisnost hitrosti reakcije od koncentracije substrata, vidimo pojav

substratne inhibicije kot odklon krivulje od asimptoti¢ne vrednosti Vmax.

~
7

[So]

Slika 6: Odvisnost hitrosti encimske reakcije od koli¢ine substrata v primeru substratne
inhibicije.
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e 1.4.2 Doloc¢evanje navideznih encimskih parametrov

Navidezni encimski parametri so osnova za izraun intrinzi¢nega ocistka. Pridobiti jih
moramo iz eksperimentalnih podatkov. Slednje lahko obdelamo na ve¢ razli¢nih nacinov,
vendar se moramo ob tem zavedati, da lahko razlicne metode obdelave podatkov vodijo do
razli¢nih rezultatov, saj vsaka metoda v sebi nosi doloCeno napako. Zato je treba dobljene
rezultate tudi ustrezno interpretirati (51). Cilj obdelave eksperimentalnih podatkov je
pridobitev podatkov 0 maksimalni hitrosti (Vmax) in Michaelis-Mentenovi konstanti (Ky,), ki ju
bomo v nadaljevanju uporabili za izracun intrinzi¢nega ocistka.

Ce koli¢ino nastalih metabolitov delimo s ¢asovno enoto in koli¢ino encima v inkubatu,
dobimo hitrost nastajanja metabolitov. Te hitrosti nato povezemo s koncentracijo substrata v

sistemu. To lahko storimo na razliéne nadine.

A) Za lazjo obdelavo podatkov izvedemo linearizacijo, kar pomeni, da podatke
pretvorimo v obliko y = mx + ¢, kar nam bo omogocilo izracun Ky, in Viyax. POznamo
ve¢ razli¢nih nacinov linearizacije:

e Lineweaver-Burk-ova enacba,

e Eadie-Hofstee-jeva enacba,

e Hanes-ova enacba,

e Haldane-ovo razmerje, itd.

B) Za obdelavo podatkov lahko uporabljamo tudi drugi pristop. To je nelinearna regresija
z uporabo najmanjSe vsote kvadratov odklonov. Podatke v tem primeru obdelamo s
pomocjo razlicnih programov (Microsoft Exel, Sigma Plot Enzyme Kinetics,
IBMSPSS). Skozi eksperimentalno izmerjene to¢ke potegnemo krivuljo s predvideno

enacbo, program nam izracuna zelene parametre (K, Ki in Vinax).

Danes se najve¢ uporablja slednji nacin obdelave podatkov, priporoca pa se vsaj vizualni
pregled katere od metod linearizacije. Bistveni odstop od premice namre¢ pomeni, da
opazovana encimska reakcija ni sledila Michaelis-Mentenovim predpostavkam oziroma da gre

za netipi¢no kinetiko (52).
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e 1.4.3 Napovedovanje metabolicnega ocCistka
Za napovedovanje metaboli¢nega ocCistka moramo poznati vrsto metaboli¢ne reakcije,
odgovoren encim, produkt reakcije in encimske kineti¢ne parametre. S pomocjo encimskih
kineti¢nih parametrov, kot so npr. Km, Vmax, Ki, lahko uporabimo katerega od matematicnih
modelov za napovedovanje in vivo metaboli¢nega ocCistka. Ob tem moramo poznati tudi
nekatere in vivo parametre npr. vezavo ucinkovine na plazemske proteine in njen

porazdelitveni volumen (53).

1.4.3.1 Farmakokineti¢ni modeli

Pri ekstrapolaciji rezultatov iz in vitro modela na in vivo situacijo potrebujemo ¢im boljse
farmakokineti¢ne modele, ki se delijo na prostorne in fizioloske. Prostorni modeli vsebujejo
prostore, ki nimajo definirane anatomske sestave, hitrost nastajanja in izginjanja snovi je
najveckrat 1. reda. Za fizioloSke modele je znacilno, da imajo prostori definirano anatomsko
sestavo, snovi v teh prostorih lahko nastajajo in izginjajo, hitrosti procesov so odvisne od
hitrosti pretoka krvi skozi organ.

Med farmakokineti¢nimi koncepti je ocistek najuporabnejsi z vidika klini¢ne prakse. Nacin
izraCuna njegove vrednosti se razlikuje glede na model, ki ga uporabimo. Po prostornem

farmakokinetiénem modelu ga izra¢unamo z enacbo 5:

Cl =k, x V,, Enacbha 5
kjer je

Ke....... hitrostna konstanta izlo¢anja [h™]

Vp....... volumen porazdelitve [L];

Izracun ocistka s pomocjo fizioloskega modela temelji na enacbi 6:

Cl =0 xE, Enacba 6

Kjer je:
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Q....... pretok skozi organ [L/h]
E....... ekstrakcijsko razmerje (razmerje med hitrostjo izloCanja in hitrostjo vstopanja
u¢inkovine v organ); napisano ena¢bo nadalje razsirimo glede na izbrani organ in fizioloski

model.

1.4.3.2 Intrinziéni o€istek

Intrinzi¢ni ocistek izraza sposobnost organa za metabolicno odstranjevanje nevezane
ucinkovine. Je proporcionalna konstanta med hitrostjo odstranjevanja in koncentracijo
nevezane uc¢inkovine. Odraza dogajanja znotraj celice in zato poda vrednost, ki bi jo dobili, ¢e
ne bi bilo prisotne vezave na proteine ali omejitve s pretokom. Prav zaradi tega so vrednosti
tega ocCistka ponavadi vec redov velikosti vecje od pretoka krvi skozi organ.

Intrinzi¢ni ocistek je rezultat metabolizma in izloCanja ucinkovine, zato ga v pogojih

nenasicenosti encimov lahko izra¢unamo po enacbi 7:

Cline = Z% + Z:{ia ) Enacba 7
kjer je:
o Th...... najvecja hitrost prenosa u¢inkovine
o Ky...... konstanta disociacije vsakega prenasalca, vpletenega v izlo¢anje uc¢inkovine
(54).

1.5IN VITRO MODELI ZA PREISKOVANJE METABOLIZMA

Glavno mesto metabolizma ucinkovin predstavljajo jetra. Zato je nujno poznavanje jetrne
ekstrakcije (EH) in jetrnega ocistka (Cly) ter dejavnikov, ki vplivajo na ta dva parametra. Oba
imata namre¢ velik pomen za ucinkovitost in varnost zdravil, v naSem primeru na hitrost in
uspesnost eliminacije BPA iz telesa (55).

V zadnjem casu se je zelo povecalo zanimanje za in vitro metode s ciljem napovedovanja
metabolizma in vivo. Z novejsimi pristopi lahko tako kvalitativno napovemo metabolizem,

obenem lahko tudi kvantitativno predvidimo metabolni ocistek. Modeli, ki poenostavljeno
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posnemajo pogoje v organizmu, so lahko celi¢ni (tkivne rezine, izolirani in kultivirani
hepatociti, jetrne celicne linije), kot tudi subcelicni (od najbolj kompleksnega k
najenostavnejSemu: jetrni homogenat, S9 frakcija, citosol, mikrosomi, peroksisomi in
mitohondriji) (56, 57). V nasi diplomski nalogi smo uporabili mikrosome, ki predstavljajo

glavni in vitro sistem za preiskovanje metabolizma pri razvoju zdravil.

e 1.5.1 Mikrosomi

Mikrosomi so majhni membranski vezikli velikosti 20-200 nm. Pridobivamo jih iz gladkega
endoplazmatskega retikuluma pri homogenizaciji in ultracentrifugiranju tkiva. Mikrosomi so
najenostavnejsi in vitro model za preiskovanje metabolizma pridobljen iz organov (npr. jeter,
tankega Crevesa, ledvic,...). V njih so prisotni encimi prve in tudi nekateri encimi druge faze
metabolizma zdravil. Tako vsebujejo encime CYP 450, flavinske monooksigenaze, epoksidne
hidrolaze, glukuronoziltransferaze, esteraze, amidaze, mikrosomske glutation-S-transferaze in
metiltransferaze (58, 59). Njihova prednost je ta, da dajejo precej ponovljive rezultate, imajo
visoko vsebnost metaboli¢nih encimov in izkazujejo relativno majhno nespecifiéno vezavo
u¢inkovin. Shranjevanje ni problemati¢no (krioprezervacija) in tudi po veckratnem
zamrzovanju ter odtajevanju dajejo ponovljive rezultate (60, 61). Uporabljamo jih lahko za
napoved poti razgradnje ucinkovine in za identifikacijo ter pridobivanje standarda
metabolitov. Uporabni so tudi za doloCanje parametrov encimske Kinetike in za
napovedovanje intrinzi¢nega ocistka.

Pridobivanje mikrosomov je relativno enostavno. Izolacijo subceli¢nih frakcij izvedemo z
razbitjem celic s homogenizacijo v ustreznem pufru, ki ji sledi diferencialno centrifugiranje
(uporaba razlik v gostoti in velikosti delcev) in resuspenzija usedline v primernem pufru za

shranjevanje ali izolacija topne frakcije. Priprava mikrosomov je prikazana na sliki 7 (62, 63).
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TKivni homogenat
Centrifugiranje
9-20.000a. 20-30 min

Supernatant (S9) Usedlina (tkivo, jedra,...)
Centrifugiranje zavrzemo
100.000g, 60 min

Supernatant Usedlina
Zavrzemo Resuspendiranje v fosfatnem
pufru,

homogenizacija, centrifugiranje

Supernatant Usedlina

Zavrzemo Mikrosomi

Slika 7: Shema priprave mikrosomov (62).

Pri napovedovanju in vivo metabolnega ocistka se soo¢amo z nekaterimi tezavami. Predvideti
moramo razli¢ne lastnosti u¢inkovin. U¢inkovine so lahko bazi¢ne, kisle ali nevtralne. Od teh
lastnosti je odvisna razli¢na vezava na mikrosome. Izracunati moramo tudi kakSen vpliv ima
vezava ucinkovine na plazemske proteine na koncentracijo ucinkovine v hepatocitu.
Pomanjkljivost uporabe mikrosomov je tudi nezmozZnost kvantitativne ocene biotransformacije
in vivo, saj je v mikrosomih povecana koli¢ina CYP in UGT encimov, odsotno pa je
tekmovanje z drugimi encimi (64).

Kadar prevladuje metabolizem druge faze (konjugacija) in/ali mehanizem aktivnega privzema,
lahko uporaba jetrnih mikrosomov pripelje do neto¢ne napovedi in vivo vrednosti Cliy.
Koncentracija u¢inkovine v celicah mora biti poznana, saj je potrebno v priblizno taki
koncentraciji inkubirati mikrosome. Podobno teZzavo imamo s koncentracijo kofaktorjev (npr.
uridin difosfoglukuronska kislina in alameticin za UGT) — te moramo obi¢ajno dodati v
prebitku, kar lahko vpliva na rezultate (65). V primeru UGT predstavlja problem tudi

dostopnost aktivnega mesta mikrosomalnih encimov, ki je obrnjeno v notranjost mikrosoma.
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Membrano, ki predstavlja difuzijsko bariero, lahko prekinemo s pomocjo ultrazvoka,
povrsinsko aktivnih snovi (Brij 58) ali s posebnim proteinom, ki naluknja membrano
Vzrok za prenizko oceno Cly je lahko tudi vrsta pufra, njegov pH in ionska moc¢.

V primeru glukuronidacije na oceno jetrnega ocistka vpliva obseg vezave na plazemske
proteine in mikrosome. Za neto¢nost rezultatov so odgovorne tudi UGT iz drugih delov telesa,
ne le jeter. Zaradi nepopolne raziskanosti encima UGT je interpretacija mehanizma

glukuronidacije in vitro precej tezka (67).
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2. NAMEN DELA

Bisfenol A je zelo razirjena snov v okolju. Siroko je uporabljan pri proizvodnji
polikarbonatne plastike in epoksi smol in tudi kot stabilizator ali antioksidant pri proizvodniji
polivinl-kloridne plastike. Ta plastika je glavni material za izdelavo plastenk, embalaze za
hrano in prevlek na notranji strani plocevink za hrano ter pijaco. Zaradi odpusScanja iz
materialov in izpustov iz proizvodnih obratov se nahaja povsod v naravnem okolju, prav tako
tudi v izdelkih, s katerimi je v stiku. Ljudje in Zzivali smo v neprestanem stiku z BPA.
Ugotovili so, da Ze v zelo majhnih koncentracijah deluje kot hormonski motilec. Veze se na
estrogenske receptorje v telesu. Povzro¢a motnje metabolizma in reprodukcije, obenem
povecuje moznost nastanka motenj endokrinega sistema, tudi rakavih obolen;.

Namen diplomske naloge bo z uporabo mikrosomov, kot in vitro modela, ugotoviti, kateri so
glavni organi odgovorni za metabolizem BPA (jetra, ledvice, tanko ¢revo, pljuca), opredeliti
vrsto encimske kinetike in izraCunati ocistek posameznega organa. Znano je, da je glavni
metabolit BPA glukuronid, zato se bomo osredotoCili samo na ta metabolit. Za potrebe
kvantifikacije vzorcev z LC-MS/MS metodo bomo najprej sintetizirali in okarakterizirali
glukuronid BPA in glukuronid BPA-d16. Po opredelitvi glavnih organov, v kateri poteka

glukuronidacija, bomo ugotavljali $e, ali ima polimorfizem UGT1A1*28 wvpliv na

glukuronidacijo BPA in posledi¢no na izpostavljenost in toksi¢nost BPA.
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3. MATERIALI IN METODE
3.1 MATERIALI

Testirane u¢inkovine:

Bisfenol A, Sigma-Aldrich, molska masa: 228,29 g/mol, ¢istost >99%,

Druge snovi:

Bisfenol A-d16, Sigma-Aldrich, Molska masa: 244,38 g/mol, ¢istost 98 atom % D,
glukuronidaza, tip H-1, pridobljena iz Helix Pomatia, Sigma-Aldrich, koncentracija:
451.000 IU/gram
mili-Q voda, pridobljena z aparatom MIlli-Q Advantage A10 Ultrapure Water
Purification System (Mlllipore, Bedford, ZDA), na Fakulteti za farmacijo, Ljubljana,
acetonitril, MS grade, Sigma-Aldrich,
metanol, HPLC grade, Sigma-Aldrich,
raztopina A (UGT Reaction Mix solution A, BD Biosciences), vsebuje 25 mM uridin
5'-difosfoglukuronske kisline (UDPGA) v vodi,
raztopina B (UGT Reaction Mix solution B, BD Biosciences), vsebuje 250 mM TRIS-
HCI, 40 mM MgCl; in 0,125 mg/mL alameticina v vodi,
mikrosomi (pooled), 20 mg/mL: gre za zdruzene mikrosome ve¢ razliénih dajalcev z
razli¢énimi genotipi:
1. cloveski jetrni mikrosomi (Human liver microsomes CMV negative pooled, BD
Biosciences),
2. Cloveski ¢revesni mikrosomi (Human mixed sex intestinal microsomes pooled,
BD Biosciences) - tu je koncentracija mikrosomov 10 mg/mL,
3. Cloveski pljucni mikrosomi (Human mixed sex lung microsomes, pooled,
Celsis IVT),
4. cloveski ledvicni mikrosomi (Human mixed sex kidney microsomes, pooled,
Celsis IVT,
mikrosomi (20 mg/mL), genotipizirani glede na polimorfizem gena za UGT1AL:
1. homozigoti UGT1A1*1 / UGT1A1*1 (Human liver microsomes allelic variant -
UGT1A1*1*1, BD Biosciences),
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2. heterozigoti UGT1A1*1 / UGT1A1*28 (Human liver microsomes allelic variant
- UGT1A1*1*28, BD Biosciences),

3. homozigoti UGT1A1*28 / UGT1A1*28 (Human liver microsomes allelic
variant - UGT1A1*28*28, BD Biosciences).

Aparature:

LC-MS/MS sistem: - UPLC: Agilent 1290 Infinity,
- MS: Agilent 6460 Triple quad,

tehtnica Mettler toledo AB54-S,
termicni stresalnik, Tehtnica, Vortemp S6EVC,
centrifuga, Tehtnica, Centric 322A,
centrifuga Sigma 3K30,
hladilno-grelna plos¢a, Cole-Parmer®, Chilling/Heating Block,
ro¢no mesalo, Tehtnica, Vibromix 114,
multipeta, Eppendorf Multipette® plus,
nastavki za multipeto, Combitips pluss 0,1; 1,0; 5 mL,
veckanalne pipete, Eppendorf, (0,5 — 10 pL, 30 — 300 pL),
pipete, Eppendorf Research:

o 05-10upL,

o 2-20puL,

o 20-200 pL,

o 100 - 1000 pL,

o 1-10mL,
mikrotitrske plos¢e, Eppendorf, Deepwell plate 96 / 1000 nL, Protein LoBind,
mikrotitrske plosce, Agilent 96 / 300 uL.

3.2 METODE

3.2.1 Priprava BPAG in BPAG-d16

3.2.1.1 Sinteza BPAG in BPAG-d16

31



Petra Turk - Diplomsko delo 3. MATERIALI IN METODE

10.

11.

Mikrosome smo vzeli tik pred poskusom iz zamrzovalnika, kjer smo jih shranjevali na
-80 °C. Odetalili smo jih pod tekoco vodo in takoj postavili na led.

Pripravili smo dve zmesi mikrosomov: k 571,4 uL. mikrosomov smo dodali 5714 pL
raztopine B in 1714 uL preciS¢ene vode. Zmesi smo dobro premesali na roénem
mesalu in postavili na led za 15 min.

K obema zmesema smo dodali po 20 mL precis¢ene vode in po 200 uL raztopine 130
mM BPA oziroma BPA-d16 ter dobro premesali.

Sledila je predinkubacija: zmesi smo postavili v inkubator za 10 min pri temperaturi 37
°C in hitrosti mesanja 60 obratov/minuto.

Po 10 min smo v obe dodali 2 mL raztopine A dobro premesali in postavili v inkubator
(37 °C, hitrost mesSanja 60 obratov/minuto).

Sledila je 24-urna inkubacija, po 4 in 8 urah pa smo raztopinama dodali BPA oziroma
BPA-d16 v metanolu. Skupno smo dodali 17,7 mg.

Reakcijo smo ustavili z dodatkom 7,5 mL hladnega metanola (4°C).

Vzorce smo dobro premesali in jih postavili v zamrzovalnik na — 20 °C za 24 h.

Vzorce smo razporedili v epice in jih centrifugirali 20 min pri 16.000 g in 4 °C.
Supernatant smo aplicirali na polpreparativni HPLC, ki omogoca lo¢eno zbiranje
frakcij (BPAG oz. BPAG-d16).

Zbrane frakcije smo nato rotavapirali, da smo odstranili organsko topilo (metanol),
vodni del pa smo liofilizirali. Z metanolom smo rekonstruirali produkte, nato pa smo z

B-glukuronidazo dolo¢ili koncentracijo raztopin (glej 3.2.1.2.).

—

)—l\ - 571,4 nL. mikrosomov premes$amo

!

/’ \ - 5714 pL raztopine B |::> na led za 15 min
Y

i b - 1714 pL preciscene vode

[\ l
H

predinkubacija <::| - 20 mL vode \

(10 min, 37 °C, 60 obr./min -200 puL 130mM BPA i \
. / \
ali / 3

\
200 pL 130mM BPA-d16 L%
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@ «— 2mL raztopine A (UDPGA)

/ \ premesamo

/ \\ - 24 urna inkubacija, 37 °C, 60 obr/min

i’ ! ::> - po 4 in 8 urah dodamo BPA o0z. BPA-d16 (skupaj 17,7 mg)

-7,5 mL ledeno
\ hladnega
premes$amo ’I,/ \\ metanola

ile o ,-" -,\
zamrzovalnik — 20 °C, 24 h <:| s \

premesSamo

centrifugiranje (20 min, 16.000 g, 4 °C) |::> analiza BPAG oz. BPAG-d16
iz supernatanta s
polpreparativnim HPLC

dologimo konc. z B-glukuronidazo <:I organsko fazo odstranimo,

vodno fazo liofiliziramo
Slika 8: Prikaz izvedbe postopka za sintezo BPAG in BPAG-d16.

V tabeli Il so prikazane konéne koncentracije reagentov v reakcijski zmesi pri sintezi BPAG in

BPAG-d16
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Tabela Il: Koncne koncentracije reagentov v reakcijski zmesi.

koncentracije
BPA/BPA-d16 | 2,60 mM/2,45 mM

mikrosomi 0,38 mg/mL

alameticin 0,024 mg/mL
Tris-HCI 47,62 mM
MgCl 7,62 mM
UDPGA 1,67 mM

MeOH 1%

3.2.1.2 Doloc¢anje koncentracije BPAG in BPAG-d16 z B-glukuronidazo
1. Pripravili smo 5 mM raztopine BPA, BPA-d16, BPAG, BPAG-d16 v metanolu.
2. Nato smo osnovne raztopine red¢ili z metanolom, da smo dobili naslednje
koncentracije:

5mM 2225 05 mM X2 5.0,05mM

3. Pripravili smo 50 mM amonijev acetatni pufer, katerega pH smo na 5 umerili z ocetno
kislino ter 50 mM amonijev acetatni pufer (pH=5) v katerega smo dodali tako koli¢ino
B-glukuronidaze, da je bila v kon¢nem inkubatu koncentracija 2000 IU/mL.

4. V luknjice na mikrotitrski plos¢ici smo nanesli 200 pL pufra oz. pufra z fB-
glukuronidazo po shemi v tabeli I1l. Za vsako koncentracijo testiranih substanc smo
pripravili po 6 paralelk. V tri paralelke smo dodali pufer, v tri pa smo dodali pufer z -
glukuronidazo. V nadaljevanju smo dodali metanolne raztopine testiranih substanc, da

so bile koncentracije testiranih substanc v inkubatu 50, 5 in 0,5 uM.
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Tabela 1ll: Shema priprave razlicnih koncentracij BPA zvrsti z ali brez dodatka p-

glukuronidaze.

BPA (uM) BPA-d16 (uM) | BPAG (uM) BPAG-d16 (uM)

puferl 50 |50 |50 50 |50 50 |50 |50 |50 |50 50 |50

pufer2 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

pufer3 05 |05 |05 |05 |O5 |05 |05 |O5 |05 |05 (05 |05

B-gluk.l |50 |50 |50 50 |50 50 |50 |50 |50 |50 50 |50

B-gluk.2 |5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 S

B-gluk3 |05 |05 |05 |05 |05 |05 |05 |05 |05 |05 |05 |05

Mikrotitrsko plos¢ico smo inkubirali 5 ur, na 37 °C, 60 obr/min.
Reakcijo smo ustavili z dodatkom 600 uL ledeno hladnega metanola.
Nato smo plosc€ico za 10 minut postavili na led.

Raztopine smo premesali in centrifugirali 100 min pri 1300g in 4 °C.

© © N o O

Supernatant smo analizirali z LC-MS/MS:

-3 razli¢ne koncentracije BPA, BPA-d16, BPAG in BPAG-d16

- v tri paralelke dodamo pufer

- v tri paralelke dodamo pufer z 3-glukuronidazo

Slika 9: Mikrotitrska ploscica.

inkubacija 5 ur (na 37 °C, 60 obr/min)

ustavitev reakcije z 600uL ledeno hladnega metanola

centrifugiranje (100 min, 1300 g, 4 °C)
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analiza supernatanta z LC-MS/MS

Slika 10: Prikaz izvedbe postopka za dolocanje koncentracije BPAG in BPAG-d16 z j-

glukuronidazo.

3.2.1.3 Preparativno ¢is¢enje BPAG in BPAG-d16
SISTEM:

o HPLC sistem: 1100/1200 Series (Aglient Techologies);
razplinjevalec, kvarterna Crpalka, avtomatski vzoréevalnik, UV-detektor, zbiralec
frakcij, termostat za kolono.

KOLONA:
o polpreparativna kolona;
Onyx Monolitic SEMI-PREP C18 100x10 mm (Phenomenex)
PREDKOLONA:
o Onyx Monolitic C18 5x4,6mm (Phenomenex)
KROMATOGRAFSKI POGOJI:

o mobilna faza A: voda

o mobilna faza B: metanol

o gradient (tabela IV):

Tabela 1V: Casovno spreminjanje gradienta.

¢as (min) | mobilna faza B(%) | pretok (mL/min)
0 20 3
1 20 3
5 90 3
7,5 90 3
7,6 20 5
9 20 5
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o Cas analize = 9 minut

o Vip=900 pL

o A=220nm

0 Tkolone= SObNa

o Cas zbiranja BPAG oziroma BPAG-d16: 4,5-6,1 min

o injiciramo iz 6 mL vial.

3.2.2 Casovno spremljanje nastajanja BPA-glukuronida v razliénih

organih
Poskuse smo izvedeli na razli¢nih ¢loveskih mikrosomih, in sicer jetrnih, ¢revesnih, ledvi¢nih

in pljucnih (glej poglavje 3.3). Postopek za izvedbo je bil pri vseh poskusih enak:

1. Mikrosome smo vzeli tik pred poskusom iz zamrzovalnika, kjer smo jih shranjevali na
-80 °C. Odetalili smo jih pod tekoco vodo in takoj postavili na led.

2. Pripravili smo zmes mikrosomov: 8,06 uL mikrosomov (pri ¢revesnih mikrosomih je
bila koli¢ina 2x vecja, zaradi manjSe koncentracije v izhodni raztopini mikrosomov-
torej 16,12 uL), dodali smo 614,3 uL raztopine B in 237,6 uL precis¢ene vode (pri
¢revesnih 229,5 pl). Zmes smo dobro premesali na rocnem meSalu in postavili na led
za 15 min.

3. K 360 pL zmesi (zacetno zmes smo razdelili v dve paralelki) smo dodali 900 pL 30
uM donorske raztopine BPA in dobro premesali. Koncentracija testirane substance v
kon¢ni inkubacijski zmesi je bila 20 uM.

4. Nato je sledila predinkubacija: zmes smo postavili v inkubator za 10 min pri
temperaturi 37 °C in hitrosti me$anja 60 obratov/minuto.

5. Po 10 min smo dodali 90 pL raztopine A, dobro premesali in postavili v inkubator
(37°C, hitrost mesanja 60 obratov/minuto).

6. Po to¢no dolocenem casu (tabela V) smo odpipetirali 100 pL inkubata in ga dodali k
300 pL ledeno hladnega metanola z internima standardoma, ki smo ga Ze prej

pripravili v Eppendorfove epruvete (epice) in hladili na ledu.
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Tabela V: Casovno spremljanje BPA.

Cas (min) | 0 5 10 15 30 45 60 90 120 | 240 | 360

7. Epice smo dobro premesali in jih postavili v zamrzovalnik na — 20 °C za 48 h.
8. Epice smo premesali in centrifugirali 15 min pri 16.000 g in 4 °C.

9. Supernatant smo analizirali z LC-MS/MS:

aa
- 8,06 pL mikrosomov premesamo
- 614,3 pL raztopine B I::> na led za 15 min
\/ - 237,6 pL precisc¢ene vode
900 pL 30 pM
4—
donorske razt.
premeSamo

Predinkubacija <:|

(10 min, 37 °C, 60 obr./min)

@ <—— 90 puL raztopine A

premeSamo

::> inkubacija (&as (tabela V), 37 °C, 60 obr/min)

100 pL inkubata

300 pL ledeno hladnega

premesamo metanola z IS

zamrzovalnik — 20 °C, 48 h <::|
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premeSamo

centrifugiranje (15 min, 16.000 g, 4 °C) |::> analiza supernatanta z LC/MS/MS

Slika 11: Prikaz izvedbe postopka za Casovno spremljanje nastajanja metabolitov BPA v

inkubacijski zmesi.

V tabeli VI so prikazane kon¢ne koncentracije reagentov v reakcijski zmesi ob spremljanju

nastajanja glukuronida.

Tabela VI: Koncne koncentracije reagentov v reakcijski zmesi.

koncentracije

BPA 20 uM

mikrosomi | 0,05 mg/ml

alameticin | 0,024 mg/ml

Tris-HCI 47,62 mM

MgClI 7,62 mM
UDPGA 1,67 mM
MeOH 1%

e 3.2.3 Kinetika nastajanja metabolitov BPA v razli¢nih organih
Vsak poskus smo izvedli v treh paralelkah, Cetrta paralelka je bila slepa (ni vsebovala
raztopine A — UDPGA) in je bila namenjena kontroli koncentracij BPA ter njegovi vezavi na
sistem. Za vsak poskus smo uporabili drugo vrsto mikrosomov (glej poglavje 3.3).

1. Mikrosome smo vzeli tik pred poskusom iz zamrzovalnika, kjer smo jih shranjevali na

-80 °C. Odetalili smo jih pod tekoco vodo in takoj postavili na led.

2. Sledila je priprava zmesi mikrosomov: 20,68 uL mikrosomov (¢revesnih - 41,36 uL),

dodali smo 1570,8 uL raztopine B in 607,8 uL pre¢is¢ene vode (pri ¢revesnih 587,12

uL preciscene vode). Zmes smo dobro premesali na roénem mesSalu ter postavili na led

za 15 min.
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Z multipeto smo odpipetirali po 40 uL zmesi mikrosomov v prvih 48 luknjic na globoki (1000

uL) mikrotitrski plos¢i s 96 luknjicami. Nato smo v vsako od teh luknjic odpipetirali po 100

uL donorske raztopine z ustrezno koncentracijo (tabela V1I), da smo imeli na koncu 12 luknjic

z razli¢nimi koncentracijami testirane u¢inkovine.

Tabela VII: Shema pipetiranja razlicnih konc. (uM) BPA na mikrotitrsko plosco.

1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
100 | 80 | 60 | 40 | 30 | 20 | 15 | 10 | 5 |35 | 2 | 0,5 | 1. paralelka
100 | 80 | 60 | 40 | 30 | 20 | 15 | 10 | 5 |35 | 2 | 05 | 2 paralelka
100 | 80 | 60 | 40 | 30 | 20 | 15 | 10 | 5 | 35| 2 | 05 | 3 paralelka
100 | 80 | 60 | 40 | 30 | 20 | 15 | 10 | 5 | 35| 2 |05 kontrola

T O MM OjlO|m|>

3. Nato je sledila predinkubacija: mikrotitrsko plos¢o smo postavili v inkubator za 10

min. Temperaturo v inkubatorju smo nastavili na 37 °C, hitrost mes$anja na 60 obratov/

minuto.

4. Po 10 min smo vzeli mikrotitrsko plos¢o iz inkubatorja in v vsako luknjico dodali z

multipeto po 10 uL raztopine A, v Cetrto paralelko smo dodali 10 puL vode, saj smo jo

uporabili le za kontrolo koncentracij. Vse skupaj smo dobro premesali in ponovno

postavili v inkubator za dolo¢en ¢as (tabela VIII). Cas smo zaéeli meriti, ko smo dodali

raztopino A v prvo luknjico.

Tabela VIII: Cas inkubacije.

jetrni mikrosomi

érevesni mikrosomi

ledviéni mikrosomi

t (min)

4

20

20
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5. Po to¢no doloenem casu (glej tabelo VIII) smo vzeli mikrotitrsko plosco iz
inkubatorja, postavili na led in v luknjice takoj dodali trojni volumen (450 pL)

raztopine metanola z internima standardoma v enakem vrstnem redu kot smo dodajali
raztopino A.

6. Mikrotitrsko plos¢o smo tesno zaprli in postavili v zamrzovalnik na — 20 °C za 48 h.
7. Mikrotitrsko plos¢o smo centrifugirali 1,5 h pri 1300 g in 4 °C.

8. Odpipetirali smo po 100 uL supernatanta v nizko (300 pL) mikrotitrsko plosco v
enakem vrstnem redu in analizirali z LC/MS/MS:

20,68 pL. mikrosomov
1570,8 pnL raztopine B

Wew W

607,8 pL preciscene vode
premesamo
na led za 15 min
premesamo

odpipetiramo po 40 pL zmesi mikrosomov v mikrotitrsko plo$¢o

100 nL donorske raztopine —»@ premeSamo

predinkubacija (10 min, 37 °C, 60 obratov / min)

dodamo 10 pL raztopine A (UDPGA) Cis¢é

/ \dodamo 10 pL preciscene vode

TESTNA ZMES KONTROLNA ZMES
premeSamo

inkubacija (¢as (tabela VIII), 37 °C, 60 obratov / min)
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450 pL metanola z1S ———» premesamo

N

zamrzovalnik — 20 °C, 48 h

centrifugiranje (1,5 h pri 1300 g in 4 °C)

analiza supernatanta z LC/MS/MS
Slika 12: Prikaz izvedbe postopka za spremljanje hitrosti nastajanja metabolitov BPA v

razli¢nih organih.

V tabeli IX so prikazane kon¢ne koncentracije reagentov v reakcijski zmesi pred inkubacijo.

Tabela IX: Koncne koncentracije reagentov v reakcijski zmesi.

koncentracije

BPA | 0,5-100 uM

mikrosomi | 0,05 mg/ml

alameticin | 0,024 mg/ml

Tris-HCI 47,62 mM

MgClI 7,62 MM
UDPGA | 1,67 mM
MeOH 1%

e 3.2.4 Analitika
BPA, BPA-d16 in BPAG in BPAG-d16 smo dolo¢ili s pomocjo sklopljene tehnik LC-MS/MS:
o UPLC: Agilent 1290 Infinity,
o kolona : Zorbax SB-C18 (50 x 2,1 mm; 1,8 uL delci); Phenomenex,
o predkolona: LunaC18 (4 x 2 mm); Phenomenex

o mobilna faza: A (voda) in B (acetonitril),
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o temperatura kolone: 50 °C,
o volumen injiciranja: 1 pL,
o gradient (tabela X):

Tabela X: Program gradientnega izpiranja na koloni po injiciranju vzorca.

Cas od zacetka % mobilne faze B | pretok (mL/min)

injiciranja (min)

0 15 0,4
1,8 85 0,4
1,9 15 0,4

o masni analizator: Agilent 6460 s trojnim kvadropolom,
o ionski izvor (ESI+Agilent Jet Stream):
e susilni plin: 275°C, 5 L/min,
e nebulizacijski plin: 30 psi,
e Jetstream® plin: 320°C, 11 L/min,
e napetost na kapilari: 4000 V,
e Nozzle voltage®: 2000 V,
e EMV:300V,
e Sirina masne locljivosti na prvem kvadrupolu: angl. Widest,
e Sirina masne locljivosti na tretjem kvadrupolu: angl. Wide,

o razdelilni ¢as (angl. dwell time): 50 ms.

Ostali parametri kvantifikacije, MRM (ang. Multiple reaction monitoring), fragmentor,

kolizijska energija, polarnost in retencijski ¢as, pa so prikazane v tabeli XI:
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Tabela XI: Parametri LC-MS/MS za kvantifikacijo BPA, BPA-d16, BPAG, BPAG-d16.

analit MRM prehod | fragmentor | kolizijska polarnost retencijski
(m/z) energija ¢as [min]
[eV]
BPA 227 212 130 12 - 1,792
BPA-d16 241142 130 20 - 1,777
BPAG 403—» 227 130 20 - 1,039
BPAG-d16 417> 241 130 20 - 1,030

PRIPRAVA OSNOVNIH RAZTOPIN:

Osnovne raztopine smo pripravili z red¢enjem 100 mM BPA do spodnjih koncentracij (tabela

X11):

Tabela XII: Priprava osnovnih raztopin BPA.

izhodna raztopina (mM) | 10 | 8 6 |4 |3 |2 |15 |1 |05]0,25|0,2|0,05
donorska raztopina (uM) | 150 | 120 |90 |60 |45 |30 | 22515 |75|525|3 |0,75
kon¢na raztopina (uM) |[100 |80 |60 (40 |30 {20 |15 |10 |5 |35 |2 |05

PRIPRAVA INTERNEGA STANDARDA (IS)
Pripravili smo 500 mL raztopine 5 uM BPA-d16 in 0,5 uM BPAG-d16 v metanolu.

PRIPRAVA UMERITVENE PREMICE

a) Za ¢asovni potek.

Pripravili smo 2 mL raztopine BPA in BPAG najvisje koncentracije (raztopina 1).
Odpipetirali smo 500 pL, 200 pL in 100 pL raztopine 1 v nove epice in jih dopolnili do 1 mL
z destilirano vodo (dobili smo raztopine 2, 3 in 4). Raztopino 4 smo pripravili 2x in nato po
enakem postopku redc¢ili naprej vse do raztopine 10 (tabela XIIl). Na ta na¢in smo dobili

raztopine BPA in BPAG s koncentracijami, katerih vrednosti so navedene v tabeli XIV.
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3. MATERIALI IN METODE

Stevilka
raztopine

1

2

g

4

5

10

volumen
raztopine 1(uL)

1000

500

Wl

200

100

500

200

100

500

200

100
v

volumen vode
(uL)

e

800

900

e

800

900

!

800

900

PARALELKE:

A

volumen
raztopine 1(uL)

1000

100

100

volumen
vode(uL)

900

900

Tabela XIV: Koncentracije BPA in BPAG v raztopinah za umeritveni premici.

Stevilka raztopine

1

2

3

4

5

6

7

8

10

koncentracija BPA (uM)

20

10

0,4

0,2

0,1

0,04

0,02

koncentracija BPAG (uM)

20

10

0,4

0,2

0,1

0,04

0,02

b) Za Kinetiko.

Za potrebe poskusa, kjer smo spremljali kinetiko nastajanja BPAG, smo umeritveni premici

naredili po zgornji shemi (tabela XIII), koncentracije BPA in BPAG v posameznih tockah

umeritvenih premic so napisane v spodnji tabeli:

Tabela XV: Koncentracije BPA in BPAG v raztopinah za umeritveni premici.

Stevilka raztopine 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
koncentracija BPA (uM) 100 | 50 20 10 5 2 1 05 |02 |01
koncentracija BPAG (uM) 20 10 4 2 1 0,4 0,2 0,1 0,04 | 0,02

e 3.2.5 Obdelava podatkov
IZRACUN INTINZICNEGA OCISTKA ORGANA 1Z IN VITRO PODATKOV

Za obdelavo podatkov smo uporabili program SigmaPlot 11.0, Systat Software Inc., San Jose,

California. V okviru katerega smo za prileganje krivulje uporabili orodje »Enzyme Kinetics
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Module«. Tako smo dobili podatke 0 Vma, Km in Kj in SE (standardna napaka) pri vseh
parametrih.
S pomocjo izvedbe poskusov na mikrosomih in ustrezne obdelave podatkov smo doloéili

vrednosti Vimax In Km, ki nam omogocata izraun intrinzi¢nega ocistka po formuli:

TRk

Enacba 8

Vsem izra¢unanim parametrom smo dolo¢ili tudi standardno napako (SE=standard error). S
tem parametrom merimo natanénost nasih meritev. ManjSa kot je njena vrednost, manjsa je
variabilnost med vzorénimi povpre¢nimi vrednostmi, boljsi predstavnik statistiéne mnozice je

vzorec, in obratno (68). Izra¢unamo jo po naslednji formuli:

Enacba 9

Sledila je ekstrapolacija dobljene vrednosti na celoten organ po enacbi 10, ki poda intrinzi¢ni

ocistek organa (Cl int,):

mg mikrosomov g organa

C‘E"" = llﬂ"'ﬂ‘;!:'."!:'::S<

g argana kg telesne teze y
Enacba 10

*

pri izracunu uposStevamo vrednosti prikazane v tabeli XVI.
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Tabela XVI: Cloveski fizioloski in biokemicni parametri pomembni pri ekstrapolaciji in vitro

farmakokineticnih podatkov (69).

mg mikrosomov g organa
g organa kg telesne teze
jetra 45 20
ledvice 45 4.4
tanko ¢revo 3 30

Tako smo dobili vrednost intrinzi¢nega o€istka za celoten organ.

STATISTICNA POTRDITEV: Z-test

Za statisticno potrditev smo uporabili Z-test. Z-test uporabimo takrat, ko imamo normalno
porazdelitev vzorcev, veliko Stevilo vzorcev (n > 30), medsebojno neodvisne podatke,
nakljuc¢no izbrane posameznike in velikosti vzorcev, ki morajo biti karseda podobne. Pri Z-
testu gre ponavadi za primerjavo izraGunane povpreéne vrednosti iz dobljenih podatkov s

tabelari¢no vrednostjo (70).

Enacbha 11

Z-tabelari¢nag—o 05 = 1,96

a (stopnja tveganja) = 0,05

V nasem primeru ugotovimo razlike med oc€istki dobljenimi na razli¢nih mikrosomih. Ce se

rezultati razlikujejo vec kot za 1,96 gre za signifikantno razliko.

3.3 IZVEDBA POSKUSQOV

Nase eksperimentalno delo smo razdelili na ve¢ delov:

I. del: Priprava BPAG in BPAG-d16:
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o sinteza glukuronidov z mikrosomi,
o preparativno ¢is¢enje BPAG in BPAG-d16,

o dolocitev koncentracije z B-glukuronidazo.

1. del: Casovno spremljanje nastajanja BPA-glukuronida v razli¢nih organih:
o inkubacija 20 uM BPA s cloveskimi jetrnimi, ¢revesnimi, ledvi¢nimi in pljuénimi

mikrosomi.

I11. del: Kinetika nastajanja BPA-glukuronida v razli¢nih organih:
o inkubacija razli¢nih koncentracij BPA s ¢loveskimi jetrnimi, ¢revesnimi in ledvi¢nimi

mikrosomi.

IV.del: Ugotavljanje vpliva polimorfizma UGT1A1*28 na kinetiko nastajanja metabolitov
BPA z jetrnimi mikrosomi, genotipiziranimi za ta encim:
o inkubacija razli¢nih koncentracij BPA z mikrosomi genotipa UGT1A1*1/UGT1A1*1,
o inkubacija razli¢nih koncentracij BPA z mikrosomi genotipa UGT1A1*1/UGT1A1*28,
o inkubacija razli¢nih koncentracij BPA z mikrosomi genotipa
UGT1A1*28/UGT1A1*28.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA
4.1 Rezultati sinteze BPAG in BPAG-d16

Za potrebe analitike smo sintetizirali BPAG in BPAG-d16 ter ju kasneje tudi okarakterizirali v
smislu identitete, Cistote in vsebnosti. Za ustrezno in zanesljivo vrednotenje metabolizma BPA
smo namre¢ potrebovali standard metabolita (BPAG), ki ni komercialno dostopen. Hkrati smo
potrebovali tudi ustrezni interni standard (IS), pri Cemer je vsekakor naprimernejsi strukturno
soroden oziroma devteriran derivat BPAG (BPAG-d16). Z uporabo IS pove¢amo ponovljivost
analiznega postopka, ki je lahko posledica izgub analita (v nasem primeru BPA 0z. BPAG) pri

pripravi vzorca ali nihanja odziva instrumenta.

Identiteto in Cistoto sintetiziranih standardov smo vrednotili z LC-MS/MS metodo. Izolirana
standarda smo posamezno injicirali in v obeh primerih dobili v kromatogramu en
kromatografski vrh (retencijski ¢as 1,05 min). Ker smo za nac¢in MS detekcije izbrali »full
scan«, smo v kromatografskem vrhu posamezne substance dobili ustrezni MS spekter (Slika
13). V »full scan« spektru je prisoten samo en masni vrh; za BPAG-d16 m/z 417,1 in za
BPAG m/z 403,0. Zaradi uporabe negativne ESI ionizacije predstavlja masni pik ion substance
z odcepom vodika ([M-H]). S tem smo potrdili identiteto BPAG in BPAG-d16, saj je
molekulska masa prvega 404 Da, drugega pa 418 Da in se ujema z MS spektroma ([M-H] =
403,0 oz. 417,1) (slikal3).

#1002 -E5Sl Scan [1.050 min] Frag=135.00 BPAGA].d

N #7.1

0.8+
0.6+
0.44
024

i

#1022 -ESl Scan [1.050 min) Frag=135.00 BRAG.d

N 403.0

0.8
0.6+
0.4
024

0

100 120 140 1B0 180 200 220 240 260 280 300 320 340 /0 380 400 420 430 460 480 500 G20 540 SR0 580 GO0
Counts [%] ve Mazs-to-Charge [m/z)

Slika 13: »Full scan« spekter kromatografskega vrha pri retencijskem casu 1,05 min vzorca
BPAG-d16 (zgoraj) in BPAG (spodaj).
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Za dodatno potrditev identitete obeh substanc nam je sluzil »product ion« nacin detekcije, kjer
smo izbrani ion ([M-H]) fragmentirali (slika 14). BPAG je fragmentiral na m/z 227, 212 in
113, pri ¢emer m/z 227 predstavlja BPA (odcep glukuronske kisline od BPAG — 176), m/z 212
dodaten odcep od BPA (-CHj3) in m/z 113 fragment glukuronske kisline (-H, H,O, -CO,).
Fragmentacija BPAG-d16 je potekla na enak nacin, kjer sta nastala znacilna fragmenta m/z
241,1 (BPA-d16, odcep glukuronske kisline od BPAG-d16) in 113 (fragment glukuronske
Kisline).

Na osnovi narejenih LC-MS/MS analiz smo potrdili identiteto BPAG in BPAG-d16. Ob tem
smo dolo¢ili tudi visoko Cistoto posameznega standarda, saj se je pojavil le en kromatografski
vrh pri »full scan« naé¢inu MS detekcije, kar kaze na odsotnost dodatnih spojin v vzorcu
standarda. Hkrati potrjujejo to domnevo tudi MS spektrer kromatografskega vrha, ker je

prisoten samo 1 masni vrh v primeru obeh standardov (slikal3).
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123

Slika 14: »Product ion« spekter kromatografskega vrha pri retencijskem ¢asu 1,05 min vzorca
BPAG-d16 (zgoraj) in BPAG (spodaj).

Pred zacetkom raziskav smo pripravili osnovni raztopini BPAG in BPAG-d16, ki smo ju nato
uporabljali tekom celotne Studije za vrednotenje obsega metabolizma BPA. Z B-glukuronidazo
smo dolocili vsebnost BPAG 0z. BPAG-d16. Prislo je do cepitve glukuronske Kisline, nato
smo dolocili koncentracijo nastalega BPA oz. BPA-d16 preko umeritvene premice obeh
komercialno dostopnih standardov. Cepitev obeh glukuronidov z B-glukuronidazo je pri

izbranih eksperimentalnih pogojih potekla 100%. Na osnovi vrednotenja pri treh razli¢nih
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koncentracijah v treh paralelkah smo dolocili koncentracijo sintetiziranih metabolitov v
osnovni raztopini:

e koncentracija BPAG-d16 je bila5 mM,

e koncentracija BPAG 2 mM.

V okviru diplomske naloge smo za spremljanje nastajanja metabolita BPAG in izginjanja BPA
uporabili ustrezno validirano LC-MS/MS metodo. Razvoj in vrednotenje analizne metode, Ki

je vkljuceval tudi uporabo sintetiziranih standardov ni bil predmet nasega dela.

#104 -ES| MRM Frag=130.0% CID@&20.0 (117.2 > 241.1) p7d
241 112 1.030 203

15
A 1
J5

04

#104 -ES| MRM Frag=130.0% CID@&20.0 (403.2 -» 227.1) p7d
1 112 1.033 203

X104 -ESI MRM Frag=130.0v CID@20.0 (241.2 > 142.1] p7d
24, 112 1777 23

1.5+

0.5+

#104 E5I MRM Frag=130.0v CID@12.0 [227.1 > 212.0] pTd
; 1|2 1.792 23

01 020304050607 0809 1 11121314 15 1617 1813 2 21 22 23 24 25 26
Counts s, Acquisition Time [min)

Slika 15: Kromatogram vzorca inkubata (A=BPAG-d16, B=BPAG, C=BPA-d16, D=BPA).

Na sliki 15 je predstavljen tipicen kromatogram vzorca inkubata z ustreznimi MRM prehod za
vsako od spojin (A=BPAG-d16, B=BPAG, C=BPA-d16, D=BPA). BPAG-d16 je interni
standard za BPAG, BPA-d16 pa za BPA. Zaradi strukturne podobnosti med devterirano in ne-
devterirano molekulo imata oba para tudi podobne retencijske ¢ase (1,030/1,039 min za

metabolita 0z. 1,777/1,792 min za osnovno substanco).
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4.2 Rezultati spremljanja nastajanja BPA-glukuronida v razliénih
organih

Po opravljenih poskusih spremljanja nastajanja glukuronida v razli¢nih organih z uporabo
mikrosomov smo z LC-MS/MS izmerili odzive analitov v vzorcih in s pomoc¢jo umeritvene
premice izra¢unali koncentracije nastalega metabolita v inkubacijski zmesi. Rezultate smo

prikazali v obliki grafov, ki prikazujejo ¢asovni potek metabolizma testirane substance oz.
nastajanje metabolita (slika 16 in slika 17).

Casovni potek upada koncentracije BPA
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Slika 16: Casovni potek upada koncentracije BPA v inkubacijah z jetrnimi, ledviénimi,

¢revesnimi in pljuénimi mikrosomi.
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Casovni potek nastajanja BPAG
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Slika 17: Casovni potek nastajanja BPAG v inkubacijah z jetrnimi, ledviénimi, ¢revesnimi in

plju¢nimi mikrosomi.

Iz grafov je razvidno, da BPAG najhitreje nastaja v jetrih, sledijo ledvice in tanko ¢érevo, v
pljucih metabolizem prakti¢no ne poteka. Namen Casovnega spremljanja metabolizma je bil
dolociti ¢as inkubacije, pri katerem so Se zagotovljeni pogoji linearne kinetike. Za
zagotavljanje pogojev mora v inkubacijski zmesi po ustavitvi reakcije ostati $e najmanj 80%
nespremenjenega substrata (71). Na podlagi tega pogoja smo dolocili ¢ase inkubacij za
nadalnje ugotavljanje kinetike metabolizma na jetrnih, ¢revesnih in ledvi¢nih mikrosomih, ki

so prikazani v tabeli VIII.

4.3 Kinetika nastajanja BPA-glukuronida v razli€nih organih

Z LC-MS/MS smo izmerili odzive metabolita in s pomoc¢jo umeritvene premice izracunali
koncentracije nastalega glukuronida v inkubacijski zmesi. Iz teh koncentracij smo izracunali
hitrosti nastajanja glukuronida tako, da smo koncentracije delili z ustreznim inkubacijskim
Casom (tabela VIII), ki smo ga predhodno dolocili pri ¢asovnem spremljanju nastajanja
glukuronida. Izra¢unane hitrosti smo nato delili Se z maso proteinov v inkubacijski zmesi.
Rezultate smo prikazali v obliki grafov, ki prikazujejo hitrost nastajanja glukuronida testirane

substance v odvisnosti od koncentracije le-te v inkubacijski zmesi.
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Na sliki 18 je predstavljena hitrost nastajanja glukuronida pri razli¢nih koncentracijah BPA v
inkubacijski zmesi. Posamezna tocka je povprec¢na hitrost nastajanja metabolita izmerjena v
treh paralelkah, oznac¢ene so tudi standardne napake meritev. Isti podatki so obdelani tudi s
programom SigmaPlot v okviru katerega smo za prileganje krivulje z metodo najmanj$ih
odklonov uporabili orodje »Enzyme Kinetics Module«. Ob upostevanju racionalnih omejitev
vrednosti Vmax, Ky in Kj smo skozi posamezne tocke prilegali krivuljo, ki sledi Michaelis-

Mentenovi kinetiki, v primeru jeter pa Michaelis-Mentenovi kinetiki s substratno inhibicijo.

Kinetika nastajanja BPAG v mikrosomih razliénih organov
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Slika 18: Kinetika nastajanja metabolita v inkubacijah z jetrnimi, ledvi¢nimi in ¢revesnimi

mikrosomi.

Predvidevali smo, da poteka metabolizem po Michaelis-Mentenovi kinetiki. 1z dobljenih
rezultatov lahko to potrdimo za ledvice in za tanko ¢revo. Pri jetrnih mikrosomih pri vegjih
koncentracijah substrata opazimo manjsi odklon krivulje proti nizji hitrosti, zato sklepamo na
Michaelis-Mentenovo kinetiko s substratno inhibicijo.

Ze iz samih grafov je razvidno, da obstajajo razlike v kinetiki konjugiranja BPA med
mikrosomi razli¢nih organov. Metabolizem BPA poteka najbolj aktivno v jetrnih mikrosomih,
pocasneje v ledviénih mikrosomih in najpocasneje v crevesnih mikrosomih. Vrednosti za

Vmax, Km 1IN Kjsmo izracunali z metodo najmanjsih odklonov, uporabili smo orodje »Enzyme

54



Petra Turk - Diplomsko delo 4. REZULTATI IN RAZPRAVA

Kinetics Module«. Intrinzi¢ni o€istek in intrinzi¢ni o€istek organa smo izracunali po formulah

navedenih v uvodu (enacba 8, 10). Za vse vrednosti smo izracunali tudi standardno napako.

Tabela XVII: Izracunani parametri encimske Kinetike in ocistki.

ledvi¢ni mikrosomi ¢revesni mikrosomi jetrni mikrosomi
tip kinetike Michaelis-Menten Michaelis-Menten Michaelis-’\/le-nt-eris
substratno inhibicijo
izracuni vrednost (SE) vrednost (SE) vrednost (SE)
Vmax[nmol/min/mg] 48 (0,2 1,4 (0,1 85 (04)
Km [umol/L] 119,2  (9,6) 58,4 (7,8) 89 (08)
Ki [umol/L] 4303,0 (914,6)
Ciint [ML/min/mg] 0,040 (0,003) 0,024  (0,32) 0,95 (0,10)
Clint,o [mL/min/kg] 8,0 (0,8 21 (0,3) 856,8 (88,2)

Vrednosti v tabeli so predstavljene kot srednja vrednost (standardna napaka).

Vidimo, da imajo jetra dale¢ najvecji intrinzi¢ni ocistek, sledijo ledvice in tanko c¢revo. Z
izraGunom ocistka posameznega organa smo ugotovljeno sposobnost organov za metabolizem
BPA prenesli v realne fizioloske pogoje. Tabela XVII prikazuje tudi primerjavo vrednosti
intrinzi¢nega ocistka (Cliy) in intrinziénega ocistka ekstrapoliranega na celoten organ (Cliy,).

Po pricakovanjih smo izracunali, da imajo jetra najve¢ji prispevek k metabolizmu BPA,
sledijo ledvice in nato $e tanko ¢revo. Iz primerjave dobljenih rezultatov vidimo, da imajo
jetra ve¢ kot 200-krat vecji intinzi¢ni o¢istek v primerjavi s tankim ¢revesjem. To pomeni, da
je prispevek slednjega zanemarljivo majhen pri obseznem predsistemskem metabolizmu BPA
(31). Do danes je znano, da se BPA pri ¢loveku v najvecji meri glukuronidira z jetrnimi
mikrosomi z izoencimom UGT2B15 (12). UGT2B15 se v glavnem nahaja v jetrih, poziralniku
in prostati (35). Razlog v tako velikem prispevku jeter k metabolizmu BPA je tudi ta, da imajo
jetra precej vecjo vsebnost mikrosomskih encimov. V jetrih imamo 45 mg proteinov na gram
tkiva, medtem ko imamo na primer v ¢revesju 3 mg proteinov na gram tkiva. (69). Ker BPA-
glukuronid nima ve¢ estrogenske aktivnosti, lahko reCemo, da so jetra glavni organ za

detoksifikacijo BPA (32).

55




Petra Turk - Diplomsko delo 4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.4 Vpliv polimorfizma UGT1A1*28 na kinetiko nastajanja BPA-

glukuronida z mikrosomi, genotipiziranimi za ta encim.

Na sliki 19 je predstavljena hitrost nastajanja glukuronida pri razli¢nih koncentracijah BPA v
inkubacijski zmesi z genotipiziranimi jetrnimi mikrosomi. Posamezna toc¢ka je povprecna
hitrost nastajanja metabolita izmerjena v treh paralelkah, oznacene so tudi standardne napake
meritev. Isti podatki so obdelani s programom SigmaPlot. Ob upoStevanju racionalnih
omejitev vrednosti Vmax, Km in K; smo skozi posamezne tocke prilegali krivuljo, ki sledi

Michaelis-Mentenovi kinetiki s substratno inhibicijo.

Kinetika nastajanja BPAG v jetrnih mikrosomih genotipiziranih
zaUGT1A1*28
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Slika 19: Kinetika nastajanja metabolita v inkubacijah z genotipiziranimi jetrnimi mikrosomi.

Iz grafov vidimo, da so prisotne razlike v kinetiki konjugiranja BPA med mikrosomi razli¢nih
genotipov  UGT1Al. Najpocasnejsi presnavljalci so homozigoti z genotipom UGTI1AL
*28/*28, sledijo jim heterozigoti z genotipom UGT1AL1*1/*28, najviSje koncentracije
metabolitov in s tem najhitrejSo presnovo BPA dosegajo homozigoti z genotipom
UGT1AL1*1/*1.

V tabeli XVIII so prikazani izraCunani parametri encimske kinetike in ocistki. Za izracun
parametrov Vyax, Km in Kj smo uporabili metodo najmanjsih odklonov, uporabili smo orodje

»Enzyme Kinetics Module«. Intrinzi¢ni o€istek in intrinzi¢ni o¢istek organa smo izracunali po
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formulah navedenih v uvodu (enacba 8, 10). Za vse vrednosti smo izrac¢unali tudi standardno

napako.

Tabela XVIII: Izracunani parametri encimske kinetike in ocistki

UGT1Al *1/*1 UGT1A1 *1/*28 UGT1Al *28/*28
tip inetike Michaelis-Mentens | Michaelis-Menten s Michaelis-Menten s
substratno inhibicijo | substratno inhibicijo substratno inhibicijo
izraCuni vrednost (SE) vrednost (SE) vrednost (SE)
Vmax[nmol/min/mg] 16,2 (0,9 120 (0,5 3,4 0,1)
K [wmol/L] 131 (1,1) 10,0  (0,9) 106  (0,9)
Ki [umol/L] 4550 (121,5) 3651 (89,1) 2219 (36,6)
Clint [mL/min/mg] 1,24 (0,12) 1,19 (0,12) 0,32  (0,03)
Clinto [ML/min/kg] | 11126 (105,1) 1074,7  (111,9) 2844  (27,6)

Vrednosti v tabeli so predstavljene kot srednja vrednost (standardna napaka).

Vrednosti Ky, so pri vseh treh genotipih podobne, ne opazimo vecjih razlik. Vma se ne
razlikuje bistveno pri genotipu UGT1A1*1/*1 in genotipu UGT1A1*1/*28, pri genotipu
UGT1A1 *28/*28 je Vmax izrazito manjsa. Pri genotipu UGT1A1*1/*1 smo dolo€ili najvisji
oCistek. Torej prihaja pri teh homozigotih do najhitrejSega konjugiranja BPA z glukuronsko
kislino, kar pomeni hitrej$e pretvarjanje BPA v bolj polarno obliko in s tem hitrej$e izlocanje
iz telesa. Pri heterezogitih smo dolocili malenkost nizji o¢istek in nizjo Vmax, vendar razlika ni
izrazita. Pri genotipu UGT1A1 *28/*28 zasledimo najmanjsi ocistek, Ki je tudi zna¢ilno manjsi
od prejsnjih dveh (slika 20).
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Slika 20: Prikaz intrinzi¢nega ocistka BPA z ¢loveskimi jetrnimi mikrosomi genotipiziranimi

za UGT1A1*28 polimorfizem. Statisti¢no znacilno razliko predstavlja p < 0,05.

Tudi vizualni pregled grafov (slika 19) nam nakazuje pricakovane rezultate, kot jih pokaze
primerjava izracunanih oc€istkov (slika 20). Pri vec¢jih koncentracijah BPA opazimo man;jsi
odklon krivulje proti nizji hitrosti. Zato smo tudi sklepali, da gre v tem primeru za Michaelis-
Mentenovo kinetiko s substratno inhibicijo. Iz teh razlogov smo v tej diplomski nalogi
uporabili model, ki se po vizualni oceni najbolje prilega prikazani kinetiki. Seveda obstaja
moznost, da nase domneve niso Cisto pravilne, na tem podro¢ju namre¢ ni bilo narejene
Studije, ki bi dovolj dobro preucila glukuronidiranje BPA preko encima UGT1Al in podala

model, ki natan¢no opredeljuje kinetiko.

Za statisti¢no potrditev ali ovrzbo nasih domnev smo naredili Z-test. Ugotavljali smo razlike
med o¢istki (tabela X1X). Ce se rezultati razlikujejo veé kot je doloena vrednost Z-tabelari¢na
(v nasem primeru 1,96) gre za statisticno znacilno razli¢ne ocistke, ¢e pa je Z-eksp. manjsi od

1,96, pa razlika med ocistki ni signifikantna.
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Tabela XIX: Primerjava izracunanih Z vrednosti Cline in Clino med razlicnimi genotipi pri
polimorfizmu UGT1A1*28.

Clint [ml/min/mg] Clint o [mI/min/kg]
Zeksp p vrednost Zeksp p vrednost
*1/*1 v primerjavi z
0,247 0,402 0,247 0,402
*1/*28
*1/*28 v primerjavi z
6,889 < 0,001 6,889 < 0,001
*28/*28
*1/*1 v primerjavi z
7,619 < 0,001 7,619 < 0,001
*28/*28

Z- tabelari¢na je 1,96

Ko smo primerjali ocistka pri genotipu UGT1A1l *1/*1 in genotipu UGT1A1*/28 smo
ugotovili, da se signifikatno ne razlikujeta. Pri ostalih dveh primerjavah, primerjavi
UGT1A1*1/*28 z UGT1A1 *28/*28 in pri primerjavi UGT1Al *1/*1 z UGT1A1 *28/*28 pa

smo ugotovili, da se o€istka (intrinzi¢i in intrinzi¢ni o€istek organa) signifikantno razlikujeta.

Vzrok za to lahko najdemo v dedovanju, genetski polimorfizem UGT1A1*28 se namreé
deduje avtosomno recesivno in imajo zato samo homozigoti z genotipom UGT1Al *28/*28
zmanjSano sposobnost glukuronidiranja (72). Heterozigoti pa dosegajo vrednosti o€istka blizu
vrednostim homozigotov z genotipom UGT1A1 *1/*1. Za potrditev naSe ugotovitve bi bilo
smiselno izvesti klini¢no S$tudijo, kjer bi posameznike razdelili v tri skupine glede na
polimorfizem UGT1A1*28 in ugotavljati njihovo sposobnost metabolizma BPA.

Nase ugotovitve so vsekakor pomembne, $e posebno glede na precej frekventno motnjo -
Gilbertov sindrom, ki je neposredna posledica polimorfizma UGT1A1*28. Pojavlja se kar pri
3-10% populacije. Najpogostejsi je med Africani, kjer nastopa s frekvenco 36%, precej pogost
je tudi pri Zahodnih Evropejcih z 10-13%, redkejsi pri Azijcih, kjer je povpre¢na pojavnost
sindroma 3% (44). Ob upoStevanju, da je pri tej motnji zmanjSana ekspresija UGT1AT na 20
do 30% normalne vrednosti je zaskrbljujoCe predvsem dejstvo, da je prav tako zmanj$an

metabolizem toksi¢nih substanc, tudi BPA. Zmanjsan obseg metabolizma oz. detoksifikacije
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ima lahko za posledico vecje tveganje za nastanek toksi¢nih ucinkov BPA. Mednje spadajo:
motnje metabolizma, reprodukcije, vecja pojavnost motenj endokrinega sistema in rakavih
obolenj. Izpostavljenost BPA predstavlja groznjo za splo$no zdravje ljudi, saj so ga uspeli

povezati ze z zelo razli¢nimi tipi bolezni (kardiovaskularne, debelost, sladkorna bolezen, rak

prostate in dojke, neplodnost, razli¢ne nevroloske bolezni) (16, 26).
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5. SKLEPI

1. Sintetizirali in okarakterizirali smo BPA-glukuronid in BPA-d16-glukuronid za
potrebe analitike, saj nobeden od njih ni komercialno dostopen.

2. Ugotovili smo, da so jetra glavni organ odgovoren za metabolizem BPA. Sledijo
ledvice in nato Se tanko ¢revo. Pri jetrnih mikrosomih smo ugotovili, da metabolizem
poteka po Michaelis-Mentenovi Kinetiki s substratno inhibicijo, pri ledvicah in tankem
¢revesju po Michaelis-Mentenovi kinetiki. V pljucih glukuronidacija ni potekala.

3. Z uporabo genotipiziranih jetrnih mikrosomov za polimorfizem UGT1A1*28 smo

ugotovili, da ta polimorfizem pomembno vpliva na hitrost glukuronidiranja BPA z

evee

ey

dosegajo vrednosti intrinziénega ocistka blizu vrednosti homozigotov z genotipom
UGT1A1 *1/*1.

4. Na osnovi rezultatov predvidevamo, da polimorfizem UGT1A1*28 in s tem
spremenjena metabolna aktivnost lahko vpliva na potencialno toksi¢nost BPA.
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