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POVZETEK

Bisfenoli in parabeni so hormonski motilci, ki jih zelo pogosto najdemo v izdelkih za
vsakdanjo uporabo. Bisfenoli se zaradi ugodnih lastnosti uporabljajo predvsem pri izdelavi
plastike, parabeni pa se zaradi protimikrobnih lastnosti v najveéji meri uporabljajo v
kozmeti¢nih izdelkih. Zaradi Siroke in pogoste uporabe smo jim izpostavljeni v
vsakdanjem zivljenju, vendar le v nizkih koncentracijah. Po drugi strani pa vedno vec in
vitro in in vivo $tudij poroca, da lahko ze zelo nizke koncentracije nekaterih preiskovanih
spojin preko razli¢nih mehanizmov in tar¢ motijo delovanje hormonskega sistema, in tako
izkazuje moznost, da negativno vplivajo na nase zdravje. Najpogostejsi mehanizem
delovanja hormonskih motilcev zajema interakcije z receptorjem oz. interakcije na ravni
delovanja endogenih hormonov. Bisfenol A in parabeni delujejo kot Sibki estrogeni,
rezultati novejsih Studij kazejo, da delujejo tudi antiandrogensko. Zelo malo pa je znanega
o njihovem vplivu na glukokortikoidni sistem. Slednje velja tudi za analoge bisfenola A, ki

so glede delovanja precej manj ali pa sploh niso raziskani.

Glavna naloga naSe raziskave je bila proucevanje uclinkov nekaterih bisfenolov in
parabenov na androgenskih (AR) in glukokortikoidnih (GR) receptorjih. Kot modelni
sistem za ugotavljanje u¢inkov smo uporabili celi¢no linijjo MDA-kb2, ki izraZza AR in GR
in omogoca dolocanje ucinkov na vsakem receptorju posebej, z razlikovanjem
agonisti¢nega in antagonisti¢nega uéinka spojin. Na zacetku eksperimentalnega dela smo s
pomocjo metabolnega testa dolocili ali je katera preiskovana spojina v prvotno izbrani
koncentraciji, tj. 50 pM, citotoksi¢na. Spojine, ki so bile pri tej koncentraciji citotoksi¢ne
ali so se obarjale v gojitvenem mediju, smo testirali v nizjih koncentracijah. Tako smo
testirali bisfenol A (BPA), bisfenol AF (BPAF) in bisfenol C (BPC) pri 10 uM, 4,4'-
sulfonil-bis(2-metilfenol) (dBPS), 4,4'-tiodifenol (TIO), propilparaben (PrPB) in
butilparaben (BuPB) pa pri 25 uM. Ostale preiskovane spojine, bisfenol F (BPF), bisfenol
S (BPS), bisfenol Z (BPZ), bis[4-(2-hidroksietoksi)fenil|sulfon (BHEPS), metilparaben
(MePB) in etilparaben (EtPB), pa smo testirali pri prvotno izbrani koncentraciji, tj. 50 uM.
Za dolocanje ucinkov na AR in GR smo uporabili in vitro presejalni luciferazni test, ki
temelji na aktivaciji transkripcije gena za luciferazo. Inducibilno izraZanje reporterskega
gena za luciferazo je uravnavano s promotorskim zaporedjem, na katero se veze AR oz.
GR v obliki kompleksa z ligandom, kar predstavlja transkripcijski faktor. Rezultati nasega

eksperimentalnega dela so pokazali, da vse preiskovane spojine izkazujejo ucinek na AR
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in/ali GR. Nobena preiskovana spojina ne deluje agonisticno na AR, pri vseh, razen pri
BHEPS, PrPB in BuPB, pa smo na AR zaznali signifikanten antagonisti¢en ucinek. EtPB,
PrPB in BuPB so dosegli agonistic¢en u¢inek na GR, signifikanten antagonisti¢en ucinek na
GR pa je dosegel le BPZ. BPF, BHEPS in TIO ter BuPB pa so signifikantno povecali
ucinek hidrokortizona pri testiranju antagonisti¢nega delovanja spojin na GR. Preiskovane
spojine so povzroc€ile opisane signifikantne ucinke pri dokaj visokih koncentracijah, ki bi
jim bili zaradi nizkih dnevnih vnosov lahko le izjemoma izpostavljeni. Zavedati pa se
moramo potencialne nevarnosti, ki jo lahko predstavlja tudi izpostavljenost majhnim

odmerkom.

Rezultati nasega eksperimentalnega dela opravicujejo potrebo po nadaljnjem raziskovanju
delovanja parabenov, bisfenola A in njegovih analogov na hormonski sistem. Za popolno
ovrednotenje tveganja, ki ga za zdravje ljudi predstavljajo preiskovane spojine, bo treba

izvesti Se veliko in vitro in in vivo ter tudi epidemioloskih Studi;.
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ABSTRACT

Bisphenols and parabens are endocrine disruptors that are commonly found in products for
everyday use. The properties of bisphenols are ideal for the manufacture of plastics and
parabens with their antimicrobial properties are mainly used in cosmetic products. Due to
their wide and frequent use we are exposed to them in everyday life, but only in low
concentrations. However, an increasing number of in vitro and in vivo studies report that
even very low concentrations of some of the studied compounds interfere with the
hormonal system and possibly have a negative effect on human health, acting via different
mechanisms and targets. The most common action mechanism of endocrine disruptors
includes interactions with the receptor or interactions with the endogenous hormones
functioning. Bisphenol A and parabens act as weak estrogens, with the results of recent
studies suggesting that they also act as antiandrogens. Very little is known about their
effects on the glucocorticoid system. The same goes for the bisphenol A analogues, the

functioning of which has been studied to a lesser extent or not at all.

The main objective of this study was to determine the effects of some bisphenols and
parabens on the androgen (AR) and glucocorticoid (GR) receptors. The model system used
to understand the effects was cell line MDA-kb2, which expresses both the AR and GR,
and allows the determination of effects on the receptors, with the distinction between
agonistic and antagonistic effect of the compounds. At the beginning of the experiment a
MTS metabolic test was carried out to discover, whether any of the investigated
compounds were cytotoxic in the original concentration, i.e. 50 pM. Some compounds,
which were proven to be cytotoxic or inadequate due to the precipitation of compounds in
the culture medium, were tested at lower concetrations. Such compounds were bisphenol A
(BPA), bisphenol AF (BPAF) and bisphenol C (BPC), which were tested at 10 uM, and
4,4'-sulphonyl-bis(2-methylphenol) (dBPS), 4,4'-thiodiphenol (TIO), propylparaben
(PrPB) and butylparaben (BuPB), which were tested at 25 pM. Bisphenol F (BPF),
bisphenol S (BPS), bisphenol Z (BPZ), bis[4-(2-hydroxyethoxy)phenyl]sulfone (BHEPS),
methylparaben (MePB) and ethylparaben (EtPB) were tested at 50 uM. To determine the
effects on AR and GR the luciferase in vitro screening test was used, which is based on the

activation of transcription. Induced reporter gene expression for luciferase is controlled by
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the promoter sequence to which AR or GR binds to in the complex form with a ligand,
which is a transcription factor. The results of our experimental work suggest that all tested
compounds show the effect on AR and/or GR. None of the investigated compounds work
agonistically on AR and all except BHEPS, PrPB and BuPB, were discovered to have a
significant antagonistic effect on the AR. EtPB, PrPB and BuPB reached an agonistic
effect on GR and only BPZ reached a significant antagonistic effect on GR. BPF, BHEPS,
TIO and BuPB have significantly increased the effect of the hydrocortisone in the
antagonistic action of the tested compounds on the GR. Investigated compounds caused
described significant effects in relatively high concentrations; due to low daily intakes the
exposition of humans to these concentrations is not likely. However, the potential hazard

of exposure to small doses must not be overlooked.

The results of our experimental work justify the need for further studying of parabens,
bisphenol A and its analogues on the hormonal system. Many more in vitro and in vivo
studies as well as epidemiological studies have to be performed before the risks of the

studied compounds to human health can be fully assessed.
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1 UVOD

1.1 HORMONSKI MOTILCI

V zadnjem Casu so za znanstvenike in $irSo javnost posebej zanimive spojine, ki izkazujejo
vpliv na hormonski sistem, saj ta skupaj z zivénim sistemom predstavlja glavni regulatorni
mehanizem za Stevilne kljuéne funkcije v telesu Cloveka in zivali. Hormonski motilci
(HM) so eksogene snovi, ki motijo sintezo, spros¢anje, transport, vezavo, delovanje in/ali
eliminacijo organizmu lastnih hormonov, kateri so odgovorni za vzdrzevanje homeostaze,
razmnozevanje, rast in razvoj (1). HM torej prek razlicnih mehanizmov spremenijo
delovanje hormonskega sistema in so lahko posledi¢no zdravju Skodljivi. Najpogostejsi
mehanizem delovanja HM zajema interakcije z receptorjem oz. interakcije na nivoju
delovanja endogenih hormonov. Tako se v telesu vezejo na receptor in izzovejo njegov
odziv (agonisti¢no delovanje) ali pa samo zasedejo vezavno mesto endogenemu hormonu
in s tem preprecijo njegovo delovanje (antagonisticno delovanje). Receptorske tarce
zajemajo estrogenske (ER), androgenske (AR), progesteronske, glukokortikoidne (GR),
mineralokortikoidne, tiroidne, retinoidne in arilne ogljikovodikove (ARH) receptorje ter s
peroksisomskim proliferatorjem aktivirani receptor gama (PPARY). NovejSa dognanja
kazejo, da HM ne delujejo samo na jedrne receptorje, temvec tudi na steroidne nejedrne
receptorje in nesteroidne receptorje, kot so serotoninski, dopaminski in noradrenalinski

receptorji (2, 3).

Zacetnik problematike HM je dietilstilbestrol, ki se je sredi 20. stoletja uporabljal za
preprecevanje splava med rizicno nose¢nostjo in ga je FDA pozneje umaknila iz trziSca,
ker je pri potomkah, ki so mu bile izpostavljene med razvojem v maternici, povzrocal
ve¢jo incidenco vaginalnega tumorja. Skupina HM je zelo heterogena, nimajo veliko
skupnih strukturnih in tako tudi ne fizikalno kemijskih lastnosti. Skupno jim je le, da so
lipofilni, nekateri so sposobni tudi bioakumulacije in da so vsesplo$no prisotni v nizkih
koncentracijah. Pogosto vsebujejo fenolno in halogensko funkcionalno skupino (2). Lahko
so naravnega ali sinteznega izvora. Slednji prehajajo v okolje prek fekalnih vod iz

gospodinjstev, industrijskih obratov in kmetijske dejavnosti. Stevilni sodijo tudi med

zdravilne u¢inkovine; najbolj razsirjeni med njimi so peroralni kontraceptivi. Obstajajo pa
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Se sintezni hormoni, ki se uporabljajo v terapiji neplodnosti in hormonski nadomestni
terapiji. Tudi naravni hormoni, ki pridejo v okolje v konjugirani obliki kot presnovni
produkti in se v njem s pomo¢jo mikroorganizmov dekonjugirajo, se v organizmih, ki
pridejo v stik z njimi, obnasajo kot HM. Med HM so pogoste kemikalije, ki jih uvr§¢amo
med pesticide (npr. diklorodifeniltrikloroetan) in fungicide (npr. vinklozolin) ter
industrijske kemikalije, kot so bisfenoli, ftalati, poliklorirani bifenili, dioksini,

polibromirani difenilni etri, policikli¢ni aromatski ogljikovodiki in alkilfenoli (2, 3).

Uc¢inki HM se izrazijo v razliénih tarénih tkivih, ki izkazujejo ekspresijo receptorjev
odzivnih na hormone, vklju¢ujo¢ predvsem mozgane, hipotalamus, hipofizo, Scitnico,
trebusno slinavko, mas¢obno tkivo, prostato in moda pri moskih ter mle¢ne Zleze, jajcnike
in maternico pri zenskah. /n vitro in in vivo ter epidemioloske Studije kazejo na to, da lahko
HM povzrocijo debelost, sladkorno bolezen tipa 2, prezgodnjo puberteto, neplodnost,
abnormalnosti reproduktivnega trakta (npr. policisticni ovarijski sindrom, testikularni
disgenezni sindrom) in spontan splav ter rakava obolenja, med katerimi velja izpostaviti

raka dojke, jajénikov, maternice ter prostate in mod (2, 3).

Zdravstvene tezave, ki se pojavijo zaradi izpostavljenosti HM, so odvisne od Stevilnih
faktorjev. Eden pomembnejsih je ¢as oz. faza razvoja, v katerem smo izpostavljeni HM.
Clovek je najbolj ob&utljiv in dovzeten za vplive HM v embrionalni in fetalni fazi razvoja
ter v zgodnjem otroStvu. TeZave pa se navadno izrazijo Sele v odrasli dobi (2, 4, 5). Lahko
pa vplivajo tudi na naslednje generacije. Pomemben faktor je tudi Casovno trajanje
izpostavljenosti, ¢eprav smo praviloma nizkim koncentracijam HM izpostavljeni kroni¢no.
Krivulja odmerek-odziv ima pri ve¢ini HM obliko ¢rke »U« ali obrnjene ¢rke »U«. Zato so
nizki odmerki lahko Se bolj Skodljivi kot visoki. Poleg tega igra pomembno vlogo tudi
dejstvo, da clovek ni nikoli izpostavljen le enemu HM, temve¢ so ti prisotni v razli¢nih

kombinacijah, ki pa lahko delujejo celo aditivno ali sinergisti¢no (2, 3).

Z uporabo in vitro in in vivo testov so dolocili vecje Stevilo spojin, ki delujejo kot HM.
Obstaja kar nekaj primerov, kjer nezZeleni endokrini ucinki in tudi znaki reproduktivne
toksi¢nosti pri pticah in sesalcih sovpadajo z visokimi koncentracijami oz. z
izpostavljenostjo antropogenim spojinam, ki so se v dolocenih testnih sistemih ze izkazale
kot HM. Tako obstaja verjetnost povezave med izpostavljenostjo nizkim koncentracijam
spojin, ki posnemajo delovanje hormonskega sistema in vedno pogostej$imi zdravstvenimi

tezavami ljudi, kot so npr. spermatogenetska disfunkcija, nepravilen spust testisov,



malformacije penisa in rak mod ter dojk (6). Glavni vprasanji sta Se zmeraj, ali lahko
onesnazevala, ki se v okolju pojavljajo v nizkih koncentracijah, vplivajo na zdravje ljudi in
kakSen je morebiten vpliv (7). V zadnji letih so razlicne mednarodne skupine, nacionalne
agencije in znanstvena zdruzenja pregledala znane podatke raziskav s podro¢ja HM in

zakljucila naslednje:

— interakcija spojine s hormonskim sistemom predstavlja mehanizem za mozne

ucinke, vendar to Se ne pomeni, da so ti nezeleni,

— povezava med HM pri koncentracijah, v katerih so prisotni v okolju, in zdravjem

ljudi Se ni dokazana,
— ljudje so v vecji meri izpostavljeni naravnim fitoestrogenom kot sinteznim HM,

— obstaja moznost povezave med HM v koncentracijah prisotnih v okolju in

reproduktivnimi u€inki na zivalih,

— obstaja dokaz za povezavo med visokimi lokalnimi koncentracijami v okolju in

reproduktivnimi u€inki na zivalih in

— potrebno je nadaljnje znanstveno delo na tem podrocju (7).

1.1.1 VALIDIRANI TESTI ZA DOLOCANJE VPLIVA SPOJIN NA
HORMONSKI SISTEM

Znanstvenike in tudi SirSo javnost vedno bolj zaposluje vprasanje ali lahko razli¢ne spojine
(naravne in antropogene), ki se pojavljajo v okolju, izzovejo nezelene ucinke na
endokrinem sistemu. Zaradi Stevil¢nosti in raznolikosti teh spojin je potrebno za dolocitev
njihovih uéinkov postaviti strategije testiranja in uvesti ustrezne validirane testne metode.
Tako je organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj OECD (angl. Economic Co-
operation and Development) Ze leta 1998 ustanovila specificno delovno skupino EDTA
(angl. Endocrine Disrupter Testing and Assessment Task Force), katere naloga je, da
vzpostavlja smernice ter validira presejalne in potrditvene teste, s katerimi lahko ocenimo
delovanje spojin kot HM (6). Sprejela je strategijo stopenjskega testiranja ter sistem testov,

ki so po zahtevnosti metode in moc¢i dokaza, razdeljeni na pet ravni:



— 1. raven: sortiranje oz. razvrS¢anje velikega Stevila spojin po pomembnosti z
uporabo ze obstoje¢ih podatkov, predstavlja hitro in poceni zacetno orodje
raziskave (npr. fizikalno-kemijske lastnosti, podatki izpostavljenosti, in silico

Studije),

— 2. raven: in vitro presejalni testi, ki bi lahko pojasnili mehanizem delovanja
potencialnega HM, vkljucene so Studije (kvantitativnih) razmerij med strukturo in
aktivnostjo (npr. test vezave na receptor, test aktivacije transkripcije, test

proliferacije, QSAR model),

— 3. raven: in vivo presejalni testi za ugotavljane specifi¢ne endokrine aktivnosti (npr.
uterotropni test, Hershbergerjev test, test na samicah zetov (spiggin), test

vitelogenina),

— 4. raven: in vivo testi namenjeni doloCanju stranskih ucinkov v razli¢nih
hormonskih sistemih, zaznajo se tudi ucinki, ki niso vezani na hormonski sistem

(npr. posodobljeni OECD 407 test, histopatoloski test endokrinih Zlez) ter

— 5. raven: in vivo testi endokrinih in ostalih ucinkov, narejeni na eni ali dveh

generacijah zivali (ptice, ribe), rezultati so uporabni za oceno tveganja (4, 7).

Princip strategije je ta, da se s pomocjo in vitro in kratkotrajnih in vivo testov (1., 2. in 3.
raven) doloci spojine, ki jih je smiselno uvrstiti v dolgotrajne Studije dolo¢anja stranskih
ucinkov, katere so osnova za oceno tveganja (4. in 5. raven). Za celovito kon¢no oceno
posamezne spojine glede tveganja, ki ga predstavlja za zdravje ljudi, so potrebni e podatki

biomonitoringa in podatki glede izpostavljenosti tej spojini.

In vitro presejalni test za doloCanje ucinkov na AR in GR, ki smo ga uporabili v nasi
diplomski nalogi, sloni na aktivaciji transkripcije in sodi v skupino testov iz 2. OECD
nivoja. Test, ki smo ga uporabili, ni uradno validiran, vendar OECD do zdaj Se ni validirala

nobenega in vitro testa za doloCanje ucinkov na GR.

1.2 HORMONSKI SISTEM

Hormonski oz. endokrini sistem predstavljajo Zleze z notranjim izlo¢anjem, ki v kri

izlo¢ajo kemijske obvesCevalne snovi — hormone. Slednji se po krvi prenesejo do ciljnih



celic, v katerih povzrocijo fizioloski u¢inek. Hormoni uravnavajo procese v notranjem
okolju organizma, vplivajo na vedenje ¢loveka, prilagajanje na zunanje okolje ter imajo
kljuéni pomen pri razvoju, rasti in razmnozevanju. Nekateri vplivajo samo na dolo¢ena
tar¢na tkiva oz. celice, nekateri pa vplivajo na ve¢ razli¢nih tipov celic v telesu. Hkrati
lahko na celico deluje ve¢ hormonov, ucinek je lahko dopolnjujoc, nasprotujo¢ ali
permisiven. Tar¢ne celice imajo v glavnem vec tisoC receptorjev in vsak je specificen za
svoj hormon (8). Po kemijski strukturi jih v grobem razdelimo v tri razrede: polipeptidne
oz. proteinske hormone (npr. adrenokortikotropni hormon, oksitocin, prolaktin, folikle
stimulirajo¢i hormon, luteotropni hormon), derivate tirozina (adrenalin, noradrenalin,
tiroksin, trijodtironin) in steroidne hormone (npr. estradiol, progesteron, testosteron,

aldosteron, kortizol) (8).

Pogoj za delovanje hormona je, da se ta veZe s specifiénim receptorjem tarcéne celice. Ta
vezava pa v glavnem sprozi zaporedje reakcij, kjer je vsaka naslednja stopnja aktivacijsko
mocnej$a. Zaradi tega imajo Ze zelo majhne koncentracije hormona velik u¢inek. Zato so
tudi koncentracije hormonov v krvi zelo majhne (pikogram do najve¢ nekaj mikrogramov

na mililiter) (8).

Tako imenovana povratna zanka predstavlja osnovni mehanizem kontrole delovanja
hormonov in tako skrbi za stanje homeostaze v organizmu. V vecini primerov poteka
kontrola po principu negativne povratne zanke, ki prepreCuje prekomerno aktivnost
endokrinega sistema in s tem zagotavlja primerno koli¢ino hormonov v dolo¢enem tkivu.
Negativna povratna zanka deluje tako, da hormon sam ali produkt njegovega delovanja
zavre nadaljnje izloCanje prvega. Primer slednjega je kontrola izlo¢anja hormonov na osi
hipotalamus-hipofiza-§€itnica. V nekaterih primerih pa gre za pozitivno povratno zanko

(npr. oksitocin pri porodu) (8, 9).

1.2.1 STEROIDNI HORMONI

Steroidni hormoni so derivati holesterola in so si strukturno zelo podobni.
Ciklopentanofenantrenski obro¢ predstavlja pri vseh osrednji del, se pa razlikujejo po
Stevilu in polozaju dvojnih vezi ter Stevilu in vrsti funkcionalnih skupin. Nimajo niti kislih
niti bazi¢nih lastnosti z izjemo estradiola, ki je zaradi fenolne skupine na obrocu A rahlo

kisel. So zelo lipofilne molekule in zaradi tega zlahka prehajajo celiéne membrane (10).



Steroidni hormoni se navadno sintetizirajo iz holesterola. Njihova zaloga v proizvajajoc¢ih
celicah je majhna, se pa po potrebi hitro sintetizirajo iz holesterolnih estrov, ki se takoj po
stimulusu mobilizirajo iz vakuol. Vecina holesterola za sintezo pa pride v celico iz plazme.
Steroidi nastajajo v razli¢nih tkivih, v glavnem pa v nadledvi¢nih in spolnih Zlezah, pri

¢emer sodelujejo Stevilni encimi (8).

Zaradi lipofilnosti se po krvi do tarénih celic prenesejo vezani na transportne proteine.
Navadno jih manj kot 10 % obstaja v plazmi v prosti obliki. Steroidni hormoni prehajajo v
celico z difuzijo ali s prenaSalci. V glavnem delujejo tako, da se v celici vezejo na
receptorje, ki so locirani v jedru ali citosolu, z njimi tvorijo komplekse, ki se vezZejo na
DNA (na hormonsko odziven element — HRE) in tako uravnavajo izrazanje ustreznih
genov. Poleg dolgoroCnega delovanja prek sinteze proteinov lahko delujejo tudi hitro in
kratkoroc¢no, in sicer tako, da prek membransko vezanih receptorjev sprozijo nastanek
sekundarnih prenasSalcev (npr. cAMP). Njihovo negenomsko delovanje zajema tudi

interakcije z ionskimi kanalcki in receptorji za rastne dejavnike (11).

Kljub zelo podobni strukturi imajo razli¢no fiziolosko vlogo. Glede na to, na katere
receptorje se vezejo in kakSni so njihovi ucinki, steroidne hormone razdelimo v
glukokortikoide, mineralokortikoide, vitamin D, estrogene, progestagene in androgene. V
nadaljevanju se bomo osredotocili na androgenski in glukokortikoidni sistem oz.
androgene in glukokortikoide, njihov prevladujo¢ mehanizem delovanja (prek jedrnih

receptorjev) in njihove fizioloske ucinke.

1.2.2 MEHANIZEM DELOVANIJA ANDROGENOV IN
GLUKOKORTIKOIDOV PREK JEDRNIH RECEPTORJEV

Androgeni in glukokortikoidi v glavnem delujejo na ravni prepisovanja tar¢nih genov prek
ustreznih znotrajceli¢nih receptorjev, tako imenovanih jedrnih receptorjev. V odsotnosti
liganda so AR in GR locirani v citoplazmi. Ko se specificen ligand veZze na AR oz. GR, ta
z vezanim ligandom potuje v jedro, kjer se obicajno v obliki dimera veze na ustrezen HRE

DNA in vpliva na izrazanje genov (12).

Jedrni receptorji so od ligandov odvisni transkripcijski faktorji, ki uravnavajo specifi¢no

izrazanje tar¢nih genov, vkljucenih v metabolizem, reprodukcijo in razvoj. NaddruZina



jedrnih receptorjev je skupina 48 receptorjev. Glede na ligande, ki se veZejo nanje, jih
razdelimo v tri podrazrede. V prvi razred uvrS¢amo receptorje, ki veZejo steroidne
hormone. V drugi razred uvr§¢amo tiroidni, retinoidni, s peroksisomskim proliferatorjem
aktivirani receptor gama (PPARY) in arilni ogljikovodikov receptor (ARH) ter receptor za
vitamin D. V tretjem razredu so receptorji sirote, katerih endogeni ligandi $e niso poznani.

AR in GR spadajo v prvi razred (12).

Jedrni receptorji vsebujejo karakteristicne regije s to¢no dolo¢enimi funkcijami. Gre za
podro¢ja, oznacena od A do F (slika 1). Najbolj variabilna regija A/B na N-terminalnem
koncu receptorja predstavlja regulatorno domeno in vsebuje od liganda neodvisen
aktivacijski segment AF-1. Centralni del C vsebuje 2 cinkova prsta (prvi sluzi
prepoznavanju dolocenega dela DNA, drugi pa dimerizaciji) in predstavlja DNA vezavno
domeno, ki je do 50 % homologna med receptorji. Regija D povezuje dela C in E/F ter
med njima deluje kot tecaj, ki omogoca rotacijo okoli osi. C-terminalni del regije vsebuje
ligand vezavno domeno. Regija E vsebuje od liganda odvisen aktivacijski segment AF-2
ter igra pomembno vlogo pri vezavi hormona, transaktivaciji, dimerizaciji, poziciji v jedru

in vezavi s stresnimi proteini. Regija F pa olajSuje dimerizacijo receptorja (9).

DNA vezavna regija za vezavo liganda
regija

NH, =— A/B C D E F —=COOH

regulatorna zgibna
regija regija

Slika 1: Prikaz strukturnih domen jedrnega receptorja (13).

Ucinek z ligandi vezanih jedrnih receptorjev na prepisovanje genov uravnavajo razlini
koregulatorji. Ob odsotnosti hormonov je transkripcijsko neaktiven steroidni receptor v
jedru povezan s tako imenovanimi proteini toplotnega Soka oz. stresnimi proteini, ki imajo
funkcijo korepresorjev (slika 2). Ko se hormon veze na receptor, se ta konformacijsko
spremeni in sprostijo se inhibitorni proteini. Nato aktivni receptor z vezanim ligandom

spontano dimerizira in se veze na HRE. Hkrati se na dimer veze ustrezni koaktivatorski



kompleks in drugi adaptorski proteini (slika 2). Sledi prepisovanje tar¢nih genov in sinteza

proteinov (13, 14).

1. vezava hormona na receptor 2. dimerizacija aktiviranega receptorja

hormon “heat shock” +
proteini

dimerizacija aktivirane

kompleks receptorja in
receptorske molekule

“heat shock” proteini

3. vezava dimera na HRE vezano mesto 4. Vezava ustreznih koregulatorjev in
na molekuli DNA prepisovanje tarcnih genov
HRE
adaptorski
preteini
koaktivatoriji
~
DNA £ /:’ DNA

P T 7 7

taréni geni RNA polimeraza 3-&. mRNA

Slika 2: Shematski prikaz delovanja jedrnega oziroma steroidnega receptorja (13).

1.2.3 ANDROGENSKI SISTEM

Moske spolne hormone, tj. androgene, izlo¢ajo Zenske in moske spolne Zleze ter skorja
nadledvi¢ne Zleze. Pomembni so za oba spola, vendar imajo pomembnejSo vlogo pri
moskih. Pri slednjih igrajo klju¢no vlogo testisi, ki izlo¢ajo ve¢ androgenov, in sicer

testosteron, dihidrotestosteron (DHT) in androstendion (8).

Izlo¢anje androgenov uravnava hipotalamus-hipofizna os. Gonadoliberin (GnRH) iz
hipotalamusa stimulira adenohipofizo, ki izlofa luteinizirajo¢i hormon (LH) in folikle
stimulirajo¢i hormon (FSH). IzloCanje teh treh po nacelu negativne povratne zanke
uravnavata testosteron in inhibin, ki ga izloc¢ajo Sertolijeve celice testisov. FSH pri

moskem stimulira spermatogenezo, LH pa izloCanje testosterona (8).



Ucinke androgenov lahko v grobem razdelimo v androgene in anabolne ucinke. Prva
skupina u¢inkov se nanasSa predvsem na reproduktivni sistem in sekundarne spolne znake,

druga pa obsega rast in razvoj nereproduktivnih tkiv (8).

Najpomembnejsi hormon androgenskega sistema je testosteron (ve€ina se ga v tar¢nih
tkivih pretvori v bolj aktiven DHT), ki je v sploSnem odgovoren za razvoj moskih spolnih
znakov. Ze med fetalnim razvojem horionski gonadotropin iz placente stimulira testise,
zaradi Cesar se testosteron izloca skozi ves ¢as embrionalne rasti in Se 10 tednov po rojstvu.
Nato se do 10. oz. 13. leta ne izlo¢a, potem pa se njegovo izlo¢anje mocno poveca zaradi

stimulusov iz adenohipofize in za¢ne upadati po 50. letu (8).

Testosteron je Ze pri zarodku in plodu odgovoren za rast in razvoj penisa, mod, modnika,
semenovoda, prostate in drugih vodov ter Zlez, ki sestavljajo moski spolni organski sistem.
V zadnjem tromese¢ju nosecnosti je odgovoren za spusScanje mod v modnik. Spodbuja

spermatogenezo ter razvoj in vzdrzevanje sekundarnih spolnih znakov. Slednji obsegajo:
- veCanje penisa, mod in modnika,

- rast telesnih dlak in pleSavost,

- hipertrofijo misic grla, povecanje grla ( posledi¢no »globji« glas),

- debelejso kozo, mozen razvoj aken zaradi povecane sekrecije lojnic,

- povecano tvorbo proteinov in razvoj misic,

- zadrzevanje kalcija ter zve¢ano gostoto, moc¢ in dolzino kosti,

-ucinek na ravnovesje vode in elektrolitov; povecana reabsorpcija natrija v distalnih

tubulih,
- stimulacijo eritropoeze v kostnem mozgu in s tem povecan hematokrit ter

- spolno aktivno vedenje; povecan libido, potenca in vpliv na erektilno funkcijo (8, 9).

1.2.4 GLUKOKORTIKOIDNI SISTEM

Glukokortikoidi so steroidni hormoni, ki se sintetizirajo in spros¢ajo iz vmesnega sloja

(zona fascikulata) skorje nadledvi¢ne Zleze. Glavni fizioloski stimulus za sintezo in



sproscanje glukokortikoidov je kortikotropin, ki se izlo¢a iz anteriornega dela hipofize, po
predhodnem spro$€anju kortikoliberina iz hipotalamusa. Stimulusi za izlo¢anje
kortikoliberina so pretirana vro¢ina ali mraz, poSkodbe, infekcije oziroma kakrSen koli
fizioloski in psiholoski stres. Zveza hipotalamus-hipofiza-skorja nadledvicne Zleze je
regulirana preko negativne povratne zveze. Glavna endogena glukokortikoida sta kortizol

o0z. hidrokortizon (HC) in kortizon (8).

Okrog 95 % glukokortikoidnih u¢inkov je posledica delovanja HC. Eden najbolje poznanih
ucinkov je stimulacija glukoneogeneze v jetrih, do Cesar pride zaradi dveh ucinkov
kortizola: poveCane koli¢ine potrebnih encimov in mobilizacije aminokislin iz
ekstrahepati¢nih tkiv. Zmanjsa se tudi hitrost porabe glukoze v vecini celic (najverjetneje
prek zmanjSanja oksidacije NADH v NAD+, ki je potreben za glikolizo). K dodatnemu
dvigu glukoze v krvi prispeva Se zmanjSana obcutljivost mnogih tkiv na stimulatorne

ucinke inzulina (8).

Eden glavnih ucinkov glukokortikoidnega sistema na sistemski metabolizem je redukcija
proteinskih zalog (zmanjSana sinteza in povecan katabolizem proteinov) v vseh tkivih
razen v jetrih, kjer velja obratno. Do tega naj bi priSlo zaradi poveCanega transporta
aminokislin v jetra, medtem ko se pri drugih tkivih zgodi obratno. Obstaja verjetnost, da je
skupna tocka in vzrok u¢inkov v presnovi ogljikovih hidratov in proteinov, mobilizacija

aminokislin iz perifernih tkiv ter hkratno povecanje jetrnih encimov za sintezo (8).

Glukokortikoidni sistem ima vpliv tudi na metabolizem mascob. Iz Se ne povsem
pojasnjenih mehanizmov HC poveca mobilizacijo mas¢obnih kislin iz adipoznega tkiva.
Poleg tega naj bi Se povecal oksidacijo mascobnih kislin v celicah, kar je pomembno za

dolgoro¢no ohranjanje glukoze in glikogena v €asu stradanja (8).

Glukokortikoidi imajo poleg uc¢inkov na celi¢no presnovo tudi druge funkcije. Pomagajo
prebroditi stres in delujejo protivnetno. Sintezni glukokortikoidi (vecja jakost delovanja od
HC) se predvsem zaradi slednjega uporabljajo za farmakoloske namene. Glukokortikoidi
delujejo sistemsko in nespecificno protivnetno. Glavni protivnetni uinki HC so:
stabilizirana membrana lizosomov in posledi¢no manjSe izloCanje proteoliticnih encimov
ter najverjetneje kot posledica slednjega tudi zmanjSana prepustnost kapilar in s tem
manjSe prehajanje krvnih sestavin v intersticij poSkodovanega tkiva. Migracijo levkocitov

v obmocje vnetja in fagocitozo poskodovanih celic najverjetneje zmanjsa posredno prek
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zmanjSanja tvorbe prostaglandinov in levkotrienov, ki so moc¢ni kemotakti¢ni agensi in
aktivatorji levkocitov, poleg tega povecajo prepustnost Zil in povzrocijo vazodilatacijo.
Zavira tudi imunski sistem, predvsem zmanjSa nastajanje limfocitov in tudi na ta nacin
zmanj$a koli¢ino vnetnih mediatorjev (predvsem citokinov), ki spodbujajo vnetje. HC
zmanjSa vnetje prek Sirokega spektra u¢inkov. V kak$ni meri so ti rezultat stabilizacije
membrane lizosomov ali zmanjSanega nastajanja prostaglandinov in levkotrienov ni

popolnoma jasno (8).

1.3 BISFENOL A IN NJEGOVI ANALOGI
Bisfenol A (BPA) je industrijska kemikalija, ki po obsegu proizvodnje sodi med najbolj

uporabljene snovi na svetu. Na leto ga proizvedejo povprecno 3.6 milijona tone. Zaradi
razsirjene uporabe prehaja tudi v okolje, vodo, zemljo in sedimente ter predstavlja eno
najpomembnejsih okoljskih onesnazeval. Ljudje smo izpostavljeni BPA v glavnem prek
uzivanja hrane in pijace, ki je v stiku z vsebniki, izdelanimi ali prevlecenimi s polimeri iz

BPA.

V okolju se pojavljajo tudi analogi BPA. Torej gre za strukturno podobne spojine in kot
pricakovano tudi podobne ucinke. V nadaljevanju diplomske naloge se bomo osredotocili
na sam BPA in na njegove analoge, ki so manj raziskani in zaradi tega toliko bolj zanimivi

glede ucinkov, ki jih povzrocajo.

1.3.1 FIZIKALNO KEMIJSKE LASTNOSTI BISFENOLA A

Kemijsko gledano je BPA (2,2-bis(4-hidroksifenil)propan) organska spojina sestavljena iz
dveh fenolnih obroCev, povezanih z metilnim mostom, ki je substituiran z dvema
metilnima skupinama (preglednica VII). Sintetiziramo ga s kondenzacijo fenola in acetona
ob prisotnosti kisline kot katalizatorja (15). Je bele barve, prisoten v obliki kristalov ali
kosmicev. Je tezko topen v vodi in bolje topen v etanolu, benzenu in dietil etru. Ima dve
rahlo kisli fenolni skupini, zato je bolje topen v bazicnem mediju. Osnovne fizikalno
kemijske lastnosti so zajete v preglednici I. Kljub temu, da je BPA v trdni obliki stabilen,
je v okolju neobstojen. V vodi in zemlji znasa njegov razpolovni €as priblizno 4,5 dni. V

glavnem se odstrani z aerobno biorazgradnjo (16).
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Preglednica I: Fizikalno kemijske lastnosti BPA (16).

Molekulska masa 228,29 g/mol
Talisce 155 °C
Vrelisce 398 °C
Topnost v vodi 0,3 g/L

log P 3.4

pKa 9,6-11,3

1.3.2 UPORABA BISFENOLA A

BPA je spojina sinteznega izvora, ki se v glavnem uporablja kot monomer pri izdelavi
polikarbonatne plastike in epoksidnih smol (95 % celotne porabe v letu 2009) (18). V
manjSem obsegu se uporablja tudi pri sintezi fenolnih smol, poliestrov in poliakrilatov ter

kot antioksidant in stabilizator v polivinilkloridu (PVC) (17, 18).

Polikarbonatni material nastane pri reakciji med BPA in difenil karbonatom ali fosgenom
(slika 3). Odlikujejo ga trdnost, transparentnost ter temperaturna odpornost (-40 do 145 °C)
in odpornost na mnoge kisline in baze. Zaradi ugodnih lastnosti najdemo polikarbonatno
plastiko v Stevilnih izdelkih, ve¢ina od teh pa prihaja neposredno v stik s hrano. Ti izdelki
med drugim obsegajo kuhinjske aparate in pripomocke, pribor, plastenke za otrosko hrano

in vodo ter posode za shranjevanje hrane (15, 18).
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Slika 3: Sinteza polikarbonata iz BPA in difenilkarbonata (19).

Epoksidno smolo dobimo z reakcijo med BPA in epiklorhidrinom. Zaradi antikorozivnih
lastnosti in lepljivosti se uporablja kot notranji zascCitni sloj v ploCevinkah za hrano in
pijaco in kot premaz kovinskih pokrovov za razli¢ne steklene posode, ki se uporabljajo za
shranjevanje zivil (15, 17, 18). Uporablja se Se kot zascitna prevleka in adheziv za PVC

cevi ter za izdelavo kompozitnih zalivk, ki se uporabljajo v dentalni medicini (15).

1.3.3 IZPOSTAVLJENOST BISFENOLU A

Zaradi razSirjene uporabe izdelkov oz. materialov, ki vsebujejo BPA, smo slednjemu
vsakodnevno izpostavljeni. Stevilna poro¢ila o neZelenih uéinkih, ki jih BPA povzroca,
spodbujajo regulatorne organe k omejevanju oz. zmanjSevanju njegove uporabe in s tem
posledi¢no k zmanjSevanju izpostavljenosti le-temu. Vendar se spremembe na tem
podrocju odvijajo pocasi. Zaradi vecje obcutljivosti razvijajocega se organizma na BPA, so
v Kanadi leta 2010 prepovedali prodajo polikarbonatnih otroSkih plastenk, ki ga vsebujejo

(20). Za zacasno prepoved se je leto pozneje odlocila tudi Evropska unija (21).
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Ljudje smo v glavnem izpostavljeni BPA preko uzivanja hrane in pijace, v kateri je ta
prisoten zaradi prehajanja iz vsebnikov, ki so izdelani iz polikarbonatne plastike ali so
premazani z epoksidnimi smolami. Pomembna dejavnika, ki vplivata na prehajanje BPA iz
vsebnikov, sta ¢as shranjevanja zivila v vsebniku in temperatura med tem Casom ter
temperatura, ki je bila uporabljena pri proizvodnji vsebnika in Zivila. Ce se v proizvodnji
vsebnika, ki je prevlecen z epoksidno smolo, uporablja nizka temperatura, pride do
nepopolne polimerizacije in tako ostane prosti BPA na povrSini in med shranjevanjem
prehaja v zivilo (15, 22). Povpre¢ne koncentracije se v pijaci iz plastenke gibljejo od 1 do
23 pg/L tekoCe hrane (18). Vsebniki iz polikarbonatnega materiala pa so pogosto
izpostavljeni vi§jim temperaturam in kislemu ter alkalnemu pH, pri ¢emer prihaja do
hidrolize esterske vezi, (15, 18, 22). Koncentracije v vodah iz plastenk so obicajno visje
kot v vodovodnih vodah in se gibljejo v obmocju od 2 do 13 ng/L, dosezejo pa tudi 300
ng/L (23). Na splosno so izmerili vi§je koncentracije BPA v hrani v primerjavi s pija¢ami

in v zelenjavi v primerjavi s sadjem ter najvi§je v hrani z veliko mascobe (18).

Polikarbonat

L
hidrolizs el ‘O
o4 }

BPA HZO ! estrska vez

' R

Slika 4: Shematski prikaz reakcije hidrolize polikarbonata (24).

Poleg hrane in pijate kontaminirane prek embalaze, predstavlja pomemben vir
izpostavljenosti pitna voda. BPA prehaja v pitno vodo v glavnem posredno preko odpadnih
vod tovarn, v katerih ga proizvajajo in uporabljajo (15). V vodovodni vodi se gibljejo

koncentracije v obmocju od nekaj ng/L do 300 ng/L (23). Se pa zaradi industrijskih odplak
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nahaja tudi v morski vodi, kjer je njegova obstojnost v primerjavi s sladkimi vodami daljsa
in posledi¢no v morski hrani, kjer so se izmerjene koncentracije BPA gibale med 13,3 in

213,1 ng/g mokre teze (15).

Na osnovi podatkov o izpostavljenosti, povprec¢ni dnevni vnos BPA s hrano in pijaco pri
odraslih znasa 0,01 do 0,40 pg/kg telesne mase (TM) in pri otrocih ter najstnikih 0,1 do 0,5
ng/kg TM (18). Torej je povprecna dnevna izpostavljenost pod mejo od leta 1988 Se
nespremenjenega veljavnega dopustnega vnosa (tolerable daily intake, TDI), ki znasa 50

ng/kg TM/dan (25, 26).

1.3.4 BIOMONITORING BISFENOLA A

BPA so odkrili v razli¢nih bioloskih vzorcih ljudi. Pojavlja se zlasti v urinu in krvi, vendar
so ga med drugim odkrili tudi v popkovni¢ni krvi, plodovni vodi, placenti, v materinem
mleku in kolostrumu ter adipoznem tkivu (15, 27). Predvsem je pomembna detekcija
prostega BPA v krvi, ker predstavlja neposreden podatek o notranji izpostavljenosti
biolosko aktivni obliki. V povprecju so se koncentracije prostega BPA v krvi zdravih,
odraslih gibale okrog 1 ng/mL (27). Srednja vrednost oz. mediana koncentracije prostega
BPA pa je v krvi ploda znasala 3,1 ng/mL, v krvi matere 2,3 ng/mL in v placenti 12,7 ng/g
tkiva (15). BPA so zaznali tudi v 80 % vzorcev adipoznega tkiva, kjer je povpre¢na
koncentracija znasala 3,16 ng/g. Studij biomonitoringa na adipoznem tkivu primanjkuje,
predvsem zaradi invazivnega nacina pridobitve vzorcev, primanjkuje pa tudi raziskav

prisotnosti BPA v krvi otrok (27).

Do danes je bilo izvedenih veliko raziskav, kjer so dolocevali BPA v vzorcih urina, in v
veCini od teh so merili koncentracijo celokupnega BPA, tj. konjugiranega in
nekonjugiranega. V Studiji, v katero je bilo vkljuenih 2517 Ameri¢anov, so v 92,6 %
vzorcev zaznali celokupen BPA, in sicer so se vrednosti gibale od 0,4 do 149 ng/mL
(geometricna sredina je znasala 2,6 ng/mL) (27). Za otroke so vrednosti na sploSno visje,
celokupna koncentracija BPA je na primeru 314 otrok, starih 6-11 let, znasala v povprec¢ju
3,6 ng/mL. Konjugiran BPA so zazanali tudi v vseh 41 primerih nedonosenckov. Pri
zenskah, ki so ze bile vkljuCene v raziskavo in so pozneje zanosile, so se vrednosti
testiranega celokupnega BPA v urinu v Casu nosec¢nosti pove€ale za 33 %. V sedmih

Studijah, kjer so specifi¢no raziskovali nekonjugiran BPA, so slednjega zaznali v Sestih. V
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eni od teh so ga zaznali v 75 % vzorcev (0,3 ng/mL; mediana), konjugiranega pa v vseh
vzorcih, celokupna koncentracija je znaSala 1,1 ng/mL. Vendar je pa potrebno dodati, da je

bilo v to raziskavo vkljucenih samo 12 oseb, in sicer odraslih Avstrijcev (27).

Pri raziskavah biomonitoringa in interpretaciji rezultatov se moramo zavedati, da so
koncentracije BPA v bioloskih vzorcih obicajno zelo nizke, poleg tega pa dodaten problem
pri doloCanju predstavlja Se nekonstantna kontaminacija. V studiji, kjer je oseba zauzila 5
ng BPA in 5 pug BPA-d16, slednjega v urinu niso zaznali, neoznacenega pa so (LOD 0,3
ug/L). Slednje nakazuje tudi na moZnost kontaminacije vzorcev z BPA, do katere pa lahko
pride Ze med vzor¢enjem. V isti $tudiji so namre¢ Se dolocili, da je BPA prisoten tudi v

hisnem prahu, in sicer v koncentraciji v povprecju 553 pg/kg prahu (28).

1.3.5 TOKSIKOKINETICNE LASTNOSTI BISFENOLA A

Clovek je izpostavljen BPA v glavnem preko uZivanja hrane in pijage. In vivo $tudije na
glodavcih in ljudeh kazejo, da se BPA po peroralnem zauzitju hitro in v velikem obsegu
absorbira iz gastrointestinalnega trakta in je za tem v velikem obsegu podvrzen
predsistemskemu metabolizmu v ¢revesju in jetrih. Glavni metabolit je konjugat BPA in
glukoronske kisline, ki ni ve¢ aktiven in se ne akumulira v telesu (18). V $tudiji, v kateri so
dolocali prisotnost posameznih metabolitov v urinu, so prisli do naslednjih zakljuc¢kov, 9,5
% BPA je v prosti obliki, 21 % v obliki sulfata in 69,5 % v obliki glukoronida (29). Slednji
se pri ljudeh v 6 urah z urinom izlo¢i iz telesa (18). Prosti BPA pa se obicajno v 24 urah
izlo¢i s fecesom. V tkivu bi se naj normalno zadrzalo manj kot 1 % BPA. Prehaja pa
placento, v kateri se akumulira, zato je njegova koncentracija v placenti vi§ja kot v

materini in plodovi krvi (15).

Pri metabolizmu BPA je v ospredju glukoronidacija, ki jo omogocajo jetrne UDP-
glukuronoziltransferaze, pri podganah predvsem izooblika UGT2BI1, pri ljudeh pa
UGT2B15 (30, 31). Pri podganah se aktivnost tega encima zmanjsa med brejostjo, pri
plodu je odsotna in se pojavi Sele po rojstvu (30). Rezultati nekaterih Studij kazejo, da je
pri ¢loveskem plodu aktivnost teh encimov zmanjSana, vendar so za dokon¢no potrditev

potrebne dodatne raziskave (15, 18).
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So pa rezultati na podrocju farmakokinetike precej neenotni. Poleg tega, Studija, kjer so
dokazali prisotnost BPA v telesu izpostavljenemu postu, nakazuje, da slednji ni podvrzen
hitremu metabolizmu in izloCanju iz telesa, kot so predvidevali na zacetku, temvec¢ da je
razpolovni Cas daljsi od pricakovanega in da se akumulira v telesu. oz. izpostavlja tudi
moznost, da smo v precejSnji meri izpostavljeni BPA tudi preko drugih poti vnosa in ne

samo prek uzivanja kontaminirane hrane in pijace (26).

1.3.6 TOKSIKODINAMICNE LASTNOSTI BISFENOLA A

Studije porodajo o interakcijah BPA s $tevilnimi tar¢ami, ki obsegajo jedrni estrogenski
receptor (ER), estrogenskemu podoben y-receptor (ERRy), transmembranski estrogenski
receptor, ki je sklopljen z G-proteinom (GPR30), ARH, tiroidni receptor in AR ter GR
(32). V nadaljevanju je natancneje opisano in vitro delovanje BPA na ER, predvsem pa na
AR in GR, z osredotocenostjo na dokaze pridobljene s testi aktivacije transkripcije, med

katere spada tudi test, ki smo ga uporabili pri naSem eksperimentalnem delu.
IN VITRO ESTROGENSKO DELOVANIJE BISFENOLA A

BPA deluje kot direktni reverzibilni kompetitivni agonist na ER in vedno ve¢ je dokazov,
da deluje kot selektivni modulator ER (33). BPA lahko tvori vodikove vezi z akceptorskim
delom estrogenskega receptorja zaradi svoje angularne konfiguracije in OH funkcionalnih
skupin na para mestu fenilnih obrocev. Veze se na dva podtipa ER, in sicer, na ERa in z
10-krat vecjo afiniteto na ERP. In vitro Studije potrjujejo, da deluje Sibko estrogeno, z
10.000 do 1000.000-krat manjSo jakostjo kot estradiol (E2) (17, 27). Vendar pa vedno vec
Studij poroc¢a, da lahko stimulira celicne odgovore tudi pri nizjih koncentracijah od tistih,
pri katerih bi pricakovali vezavo na ER, za kar je podanih ve¢ moznih razlag (18, 27). Ena
sloni na tem, da se BPA veZe na drugacen nacin na ER kot E2, porocajo pa tudi o razlikah
v transkripcijskih ko-regulatorjih. Vzrok je mo¢ iskati tudi v vezavi BPA na ERRy,
membranske estrogenske receptorje in GPR30 (24, 26). BPA se veze na ERRy z 80 do
100-krat vec¢jo afiniteto kot na ER. Kompleks BPA- ERRY se lahko veze na ERRy ali ER
odzivne elemente. Z vezavo na membranske estrogenske receptorje sprozi negenomske

odgovore z enako jakostjo kot E2 (27).
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IN VITRO ANDROGENSKO DELOVANIJE BISFENOLA A

Rezultati in vitro $tudij kaZzejo, da BPA deluje antiandrogensko. Je pa do danes v
primerjavi z raziskavami estrogenskega delovanja izvedenih precej manj raziskav
(anti)androgenskega delovanja. V eni od teh Studij je bila uporabljena celi¢na linija iz
misjih fibroblastov, imenovana NIH3T3, ki po indukciji androgenov, izraza AR in
reporterski gen za luciferazo. Rezultati te Studije kazejo, da deluyje BPA na AR
antagonisticno, z ICsp 4,3 uM (ICs flutamida je 2,5 uM). BPA je pri koncentraciji 10 uM
zmanj$al aktivnost luciferaze, katere izrazanje je bilo inducirano z DHT (0,1 nM), za 60 %,
pri nizjih koncentracijah pa je deloval nesignifikantno. Aktivnost luciferaze inducirane z
10-krat nizjo koncentracijo DHT (0,01 nM), pa je BPA signifikantno zmanjsal ze pri 1 uM,
in sicer za 60 %, pri 10 uM pa za kar 100 % (34). O enakem trendu poroca Se ena in vitro
Studija, osnovana na reporterskem genu za kloramfenikol acetil transferazo (CAT) in
celi¢ni liniji CV-1, ki izhaja iz ledvic opic (35). Torej ti rezultati kazejo, da se BPA
kompetitivno veze na AR in na ta nacin sprozi antagonisticni ucinek. Iz kristalne strukture
vezanega DHT na AR in ustreznih vezi, ki se med tem tvorijo, lahko sklepamo, da se ena
hidroksilna skupina BPA veze na Arg752, tj. mesto kamor se veze 3-karbonilna skupina
DHT, druga pa na mesto vezave 17B-hidroksilne skupine, tj. Asn705 in Thr877.
Antiandrogenska aktivnost je bila dokazana tudi na celi¢ni liniji MDA-kb2, ki smo jo
uporabili tudi mi, in prav tako na celi¢ni liniji CHO-K1 s pomocjo testa, ki ga je validirala
in ga priporoca OECD (36, 7). Antiandrogenska aktivnost BPA je bila dokazana Se na
drugih celi¢nih linijah in s pomocjo razli¢nih reporterskih genov, od katerih prevladujeta
gena, ki kodirata encima CAT in luciferazo (33, 37). Rezultati $tudij, ki so dolocale
mehanizem delovanja BPA na AR, kazejo, da lahko deluje na veC ravneh. Poleg tega, da
tekmuje z drugimi ligandi za vezavo na AR, vpliva tudi na samo vezavo oz. interakcijo AR

s koregulatorji in pozicijo AR v jedru (33).
IN VITRO GLUKOKORTIKOIDNO DELOVANIJE BISFENOLA A

Glukokortikoidno delovanje BPA je Se dokaj neraziskano oz. do zdaj je izvedena samo po
ena in vitro in in vivo ter ena in silico Studija. Rezultati luciferaznega testa in vitro Studije
izvedene na preadipocitih imenovanih 3T3-L1, kazejo, da deluje BPA glukokortikoidno
(agonisti¢no). V koncentraciji 1 uM stimulira izrazanje luciferaze, ki je pod kontrolo
inducibilnega promotorja, odzivnega na transkripcijski faktor — GR. Glede na kontrolo, tj.

topilo, poveca aktivnost luciferaze za priblizno 3-krat (deksametazon pri enaki
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koncentraciji poveCa aktivnost za 3,5-krat. V isti Studiji Se ugotavljajo, da BPA v
nanomolarnem obmocju s komponentami diferenciacijske meSanice deluje sinergisti¢no na
akumulacijo lipidov v adipocitih in ekspresijo adipocitnih proteinov (npr. adiponektin)
(38). Tudi poznejsa in silico Studija potrjuje potencialno glukokortikoidno delovanje BPA.
Rezultati molekulskega sidranja kazejo, da so interakcije BPA in GR ter vezavna energija

podobne kot pri deksametazonu in kortizolu (32).
UCINKI BISFENOLA A NA LJUDI IN ZIVALI

BPA ima nizko akutno toksi¢nost, LDsy se za glodavce po oralni aplikaciji giblje od 4000
do 5200 mg/kg TM. Ni imunotoksi€en, niti genotoksi¢en. Za dokoncen zakljucek glede
kancerogenosti pa ni dovolj zanesljivih podatkov. Studije ponovljivih odmerkov na misih

in podganah porocajo o uc¢inkih BPA na ledvice, jetra in telesno tezo (18).

v e

LOAEL vrednost, znasa 50 mg/kg TM/dan. Pri dolocanju Se varne meje izpostavljenosti,
so slednjo vrednost delili s 1000, tj. s faktorjem varnosti in tako predlagali 50 ng/kg TM za
varen oz dopusten dnevni vnos (angl. tolerable daily intake, TDI). Vendar so v poznejSih
Studijah ze veliko manjSe vnesene kolicine (0,025-0,2 pg/kg TM/dan) povzrocile nezelene
ucinke. Krivulja odvisnosti u¢inka od odmerka ima obliko ¢rke »U«, zato se lahko ucinki
izrazijo ze pri nizjih odmerkih (15, 18, 39). Zaradi tega bi bilo potrebno pregledati tudi

novejSe podatke o delovanju nizjih odmerkov in znova ovrednotiti referencne vrednosti.

V preteklosti je bilo na zivalih izvedenih Ze veliko $tudij o uc¢inkih BPA, vecinoma so se
nanaSale na njegov vpliv na zarodek, plod, plodnost in karcinogenezo. Zakljucki Studij se
med sabo precej razlikujejo, tako v opazenih ucinkih kot v odmerkih, pri katerih so se
ucinki pojavili (18). In vivo Studije na mladicih, veCinoma glodavcih, ki so bili BPA
izpostavljeni v prenatalnem in neonatalnem obdobju, kazejo na Sirok spekter neZelenih
ucinkov. Poroc¢ajo o ucinkih kot so preneoplasticne spremembe mlecne Zleze, povecana
prostata, zmanjSana tvorba semencic in zgodnja oz. prehitra spolna zrelost (32, 40).
Rezultati Studij na razli¢nih vrstah in v razli¢nih razvojnih obdobjih sesalcev kaZzejo, da
izpostavljenost BPA vodi do motenj v delovanju razmnozevalnih organov, ki se kaze v
slabsi kakovosti semenske tekoc¢ine, neplodnosti in zgodnjem dozorevanju Zensk, poveca

tudi incidenco hormonsko odvisnih rakov, predvsem raka mlec¢nih Zlez in prostate.
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Porocajo Se o povecani incidenci sladkorne bolezni, debelosti in vedenjskih motnjah (18,

32, 40).

BPA povezujejo s Stevilnimi zdravstvenimi tezavami ljudi, predvsem z diabetesom tipa 2,
debelostjo, kardiovaskularnem obolenjem, ovarijsko disfunkcijo, hiperplazijo endometrija,
spontanim splavom in zmanjSano kakovostjo sperme ter hiperaktivnostjo otrok (18, 26,
27). Navzkrizne epidemioloske Studije porocajo o povezanosti visjih koncentracij BPA v
telesu in povecano prevalenco za zgoraj opisane zdravstvene tezave. Potrebnih pa je vec in
vitro in tudi in vivo §tudij, da bomo lahko zgoraj omenjene povezave potrdili in razumeli

tudi mehanizme delovanja (18).

1.3.7 BISFENOL AF
Bisfenol AF (BPAF) je fluoriran analog BPA. Pri BPAF sta na ogljik, ki povezuje oba

fenilna obroc¢a, namesto dveh metilnih skupin, vezani dve trifluorometilni skupini (CF3).
Slednja je v primerjavi z metilno skupino pri BPA, bolj elektronegativna in tako je BPAF
potencialno bolj reaktiven. Uporablja se v proizvodnji polimerov, ki so namenjeni za
uporabo, kjer se zahteva vecja termi¢na in mehanska odpornost. Slednje lastnosti se
napram polimerom, ki so zgrajeni iz BPA, izboljSajo zaradi skupine CF;. Najdemo ga
predvsem v elektronskih materialih, plasti¢nih, opti¢nih vlaknih, fluoroelastomerih, in tudi
v posodah, ki so v stiku s hrano. Ne glede na to, da se proizvodnja in uporaba BPAF
povecujeta, je za enkrat Se malo znanega o njem, predvsem primanjkuje podatkov o

izpostavljenosti BPAF in podatkov biomonitoringa (40).

Rezultati in vitro doloCanja vezave in ucinkov na ER kazejo, da se BPAF za razliko od
BPA, v ve¢ji meri veze na klasi¢ne receptorje (ERa in ERP) kot pa na ERRy. Na ERa
izzove agonisticne ucinke, na ERP, na katere se veze 3-krat mocneje, pa izzove
antagonisti¢ne ucinke (40). Tudi uterotropi¢ni test potrjuje estrogensko, v primerjavi z
BPA, mocnejSe delovanje. V slednjem se je velikost maternice spolno nezrelih samic
morskega praSi¢ka po 3-dnevni subkutani aplikaciji BPAF (100 mg/kg/dan) povecala za
337 % (pri BPA pa za 197 %) (41). Rezultati luciferaznega testa, kjer so uporabili celi¢no
linijjo iz mi§jih fibroblastov, imenovano NIH3T3, kazejo, da deluje BPAF tudi
antiandrogensko. V koncentracijskem obmo&u 107-10° M je zmanj$al aktivnost

luciferaze, katere izraZanje je bilo inducirano z DHT (0,1 nM). V tej Studiji je ICsy za
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BPAF znasal 1,3 uM. Za primerjavo, ICsy flutamida je znasal 2,5 uM, BPA pa 4,3 uM
(46). V in vivo §tudiji, kjer so bili samci podgane 14 dni izpostavljeni BPAF (0, 2, 10, 50 in
200 mg/kg TM/dan), so v skupinah, ki so bile izpostavljene vi§jim dozam, opazili znizane
serumske vrednosti testosterona, LH in FSH, ter manjSe izraZzanje genov in proteinov, ki so
vpleteni v biosintezo holesterola ter v biosintezo in transport steroidnih hormonov. V
skupini, ki je bila izpostavljena najve¢jemu odmerku BPAF, so zaznali Se zmanjSanje
koli¢in ERa, receptorjev za luteinizirajoci hormon in mRNA inhibina B. Podobna in vivo
Studija je bila izvedena po nacelih OECD in standardih posodobljenega testa 407. V slednji
so bile 8 tednov stare podgane 28 dni izpostavljene BPAF (0, 10, 30 in 100 mg/kg
TM/dan). V skupini, ki je bila izpostavljena najvecjemu odmerku BPAF, so pri samcih
zaznali atrofi¢ne spremembe v mle¢nih Zlezah in Leydigovih celicah mod, zmanjSanje teze
spolnih organov in hipertrofijo nadledvi¢ne Zleze ter motnje v estrogenskem ciklu. Studija
poroca Se o vrednosti NOAEL, ki znaSa 10 mg/kg TM/dan (42). LDs, za primer podgan in
oralne aplikacije pa znasa okrog 3400 mg/kg TM (41).

1.3.8 BISFENOL F

Bisfenol F (BPF) je analog BPA, ki ima namesto propilne skupine med obema fenilnima
obrocema le metilno skupino, ki daje moznost vecje rotacije. V glavnem se uporablja pri
proizvodnji polikarbonatnih plastike in epoksidnih smol. BPF smo v najvecji meri
izpostavljeni prek uporabe konénih izdelkov (plastenke za vodo, posode za hrano,
konzerve, vodne pipe in zobozdravstveni materiali), ki ga vsebujejo in iz katerih se
spros¢a. V okolju se nahaja v manjsih koncentracijah kot BPA. Se pa njegova proizvodnja
z leti povecCuje, med drugim zaradi tega, ker imajo epoksidne smole iz BPF v primerjavi z
epoksidnimi smolami iz BPA manjSo viskoznost in boljSo odpornost na topila. BPF ima
zaradi podobnih kemijskih lastnosti, tudi toksikodinami¢ne in toksikokineti¢ne lastnosti,

podobne BPA (43, 44).

Rezultati uterotropi¢nega testa, izvedenega na podganah, in in vitro Studij izvedenih na
razlicnih celi¢nih linijah (MCF-7, HepG2, celice kvasovk) kazejo, da BPF deluje
estrogensko, vendar mocneje kot BPA, kljub temu, da imata priblizno enako afiniteto
vezave na ER (44, 45). Rezultati luciferaznega testa, kjer so uporabili celi¢no linijo iz

mi§jih fibroblastov, imenovano NIH3T3, kazejo, da deluje BPAF tudi antiandrogensko. V
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tej Studiji je ICsp za BPF znasal 12 uM. Za primerjavo, ICsy flutamida je znasSal 2,5 puM,
BPA pa 4,3 uM. BPF je pri koncentraciji 10 uM zmanjSal aktivnost luciferaze, katere
izrazanje je bilo inducirano z DHT (0.1 nM), za priblizno 50 %, pri nizjih koncentracijah
pa je deloval nesignifikantno (46). Antiandrogenska aktivnost BPF je z luciferaznim
testom dokazana tudi na celicah CHO-K1 in MDA-kb2, kjer so dobili podobne rezultate

kot v zgoraj opisanem primeru (45, 47).

1.3.9 BISFENOL S

Bisfenol S (BPS) je analog BPA, ki ima namesto propilne skupine med obema fenilnima
obro¢ema sulfonilno skupino. Sintetiziramo ga s kondenzacijo dveh molekul fenola in ene
molekule Zveplove kisline. Uporablja se pri proizvodnji plastike in smol. Njegova
proizvodnja in uporaba se povecuje, ker je odporen na pogoje pri katerih se npr. BPA v
veliki meri spros¢a iz polikarbonatne plastike. V Stevilnih produktih zaradi omejevanje
uporabe BPA, le-tega zamenjujejo z BPS, pa ¢eprav Se ni kaj dosti znanega o njem. Niti ni
znano ali je bolj varen za uporabo kot BPA. Ker je od leta 2011 v Evropski uniji
prepovedana prodaja polikarbonatnih otroskih plastenk, ki vsebujejo BPA, se kot njegova
zamenjava v otroSkih plastenkah uporablja BPS (48). V Studiji v katero je bilo vkljucenih
315 vzorcev urina ljudi iz razli¢nih drzav po svetu, so v 81 % vzorcev zaznali celokupen
(nekonjuguran in konjugiran) BPS. Vrednosti slednjega so se gibale od 0,2 do 21 ng/mL,
0z. v povprec¢ju 0,168 ng/mL (48).

Rezultati in vitro Studije izvedene na celicni liniji MCF-7, kazejo, da BPS deluje
estrogensko, vendar nekoliko Sibkejse kot BPA (46). Rezultati luciferaznega testa, kjer so
uporabili celi¢no linijo iz miSjih fibroblastov, imenovano NIH3T3, kazejo, da deluje tudi
antiandrogensko. V koncentracijskem obmo&ju 10°-10* M je zmanj$al aktivnost
luciferaze, katere izrazanje je bilo inducirano z DHT (0,1 nM). V tej Studiji je ICso za BPS
znaSal 17 uM. Za primerjavo, ICs, flutamida je znaSal 2,5 pM, BPA pa 4,3 (46).

1.3.10 OSTALI ANALOGI BPA
Strukture ostalih analogov BPA so predstavljene v preglednici VII. Bisfenol C (BPC) se

razlikuje od BPA po tem, da ima na meta mestu obeh fenilnih obroc¢ev vezano metilno
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skupino. Bisfenol Z (BPZ) ima na metilni most, ki povezuje oba fenilna obroca, namesto
dveh metilnih skupin vezan le cikloheksanski obroc. Bis[4-(2hidroksietoksi)fenil] sulfon
(BHEPS) ima namesto propilne med obema fenilnima obroc¢ema sulfonilno skupino, obe
hidroksilni skupini pa sta zaetreni z etilen glikolom. Pri 4,4'-sulfonilbis(2-metilfenolu)
(dBPS) sta hidroksilni skupini prosti, na obeh fenilnih obrocih je na meta mesto vezana
metilna skupina, fenilna obroc¢a pa prav tako povezuje sulfonilna skupina. Zadnji analog, t;.
4,4'-tiodifenol (TIO), pa se razlikuje od BPA po tem, da fenilna obroca povezuje tioetrska
skupina. Vse spojine se uporabljajo kot monomeri pri sintezi razli¢nih plasti¢nih
materialov. TIO se za razliko od ostalih v veliki meri spros¢a v okolje Se iz organofosfatnih
in karbamatnih insekticidov (49). Za vse pa primanjkuje podatkov o biomonitoringu,
toksikokinetiki in toksikodinamiki. Prav tako ni znano v kolik$ni meri smo izpostavljeni
tem spojinam. Za enkrat je Se od vseh petih najve¢ znanega o BPZ in TIO. In vitro Studije
izvedene na celicah kvasovk kazejo, da slednji deluje estrogensko, v primerjavi z BPA z
10-krat vec¢jo mocjo (50). Za BPZ pa rezultati in vitro Studije, izvedene na celi¢ni liniji
MCF-7, kaZejo, da deluje estrogensko, vendar prav tako moc¢neje kot BPA (46). Rezultati
luciferaznega testa, kjer so uporabili celi¢no linijo iz miSjih fibroblastov, imenovano
NIH3T3, kazejo, da deluje BPZ tudi antiandrogensko. V tej $tudiji je ICsy za BPZ znasal
7,9 uM. Za primerjavo, ICs flutamida je znasal 2,5 uM, BPA pa 4,3 (46).

1.4 PARABENI

Parabeni predstavljajo homologno vrsto spojin, kjer je p-hidroksibenzojska kislina
zaestrena z alkilnim ali arilnim alkoholom in tako nastane paraben oz. alkil ali aril para-
hidroksibenzoat. So najpogosteje uporabljeni konzervansi v kozmeti¢ni industriji (51).
Uporabljajo se metilparaben (MePB), etilparaben (EtPB), propilparaben (PrPB),
butilparaben (BuPB), izopropilparaben (iPrPB), izobutilparaben (iBuPB) in benzilparaben
(ByPB). Najpogostejsi so prvi §tirje, ki se kot konzervansi uporabljajo tudi v farmacevtskih
izdelkih. So naravno prisotni v nekaterih bakterijah, insektih in zelenjavi, vendar se za
komercialne namene Ze od leta 1920 uporabljajo samo parabeni sinteznega izvora. Studije
v zadnjih letih poroc¢ajo, da motijo 0z. modulirajo delovanje hormonskega sistema in tako

njihova uporaba predstavlja potencialno tveganje za zdravje ljudi in zivali (52, 53).
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1.4.1 FIZIKALNO KEMIJSKE LASTNOSTI PARABENOV

Parabene sintetiziramo z esterifikacijo p-hidroksibenzojske kisline z ustreznim alkoholom
ob prisotnosti kisline (npr. zZveplova (VI) kislina) kot katalizatorja. Nahajajo se v obliki
majhnih, brezbarvnih kristalov ali belega kristalini¢nega praska in so brez vonja ter okusa.
So tezko topni v vodi (topnost pada z daljSanjem stranske alkilne verige estra) in bolje ob
dodatku sotopil. So stabilni na zraku in odporni na hidrolizo v kislem in pogojih
sterilizacije. Odpornost na hidrolizo naras¢a z daljSanjem alkilne verige (52). Osnovne

fizikalno kemijske lastnosti posameznih parabenov so zajete v preglednici II.

Preglednica II: Fizikalno kemijske lastnosti parabenov (54, 55, 56).

Fizikalno kemijske MePB EtPB PrPB BuPB
lastnosti

Molekulska masa (g/mol) 152,15 166,18 180,20 194,23

pKa 8,31 8,34 8,23 8,22

log P 1,96 2,47 3,04 3,57

Topnost v vodi (mg/L) 2500 885 500 207
Topnost v olivnem olju (mg/L) 29000 30000 52000 99000

Talisce (°C) 131 117 97 68
Vrelisce (°C) 275 297 180 156

1.4.2 UPORABA IN DELOVANIJE PARABENOV KOT
KONZERVANSOV

Zaradi protibakterijskega in protiglivicnega delovanja se parabeni uporabljajo kot
konzervansi v farmacevtskih pripravkih in kozmeti¢nih ter prehrambenih izdelkih. Kot
konzervansi so ucinkoviti v Sirokem pH (4,5-7,5) in temperaturnem obmocju (lahko se
avtoklavirajo brez signifikantne izgube protimikrobnega delovanja zaradi hidrolize) in
imajo Sirok spekter delovanja (52). So bolj u¢inkoviti proti kvasovkam in plesnim kot proti
bakterijam in bolj proti gram pozitivnim bakterijam kot proti negativnim. Aktivnost
narasca z dolzino alkilne verige, vendar se v isti smeri zmanjSuje topnost (57). Lahko se
uporablja vsak paraben samostojno ali v kombinaciji z drugimi parabeni ali z drugimi
konzervansi. Kombinacije so ucinkovitejSe kot uporaba enega samega parabena, ker

delujejo sinergisti¢no. Njihovo delovanje se poveca v kombinaciji s sotopili, kot so npr.
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etanol, glicerol in propilen glikol, ker ti povecajo topnost parabenov v vodnem okolju,

poleg tega delujejo sinergisti¢no na integriteto celicne membrane mikroorganizma (52).

V kombinaciji ali posamezno se uporabljajo v farmacevtskih pripravkih, ki se aplicirajo na
razli¢ne nacine. Njihova uporaba v obliki pomozZnih snovi prevladuje v pripravkih, ki so
mikrobioloSko obcutljivejsi, med samimi parabeni prevladuje uporaba PrPB (52). FDA jih
uvrséa v seznam neaktivnih sestavin zdravil. Maksimalne dovoljene koncentracije se
razlikujejo glede na vrsto parabena in sprosc¢anja ucinkovine ter aplikacije pripravka (58).
Vsakodnevno jih sre€ujemo v Sirokem spektru kozmeti¢nih izdelkov, kjer prevladujeta
MePB in PrPB. Njihova uporaba v vlogi konzervansa je v kozmetiki razsirjena tudi zaradi
fizikalno-kemijskih lastnosti: so brez vonja in okusa, prakti¢no pH nevtralni in ne vplivajo
na fizikalne lastnosti izdelka (52). Na podlagi zakona o kozmeti¢nih proizvodih, Pravilnik
o sestavi dovoljuje kot najvi§jo dovoljeno koncentracijo v kon¢nem proizvodu 0,4 % za
posamicen paraben oz. 0,8 % za zmes parabenov (59). Tudi v prehrambeni industriji se
uporabljajo v razliénih kategorijah izdelkov, najpogosteje v pecivu, sokovih, sirupih,
omakah in marmeladah, ve¢inoma v kombinaciji z drugimi konzervansi, kot so sorbati in
benzoati. Njihovo uporabo in maksimalno koncentracijo v Zivilu pri nas ureja Pravilnik o
aditivih za zivila (60). Sprejemljiva skupna vrednost celotnega dnevnega vnosa za MePB
in EtPB znasa 0-10 mg/kg TM. PrPB je JECFA (Evropska agencija za varnost hrane) leta
1996 iz te skupne vrednosti zaradi novejSih dognanj izkljucila in Se vedno nima
postavljene nove lastne vrednosti TDI, BuPB pa ni bil vkljuen v ta vnos niti na zacetku,
ker se v zivilih v glavnem ne uporablja (61-64). V drzavah Evropske unije in v vecini

drugih so za uporabo v zivilih dovoljeni samo MePB, EtPB in PrPB (65).

1.4.3 IZPOSTAVLJENOST PARABENOM

Ljudje smo izpostavljeni parabenom v glavnem prek kozmeticnih in prehrambenih
izdelkov ter farmacevtskih pripravkov, v katerih se uporabljajo kot konzervansi. Glede na
razliéne ocene, naj bi bil 60 kg tezek clovek povprecno na dan izpostavljen naslednjim
koli¢inam parabenov: prek zivil 1,3 mg, preko farmacevtskih pripravkov 25 mg in preko
kozmeti¢nih izdelkov 50 mg. Torej povpretna dnevna izpostavljenost parabenom iz

najpogostejsih virov znaSa na osebo 76 mg oz. 1,3 mg/kg TM/dan (52).
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1.4.4 BIOMONITORING PARABENOV

Parabeni so dokazano prisotni v razli¢nih tkivih ljudi (57, 66-70). Rezultati kazejo, da so
parabeni prisotni tudi v intaktni obliki, kar pomeni, da se nekako izognejo metabolizmu v
gastrointestinalnem traktu in jetrih po peroralnem vnosu, vendar bolj verjetno, v veCinskem
delezu hidrolizi v kozi po dermalni aplikaciji. V vec€ini testiranih vzorcev urina ljudi so
zaznali proste, nemetabolizirane parabene, v 99 % vzorcev MePB, 96 % PrPB, 69 %
BuPB in v 58 % EtPB (67). V vzorcih prevladujeta MePB in PrPB, kar kaze oz. potrjuje
njuno najpogostejSo uporabo (66). Rezultati dveh raziskav biomonitoringa parabenov v
urinu so zbrani v preglednici III. Veliko prahu je dvignila raziskava, kjer so dokazali
prisotnost parabenov v prvotni estrski obliki v rakastem tkivu dojke. Od vseh parabenov je
koncentracijo 2,6 ng na gram tkiva mu je na drugem mestu sledil PrPB. Vendar dokazi o

prisotnosti parabenov v rakastem tkivu dojke do danes niso bili potrjeni(57).

Preglednica III: Izmerjene koncentracije parabenov v vzorcih urina ljudi: vrednosti se
nanasajo na celokupno koncentracijo parabenov; nekonjugirana in konjugirana oblika, pri

c¢emer prevladuje slednja (67-69).

Urin, ZDA; demografsko Urin, Spanija, ng/mL, mediana,
razlicna obmocja,
. nosecnice, 3. otroci, 4 leta,
ng/mL, mediana, n=100
trimester, n=120 n=30

MePB 43,9 191,0 150,0
EtPB 1,0 8,8 8,1
PrPB 9,1 29,8 21,5
BuPB 0,5 2,4 1,2

1.4.5 TOKSIKOKINETICNE LASTNOSTI PARABENOV

Studije na podganah, kuncih, psih in ljudeh poro¢ajo o hitri in obseZni absorpciji, hidrolizi,
konjugaciji in eliminaciji po peroralnem vnosu. Vec€ina metaboli¢nih procesov potece v
jetrih in ledvicah. Glavni metaboliti parabenov v padajo¢em vrstnem redu so p-hidroksi
benzojska kislina (PHBA), 4-hidroksihipurna kislina, konjugat PHBA in glukuronske
kisline (konjugat v obliki etra in estra) oz. aktiviranega sulfata (52, 57). Glavni metabolit

PHBA je netoksi¢na, v okolju naravno prisotna snov, npr. v korenu korenja prisotna do
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800 pg/g suhe snovi (53). V 24 urah po gavazi (aplikacija po zelod¢ni sondi) ali peroralni
aplikaciji se okrog 80 % parabenov v obliki metabolitov (manj kot 1 % v nespremenjeni
estrski obliki) izlo¢i z urinom in okrog 3 % s fecesom. Ze 30 minut po vnosu se vsi
metaboliti zaznajo v urinu. Hitrost eliminacije je obratno sorazmerna z odmerkom vnosa in
dolzino alkilne verige parabena. In vivo Studije ne porocajo o akumulaciji parabenov po

peroralnem vnosu enkratnega odmerka, niti po veckratnih odmerkih v daljsih ¢asovnih

obdobjih (52, 53).

Po dermalnem nanosu je absorpcija hitra in le delna, namre¢ pri podganah se absorbira do
50 % nanesene koli¢ine parabenov, zaradi v kozi prisotne karboksilaze ve¢inoma v obliki
metabolita PHBA. Rezultati $tudij o hitrosti dermalne absorpcije glede na dolzino alkilne
verige niso enotni (53, 66). Po enkratni dermalni aplikaciji ni signifikantne akumulacije
parabenov v koZi na mestu nanosa ali drugem tkivu podgan (53). Tradicionalno je veljalo,
da se parabeni iz koZe absorbirajo v velikem delezu v Ze hidrolizirani obliki in se kot tak$ni
ali kot konjugati hitro in skoraj v celoti z urinom izlo€ijo iz telesa. Slednje je imelo velik
doprinos k njihovi vsesplosno veljavni nizki toksi¢nosti in »inertnosti« (53). Po drugi
strani, pa nekatere Studije, tudi na ljudeh, potrjujejo starejSe domneve o nepopolni hidrolizi
v kozi in posledi¢ni akumulaciji parabenov, osnovanih na prisotnosti proste esterske oblike
v tkivih ljudi. Prvotne esterske oblike so v primerjavi z razgradnimi produkti bolj lipofilne
in imajo vecjo sposobnost akumulacije v mascobnem tkivu. V in vitro Studiji 30 %
nanesene koli¢ine PrPB prehaja skozi model koze podgane v prvotni estrski obliki in ta
odstotek je po casovno daljSem topikalnem stiku Se visji (57, 71). Po enkratnem
topikalnem nanosu (2 mg/cm?) 2 % BuPB (skupno 800 mg) v obliki kreme na celotno kozo
¢loveka, doseze BuPB v prvotni obliki v 3 urah maksimalno serumsko koncentracijo 135
ng/L (53, 57). K nepopolni hidrolizi in akumulaciji prispevajo interindividualne razlike v
hitrosti in obsegu encimske razgradnje in redna, dalj ¢asa trajajoca ter isto¢asna uporaba
vecih pripravkov, ki vsebujejo parabene. Tudi prisotnost inhibitorjev esteraz (flavonoidi iz
soka grenivke) in druge esterske spojine, ki tekmujejo s parabeni za encimsko razgradnjo
zmanjSajo obseg hidrolize (66, 70, 72). Podatki o pocasnejsi hidrolizi v ¢loveski kozi glede
na podganjo, kazejo na manjSo napovedno vrednost podatkov dobljenih na podganah (66,
73). Na dermalno absorpcijo parabenov, zlasti na penetracijo v kozo, vplivajo tudi
preostale sestavine nanesenega pripravka. Snovi, ki povecajo prepustnost koze, povecajo

penetracijo parabenov, med takimi je npr. v kozmeti¢nih pripravkih pogosto uporabljen
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etanol. Slednji Se dokazano in vitro inhibira hidrolizo MePB (edini testirani paraben) in
poveca njegovo transesterifikacijo (66). Farmakokinetski parametri se za dermalno
aplikacijo parabenov ustrezno razlikujejo od peroralne; cmax in AUC sta pri dermalni do

10-krat nizja, tmax pa je daljsi za 8-16-krat. (53).

1.4.6 TOKSIKODINAMICNE LASTNOSTI PARABENOV
IN VITRO ESTROGENSKO DELOVANJE PARABENOV

Do sedaj izvedene in vitro Studije estrogenske aktivnosti parabenov kazejo, da imajo ti
sposobnost, da se vezejo na ER in preko tega receptorja aktivirajo gene, povecajo raven
proteinov in proliferacijo celic. Jakost estrogenskega delovanja naras¢a z daljSanjem
alkilne verige estra in z razvejanostjo stranske verige. Pomembno pa je predvsem dejstvo,
da je jakost estrogenskega delovanja vseh parabenov glede na do zdaj znane podatke za
1000 do 1000.000-krat manjSa v primerjavi z E2. PHBA, ki je glavni metabolit parabenov,

pa nima sposobnosti estrogenskega delovanja (74-77).

In vitro Studije ocenjujejo estrogensko jakost delovanja parabenov prek vec bioloskih
ucinkov in za detekcijo teh uporabljajo razlicne metode in celi¢ne linije. Na celi¢ni liniji
MCF-7, ki jo sestavljajo hormonsko odvisne celice raka dojke, je uporabljena in
preizkusena veCina najpogostejSih metod za detekcijo bioloskih ucinkov. Test
kompetitivne vezave z radioaktivnim izotopom oznacCenega estradiola na celi¢ni liniji
MCF-7 kaze, da so vsi testirani parabeni §ibko estrogeni. Pri 1000.000- krat vecji
koncentraciji inhibirajo vezavo [2,4,6,7-°H ] estradiola na ERa za 21 % (MePB), 54 %
(EtPB), 77 % (PrPB) in 86 % (BuPB), pri 100.000-krat vecji koncentraciji pa vezavo
inhibirata samo PrPB in BuPB. Parabeni prek ER povecajo tudi proliferacijo celic, namrec
le-ta se inhibira z dodatkom estrogenskega antagonista ICI 182,780. Od vseh S§tirih
testiranih parabenov, MePB, EtPB, PrPB in BuPB, ima slednji najvec¢jo mo¢ proliferacije,
in sicer je le-ta pri koncentraciji 10~ M enaka kot pri E2 v obmog&ju od 10" M do 10’ M
(76). Vec studij na enaki celi¢ni liniji potrjuje proliferacijski uc¢inek parabenov, hkrati ena

od njih poroca o aditivnem estrogenskem u¢inku kombinacij parabenov (66, 77, 78).
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IN VITRO ANDROGENSKO DELOVANIJE PARABENOV

Androgensko delovanje parabenov je v primerjavi z estrogenskim Se dokaj neraziskano,
rezultati dveh do zdaj izvedenih in vitro Studij doloCanja ucinkov na AR so zbrani v
preglednici IV. V eni od Studij testiranja agonisticnega in antagonisticnega delovanja
izbranih parabenov (MePB, PrPB, BuPB) na AR sta uporabljena dva razli¢na tipa celic iz
CHO-K1 celi¢ne linije (celice jajénika iz samice hrcka): AR-EcoScreen in c-luc, prve
izrazajo reporterski gen za luciferazo z indukcijo androgenov, druge pa brez nje. Oba tipa
sta povezana v sistem AR-EcoScreen (79). V obmocju testiranih koncentracij, kjer je
najvisja koncentracija 1,0x10™* M, ni zaznati agonisti¢nega u¢inka na AR. BuPB in PrPB
delujeta antagonisti¢no z ICsy (M): 6,8x107 in 8,6x10”. MePB in EtPB pa zmanj3ata
aktivnost luciferaze napram DHT (1,7x107'° M) le za 10% oz. 20% in torej znasa ICso
>1,0x10™. Za primerjavo, ICso za androgeni antagonist hidroksiflutamid znasa 7,0x10”
(79). V drugi Studiji testiranja agonisticnega in antagonistiénega delovanja izbranih
parabenov (MePB, PrPB, BuPB) na AR so bile uporabljene zarodne ¢loveske celice ledvic,
imenovane HEK 293. Prek plazmida imajo vgrajen reporterski gen za luciferazo in gen za
¢loveski AR. V isti Studiji so Se z metodo MTS raziskovali proliferacijsko delovanje. Pri
nobenem od testiranih parabenov ni zaznana signifikantna razlika v celi¢ni proliferaciji
glede na kontrolo s topilom (0,2 % DMSO). V testiranem koncentracijskem obmocju (1
koncentraciji, 10 uM, inhibirajo transkripcijsko aktivnost testosterona (0,125 nM), in sicer
MePB za 40 %, BuPB za 33 % in PrPB 19 %. Za primerjavo, flutamid (pozitivna kontrola)
pri 10 uM inhibira skoraj 10-kratno koncentracijo testosterona za 90 % (80).
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Preglednica 1V: Zbrani rezultati dveh do zdaj izvedenih in vitro Studij dolo¢anja ucinkov
parabenov na AR. Rezultati se nanasajo na test, ki je bil izveden na celi¢ni linji CHO-K1
pri 100 uM koncentraciji parabenov oz. HEK 293 in koncentraciji 10 pM. -: ni
signifikantnega ucinka, +: je signifikanten uinek, X: substanca ni testirana, * MePB in

EtPB zmanjgata aktivnost luciferaze napram DHT (1,7x107'°M) le za 10 oz. 20 % (79, 80).

ucinek agonisti¢ni u¢inek na AR antagonisticni u¢inek na AR

celi¢na linija CHO-K1 HEK 293 CHO-K1 HEK 293
MePB - - % i
EtPB - X -k X
PrPB - - + +
BuPB - - + +

IN VITRO GLUKOKORTIKOIDNO DELOVANIJE PARABENOV

Glukokortikoidno delovanje parabenov je Se dokaj neraziskano, namre¢ do zdaj je
izvedena samo ena Studija, in sicer na celicni liniji mi§jih preadipocitov, imenovani 3T3-
L1. Celice te linije imajo vgrajen reporterski gen za luciferazo, ki se izraza v soodvisnosti
glukokortikoidne aktivnosti testiranih spojin. Razen MePB, ki ne izkazuje aktivnosti, se
ostali trije, EtPB, PrPB in BuPB, obnaSajo kot glukokortikodni agonisti in posredno
povecajo aktivnost luciferaze pri testirani koncentraciji 100 pM. Glede na negativno
kontrolo (DMSO) ima le BuPB signifikanten ucinek, in sicer poveca aktivnost luciferaze
za 2-krat, deksametazon (1uM), ki ima vlogo pozitivne kontrole pa za 3-krat. Moc
delovanja naras¢a z daljSanjem alkilne verige parabenov. Glukokortikoidni u¢inek BuPB je
v isti Studiji po enakem principu potrjen Se na celicah COS-7, kjer skupaj z
deksametazonom deluje Se signifikantno sinergisticno. Samostojen in sinergisti¢en u¢inek
BuPB je dodatno potrjen na celicah 3T3-L1 prek povecane ekspresije mRNA za
glukokortikoidni tar¢ni gen lipin 1 (fosfataza fosfatidne kisline, ki katalizira defosforilacijo

fosfatidata) (70).

30




Preglednica V: Rezultati in vitro Studije dolocanja u¢inkov parabenov na GR, uporabljeni
sta dve celi¢ni linij; 3T3-L1 in COS-7 ter enake testirane koncentracije za vse parabene
(100 uM). -: ni signifikantnega ucinka, +: je signifikanten u¢inek, X: substanca ni testirana,

*: substanca poveca aktivnost luciferaze, vendar nesignifikantno (70).

ucinek agonisti¢ni u¢inek na GR antagonisti¢ni u€inek na
GR
celi¢na linija 3T3-L1 COS-7 COS-7
MePB - X X
EtPB -k X X
PrPB -* X X
BuPB + + -

UCINKI PARABENOV NA LJUDI IN ZIVALI

K njihovi vsestranski uporabi, poleg nizke cene in Sirokega spektra delovanja proti
mikroorganizmom, prispeva tudi nizka toksi¢nost. LDsy MePB in PrPB za primer misi in
oralne aplikacije znaSa okrog 8000 mg/kg TM. Rezultati spremljanja teZe in nekropsije
razliénih testiranih zivali ne kazejo signifikantnih sprememb v Studijah kronicne
toksi¢nosti. Niso genotoksi¢ni, karcinogeni, teratogeni in nevrotoksi¢ni, drazenje in

preobcutljivostne reakcije povzrocajo samo na poskodovani kozi (52).

Predvsem na podlagi in vivo $tudij Generalni direktorat za zdravje Evropske komisije
priporoca, da bi se sprejemljiva vrednost dnevnega vnosa preko zauzitja oz. dovoljena
vsebnost v kozmetiki znizala za PrPB, pa tudi za BuPB, ker sta zaradi daljSe stranske
alkilne verige dokazano bolj aktivna in tako predstavljata vecje tveganje za zdravje ljudi.
PrPB je v Studiji na samcih podgan po ponovljivih odmerkih 10 mg/kg TM/dan povzrocil
le manjSe spremembe v delovanju reproduktivnega sistema in se zato ta odmerek smatra
kot vrednost NOAEL (83). BuPB pa je v in vivo $tudiji na samcih podgan povzrocil
signifikantne neZelene ucinke na reproduktivni sistem v skupini, kjer je ponovljivi dnevni
vnos znasal priblizno 10 mg/kg TM/dan. Se pa ti podatki ne upostevajo kot relevantni oz.
sprejemljivi za podajanje ocen tveganja za zdravje ljudi, ker raziskovalcem iz strani
industrije ni uspelo ponoviti raziskave oz. so dobili nasprotne rezultate (NOAEL 1000

mg/kg TM/dan). Vendar se ne uposStevajo niti izsledki te ponovitvene Studije zaradi
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BuPB, ki ni povzrocil nobenega ucinka na samcih podgan, znasa 2 mg/kg TM/dan in
predstavlja vrednost NOEL. Ta podatek iz Studije leta 1999 za enkrat Se vedno predstavlja
edini relevantni podatek, ki se uporablja za izraCune ocen tveganj, ¢eprav je le vrednost
NOEL in ne NOAEL, poleg tega izhaja iz Studije, kjer je bil BuPB testiran samo v tej
koncentraciji in apliciran samo subkutano (74). Zgoraj opisano potrjuje nujnost nadaljnjih
raziskav, ki pa morajo biti seveda ustrezno nacrtovane in kontrolirane, saj njihovi rezultati

v nasprotnem primeru nimajo nobene vrednosti.

Hormonska aktivnost parabenov, predvsem estrogenska, je dokazana v Stevilnih in vivo
Studijah na razli¢nih Zivalih, najpogosteje preko povecanja maternice (uterotropni efekt)
pri spolno nezrelih samicah podgan in miSih ter samicah, ki so jim predhodno odstranili
jajénike (57, 66). VecCinoma se ucinki na zivalskih modelih izrazijo Sele v visokih
odmerkih, okrog 1000 mg/kg TM/dan (74). Ucinki pri nizjih odmerkih se nanaSajo v
izzvali uterotropni ucinek, tudi precej razlikujejo (52). Podatki kazejo, da obstaja pozitivna
korelacija med estrogensko aktivnostjo in dolZino stranske verige parabena (66). V zadnjih
letih se raziskave vpliva parabenov na endokrini sistem preusmerjajo iz estrogenskega v
manj raziskano antiandrogensko delovanje. Prek obojega lahko vplivajo na reproduktivni
sistem zivali. Veliko dokazanih fizioloSkih u¢inkov parabenov je nemogoce pripisati samo
estrogenskemu ali samo antiandrogenskemu mehanizmu delovanju. So pa androgeni oz.
antiandrogeni bolj pomemben faktor pri spolni diferenciaciji reproduktivnega trakta in tudi
poznejSemu delovanju tega pri moskih kot pri Zenskah. Zato so v preglednici VI zbrani
rezultati raziskav vpliva parabenov na tvorbo spermijev, semenske tekocCine, izloCanje
testosterona in razvoj spolnih organov pri samcih. Ti so bili izpostavljeni parabenom
posredno prek matere v Casu brejosti ali laktacije ali neposredno v postnatalnem ali
poznejSem razvojnem obdobju. Uc¢inke na reproduktivni sistem so belezili v skupinah, ki
so bile izpostavljene dnevno, preko peroralnega vnosa vsaj 100 mg PrPB na kg T™M ali
10,4 mg BuPB na kg TM. Uc¢inki v glavnem zavzemajo zmanj$ano rezervo semenske
tekoc¢ine v obmodku in dnevno sintezo semenske tekocCine, znizano Stevilo spermijev in
prav tako znizano koncentracijo testosterona v serumu. V skupinah, ki so bile izpostavljene
MePB in EtPB (pri obeh je najvecji dnevni vnos znasal 1000 mg/kg TM), niso opazili
signifikantnih sprememb (74).
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Preglednica VI: Rezultati raziskav vpliva parabenov na steroidogenezo, izloCanje
testosterona, tvorbo spermijev, semenske tekocine in razvoj spolnih organov pri samcih. V

levem stolpcu so osnovni podatki testnega sistema; vrsta testirane zivali, odmerek in nacin

ter Casovno obdobje izpostavljenosti parabenom.

TESTNI SISTEM

REZULTATI

MePB

-podgane vrste Wistar; samci stari 25-27 dni

-100 in 1000 mg/kg/dan; 8 tednov; PER OS

brez ucinka na izlo€anje testosterona in

reproduktivni sistem (74, 81)

EtPB

-podgane vrste Wistar; samci stari 25-27 dni

-100 in 1000 mg/kg/dan; 8 tednov; PER OS

brez uc¢inka na izloCanje testosterona in

reproduktivni sistem (74, 81)

-podgane vrste Wistar; breje samice; od 7.
do 21. dneva brejosti, u€inek testiran na
mladi¢ih-moskih potomcih

-400 mg/kg/dan; 14 dni v Casu brejosti;

subkutano

mladi¢i potomeci: brez uc¢inka na izlocanje
testosterona, anogenitalno razdaljo, brez

histopatoloskih posebnosti testisov (74, 82)

PrPB

- podgane vrste Wistar; samci stari 19-21
dni

-10, 100 in 1000 mg/kg/dan; 4 tedne; PER
OS

> 100 mg/kg/dan: | rezerva semenske
tekocine v obmodku, | dnevna sinteza
semenske tekocine, | Stevilo spermijev in |
koncentracija testosterona v serumu , v
skupini 10 mg/kg/dan manjse

nesignifikantne spremembe (83)

BuPB

- podgane vrste Wistar; samci stari 2 dni

-2 mg/kg/dan; 16 dni; subkutano

brez ucinka na razvoj testisov (84)

- podgane vrste Wistar; samci stari 19-21
dni

-10,4, 103, 1026 mg/kg/dan; 8 tednov; PER
(0N}

v vseh treh skupinah: | rezerva semenske
tekoCine v obmodku, | dnevna sinteza
semenske tekocine, | Stevilo spermijev in |

koncentracija testosterona v serumu (74)

se nadaljuje na naslednji strani
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- podgane vrste Sprague Dawley; breje
samice, u€inek testiran na mladi¢ih-moskih
potomcih

-100 in 200mg/kg/dan; 14 dni; subkutano

mladici potomci; 100 in 200 mg/kg/dan : |
teza testisev, obmodka in prostate, | Stevilo
spermijev, 1 ekspresija ERa- in ERB-
mRNA (74)

-podgane vrste Wistar; breje samice; od 7.
do 21. dneva brejosti, u€inek testiran na
mladi¢ih-moskih potomcih

-200 in 400 mg/kg/dan; 14 dni v ¢asu

brejosti; subkutano

mladici potomci; v obeh skupinah; od
odmerka neodvisno signifikantno
zmanjSano izrazanje mRNA za transportni
protein, ki sodeluje v steroidogenezi (StAR)
(74, 82)
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2 NAMEN DELA

Zaradi ¢lovekovega nacina Zivljenja je v okolju vedno ve¢ snovi, ki niso naravno prisotne.
V zadnjih letih so pogost predmet raziskav onesnazevala, ki izkazujejo vpliv na zdravje
ljudi in zivali. Spojine, ki povzrofajo motnje v hormonskem sistemu, predstavljajo
potencialno nevarnost za Stevilne organizme. V primerjavi z raziskavami o vplivih HM na
delovanje estrogenskega sistema, so ostala podro¢ja hormonskega sistema dokaj
zapostavljena in Se ne zadostno raziskana. Zato smo se odlo¢ili, da bomo v diplomski
nalogi poskusali z in vitro testom doloCiti agonisticne in antagonisticne ucinke
preiskovanih spojin na AR in GR. Spojine, ki jih bomo testirali, lahko razdelimo v dve
skupini glede na njihovo strukturo in uporabo. V prvi so spojine, ki se uporabljajo v
proizvodnji plastike, to so analogi BPA in tudi sam BPA, v drugi pa Stirje parabeni, ki se
uporabljajo kot konzervansi. Za BPA in parabene je ze kar nekaj Casa znano, da delujejo
estrogensko, vedno ve¢ dokazov je, da tudi antiandrogensko. Njihov vpliv na delovanje

glukokortikoidnega sistema pa je Se dokaj neraziskan, enako velja za vse analoge BPA.

Na zacetku eksperimentalnega dela bomo testirali citotoksi¢nost vseh preiskovanih snovi v
prvotno izbrani koncentraciji 50 uM. V primeru, da se bo ta koncentracija za katero
spojino izkazala kot citotoksicna, bomo dolocili ustrezno niZjo koncentracijo za nadaljnje
teste. Po ugotovitvi in potrditvi ustreznosti testiranih koncentracij bomo s pomocjo drugega
in vitro testa, tj. luciferaznega testa, dolocili u¢inke spojin na AR in GR. Za vsak receptor
posebej bomo dolocili signifikantne agonisticne in antagonisticne ucinke spojin. Kot
modelni sistem za ugotavljanje u¢inkov bomo uporabili celi¢no linijo MDA-kb2, ki izraza
endogene, funkcionalne AR in GR in omogoca dolo¢anje u¢inkov na obeh receptorjih z
razlikovanjem agonisti¢nega in antagonisti¢nega ucinka spojin. Glede na posamezen test
bomo dodajali spojine v doloenem vrstnem redu s polurnim zamikom. Pri testiranju
antagonisti¢nega delovanja posamezne spojine na dolocenem receptorju (AR ali GR) bomo
celicam najprej dodali preiskovano spojino in po ¢asovnem zamiku Se znan agonist
receptorja, na katerem doloamo antagonisticen ucinek (DHT za testiranje
antagonisticnega delovanja spojin na AR oz. HC za primer GR). Tako bomo dolo¢ili
potencialen antagonisticen uéinek preiskovane spojine glede na njeno jakost zmanjSanja
ucinka zraven dodanega znanega agonista. Pri testiranju agonisticnega delovanja

preiskovane spojine na dolocenem receptorju (AR ali GR) pa bomo receptor, ki ni predmet
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trenutnega testiranja, zasedli z njegovim znanim antagonistom, ker gre za celi¢no linijo,
kjer lahko z ustreznim ligandom merimo vezavo slednjega na AR in GR. Tako bomo pri
testiranju agonisti¢nega delovanja na AR najprej dodali RU-486 (antagonist na GR), ki bo
predhodno zasedel GR in tako omogocil, da preiskovana spojina izrazi svoj u€inek samo
preko AR, in po pol ure dodali Se preiskovano spojino. Pri testiranju agonisticnega
delovanja na GR pa bomo najprej dodali FLUT (antagonist na AR), ki bo predhodno
zasedel AR in tako omogocil, da preiskovana spojina izrazi svoj uc¢inek samo preko GR, in

Sele nato dodali preiskovano spojino.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 TESTIRANE SPOJINE

Preiskovane spojine, katerih u¢inek na AR in GR nas je zanimal, so bile BPA, BPAF,
BPC, BPF, BPS, BPZ, BHEPS, dBPS, TIO, MePB, EtPB, PrPB in BuPB. Pri luciferaznem
testu smo kot kontrolne spojine uporabili DHT, FLUT, HC in RU-486. Strukturne formule,
stopnje Cistote, molske mase in Stevilke CAS ter proizvajalci vseh testiranih spojin so

navedeni v preglednici VII.

Kontrolni spojini DHT in HC smo testirali v koncentracijah, ki dosezejo 50 %
maksimalnega ucinka (ECs) na izbrani celi¢ni liniji. FLUT in RU-486 pa smo testirali pri
Slednji koncentraciji in ECsy smo dolocili s predhodnimi luciferaznimi testi, kjer smo
testirali koncentracije, ki ne delujejo citotoksi¢no. Tako smo ugotovili, da znasa ECs za
DHT (agonist na AR) 0,5 nM in za HC (agonist na GR) 500 nM, najnizja koncentracija
maksimalne inhibicije ustreznega agonista pa 5 uM za FLUT (antagonist na AR) in 100
nM za RU-486 (antagonist na GR). Preiskovane spojine smo testirali v koncentraciji 50
UM oz. nekatere zaradi citotoksi¢nosti ali obarjanja v mediju v ustrezno nizji koncentraciji,
tj. 25 in 10 uM. Najvisjo izhodno koncentracijo za testiranje (50 uM) smo izbrali oz.
dolocili glede na to, da vi§je koncentracije ni smiselno testirati, ker se tako visoke
koncentracije naceloma ne nahajajo v okolju in zaradi tega niso toliko zanimive s

toksikoloskega vidika.
PRIPRAVA VZORCEV TESTIRANIH SPOJIN

Zalozne raztopine testiranih spojin smo pripravljali v epicah v 1000-krat vi§jih
analitski tehtnici (Mettler toledo, Greifensee, Svica) in raztopili v 99,8 % DMSO (Sigma-
Aldrich, MO, ZDA). Zatem smo raztopine 1000-krat red¢ili z gojitvenim medijem. V
primeru potrebe po nadaljnjih red€enjih za nizje koncentracije (pri testu citotoksicnosti
smo testirali spojine v ve¢ koncentracijah) smo uporabili 0,1 % DMSO v gojitvenem
mediju. Kon¢na koncentracija DMSO je v vseh raztopinah znaSala 0,1 % (v/v). Ta

koncentracija DMSO ni delovala citotoksi¢no.
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Preglednica VII: Preglednica struktur testiranih spojin (preiskovanih spojin in kontrol). V

oklepaju je oznaka spojine, podrtana vrednost predstavlja Stevilko CAS, odstotek se

nanasa na stopnjo Cistote, naslednja Stevilcna vrednost predstavlja molsko maso v g/mol,

zadnji podatek pa predstavlja proizvajalca spojine.

Bisfenol A (BPA), 80-05-7, > 99 %, 228,29,
Sigma-Aldrich, Nemcija

Bisfenol C (BPC), 79-97-0, 97 %, 256,34,
Sigma-Aldrich, Nemcija

HzGC CHa
]
HO™ - OH

HaG CHj

JOC
HO OH

CHa

Bisfenol F (BPF), 620-92-8, 98 %, 200,23,
Sigma-Aldrich, Nemcija

Bisfenol AF (BPAF), 1478-61-1, > 97 %,
336,23, Sigma-Aldrich, Nemcija

F3C G Fﬂ

HO I I OH

Bisfenol S (BPS), 80-09-1, 98 %, 250,27,
Sigma-Aldrich, Nemc¢ija

Bisfenol Z (BPZ), 843-55-0, 98 %, 268,35,
Sigma-Aldrich, Nemcija

?

o)

N

|><’ |

U

=
N

HO OH

Bis[4-(2-hidroksietoksi)fenil |sulfon,
(BHEPS), 27205-03-4, 95 9%, 338,38,

Sigma-Aldrich, Nemcija

4,4'-sulfonil-bis(2-metilfenol),
(dBPS), 16346-97-7, 97 %, 278,32, Sigma-
Aldrich, Nemcija
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http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=80-05-7&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=79-97-0&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=620-92-8&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=1478-61-1&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=80-09-1&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=843-55-0&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=27205-03-4&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=16346-97-7&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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4,4'-tiodifenol, (TIO), 2664-63-3, 99 %,
218,27, Sigma-Aldrich, Nemcija

Metilparaben (MePB), 99-76-3, 152,15,

Fluka, Svica

0
OCHs
HO

Etilparaben (EtPB), 120-47-8, 166,17,

Chemos, Nemcija

Propilparaben (PrPB), 94-13-3,

Fluka, Svica

180,20,

0
/@)\ O/“\. CH3
HO

O+ 0O~ CHa

OH

Butilparaben (BuPB), 94-26-8, 194,23,

Chemos, Nemcija

Dihidrotestosteron (DHT), > 97,5 %, 521-
18-6, 290,44, Sigma-Aldrich, Nemcija

Oy O _~_-CHj

OH

© H

Flutamid (FLU), 13311-84-7, 276,21,

Sigma-Aldrich, Nemc¢ija

Hidrokortizon (HC), 50-23-7, > 98 %,
362,46, Sigma-Aldrich, Nemcija
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http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=2664-63-3&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=99-76-3&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=120-47-8&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=94-13-3&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=94-26-8&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=521-18-6&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=521-18-6&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=13311-84-7&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=50-23-7&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product

CHg

;

Yo
O

Q2N

CFa

Mifepriston (RU-486), 84371-65-3, > 98 %,
429,59, Sigma-Aldrich, Nemcija

3.1.1 CELICNA LINIJA MDA-kb2
Za §tudijo smo uporabili celi¢no linijjo MDA-kb2 (ATCC, Nemcija), ki jo morfolosko

uvrs¢amo med pritrjene celicne linije (adherentne). Celi¢na linija MDA-kb2 je bila
pridobljena s stabilno transfekcijo iz MDA-MB-453 linije ¢loveskih, epitelijskih celic raka
dojke. Slednje izvorne celice izrazajo endogene, funkcionalne AR in GR, v zelo majhni
meri Se ERP, na ravni mRNA pa niso zaznali ERa in progesteronskih receptorjev. Celicam
MDA-MB-453 so vstavili reporterski vektor MMTYV .luciferase.neo, ki vsebuje na
androgene in glukokortikoide odzivno promotorsko zaporedje in reporterski gen za
luciferazo (85, 86). Celicno linijo MDA-kb2 smo izbrali za raziskavo zaradi njenih
Stevilnih prednosti: nezahtevnega gojenja in vzdrzevanja celic, ustrezne obcutljivosti in
specifinosti ter stabilne odzivnosti celic preko 80 pasaz, ni treba izvajati transfekcij, testi
so hitro izvedljivi, rezultati so ponovljivi in obstaja moznost testiranja oz. dolo¢anja
ucinkov na obeh receptorjih z razlikovanjem agonisticnega in antagonisticnega ucinka

spojin (86).
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http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=84371-65-3&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product

3.1.2 OSNOVNE METODE DELA S CELICAMI

Delo s celicami je potekalo v brezprasni komori z laminarnim pretokom zraka — LAF
komori (Iskra, Sentjernej, Slovenija), ki je name$&ena v prostoru, kjer velja poseben rezim
Cistote (po nacelih asepti¢nih pogojev). LAF komora onemogoc¢a dostop kontaminantov na
delovno povrsino z omejenim dostopom in stalnim pretokom filtriranega zraka. Komoro
smo pred uporabo razkuzili s polurnim obsevanjem z ultravijoli¢no svetlobo, tik pred
pricetkom dela pa smo delovno povrsino ocistili s 70-odstotnim etanolom. Pri delu smo

uporabljali zas¢itne rokavice, ki smo jih prav tako razkuzili s 70-odstotnim etanolom.

Med vzdrzevanjem celic smo potrebovali naslednje reagente (prvi trije sestavljajo gojitveni

medij):

L-15 (Leibovitz) medij (Sigma-Aldrich, Nemcija),
- fetalni goveji serum — FBS (Gibco, USA),

- raztopino antibiotika penicilina 10000 U/mL in streptomicina 10000 pg/mL
(Sigma-Aldrich, MO, ZDA),

- DMSO 99,8 % (Sigma-Aldrich, Nem¢ija),

- fosfatni pufer — PBS (Sigma-Aldrich, Nemcija),

- tripsin (Sigma-Aldrich, Nem¢ija) in

- barvilo tripan modro (Sigma-Aldrich, Nemcija).
ODMRZOVANIJE CELIC

Pred pricetkom dela s celi¢no kulturo je treba celice odmrzniti. Te smo namre¢ v obliki
suspenzije shranjevali z zamrzovanjem v tekocem dusiku (-196 °C). V krioviali (TPP,
Transadingen, Svica) z volumnom 1 mL je bilo shranjenih okrog 5 x 10° celic. Po
zamrzovanju smo kriovialo s celicami vzeli iz posode s tekocim duSikom in hitro odtajali v
vodni kopeli (priblizno 37 °C, 2-4 minute). Nato smo celice prenesli v 15 mL
centrifugirko in dodali 10 mL gojitvenega medija. Celotno vsebino smo v centrifugi
(Tehtnica, Zelezniki, Slovenija) centrifugirali 5 minut pri 1000 obratih/min., nato
odpipetirali in zavrgli supernatant ter na ta nacin odstranili krioprotektant (10 % DMSO).

Zatem smo celice, ki so zaostale v sedimentu, resuspendirali v priblizno 5 mL gojitvenega
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medija in suspenzijo na koncu prenesli v sterilno gojitveno posodo s povrsino 75 cm’

(TPP, Transadingen, Svica).
GOJENIJE IN PRESAJANIJE CELIC

Celice za svoje prezivetje in rast potrebujejo kontrolirano okolje. V ta namen smo celice
MDA-kb2 gojili v sterilnih gojitvenih posodah (plastenke v obliki T s perforiranim
zamaskom) v specializiranem inkubatorju MCO-18AIC (Sanyo, ZDA), pri 37 °C in
atmosferskih pogojih.

Celice za svoje prezivetje in rast potrebujejo tudi gojitveni medij z ustrezno sestavo.
Pripravili smo ga po naslednji recepturi: v 500 mL medija Leibovitz smo dodali 50 mL
FBS in 5,5 mL antibiotika (10000 U/mL penicilina in 10000 pg/mL streptomicina).
Pripravljeni gojitveni medij smo hranili v hladilniku in ga vedno pred uporabo segreli v
inkubatorju ali vodni kopeli na priblizno 37 °C. Med gojenjem celic smo ga zamenjali na 2

do 3 dni.

Celice se presajajo v fazi, ko dosezejo priblizno 80 % konfluenco. Slednje preverimo pod
invertnim svetlobnim mikroskopom Olympus CKX41 (Olympus, Tokyo, Japonksa). Celice
so povprecno rasle tako hitro, da smo jih presajali na priblizno 7 dni, edino po odmrznitvi
so potrebovale nekaj dodatnega Casa, preden so zaCele normalno rasti. Pred presajanjem
smo gojitveni medij in PBS na vodni kopeli ali v inkubatorju segreli na priblizno 37 °C,
enako tripsin, ki smo ga predhodno 10-krat red¢ili. Pri tripsinu je bila potrebna previdnost,
da se ni segreval predolgo, ker bi se s tem zmanjSala njegova aktivnost (velja podobno za
vse raztopine, ki se shranjujejo v zamrzovalniku). Pomemben del presajanja adherentnih
celic predstavlja odlepljanje teh od podlage. Najprej smo odstranili izrabljeni gojitveni
medij, celice 1-krat sprali s priblizno 5 mL PBS, slednjega odstranili in dodali 5 mL
razred¢enega tripsina. Sledila je 4-minutna inkubacija v inkubatorju na 37 °C in
atmosferski vrednosti CO;. Po inkubaciji smo pod mikroskopom preverili ali so se celice
res odlepile od podlage gojitvene posode. Celi¢no suspenzijo smo nato s serolosko pipeto
za enkratno uporabo (Tpp, Transadingen, Svica) prenesli v centrifugirko z volumnom 15
mL, dodali 5 mL gojitvenega medija za ustavitev delovanja tripsina in centrifugirali 5
minut pri 1200 obratih/min. Supernatant smo odpipetirali in ostanek resuspendirali v 5 mL

svezega gojitvenega medija s pomocjo pipete oziroma po potrebi z vibracijskim
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mesSalnikom (Biosan, Latvija). Celice smo presajali po priporo¢ilu proizvajalca v razmerju

1:2(85).
NASAJANJE CELIC

Celice smo nasajali na mikrotitrske plosc¢e s 96 vdolbinami. Za test citotoksi¢nosti smo
celice nasajali na prozorne plosée tipa 92096 (TPP, Transadingen, Svica), za luciferazni
test pa na bele Microlon Lumitrac 600 (Greiner bio-one, Kremsmiinster, Avstrija). Pri
nasajanju celic smo postopali enako kot pri presajanju, s to razliko, da smo jih na koncu v
drugi koncentraciji prenesli v vdolbine mikrotitrskih ploS¢ in ne v gojitvene posode. Z
avtomatsko multikanalno pipeto (Biohit, Helsinki, Finska) smo v vsako vdolbino prenesli
po 100 pL homogene suspenzije, ki je vsebovala 10* celic. Pred tem smo celice presteli in
izracunali volumen suspenzije, ki je vsebovala priporoceno Stevilo celic za vseh 96
vdolbin, ter temu volumnu dodali Se potrebno koli¢ino gojitvenega medija za ustrezno

koncentracijo celic (10° celic/mL).
STETJE CELIC

V postopku presajanja in nasajanja smo celice v suspenziji preSteli in na osnovi tega
izracunali volumen suspenzije, ki je vsebovala priporoceno koli¢ino celic za presaditev oz.
nasaditev. Celice smo Steli s pomocjo barvila tripan modro. Gre za vitalno barvilo, ki
prodre samo v mrtve celice, ki jih obarva modro, zive celice pa ostanejo svetle (po daljSem

¢asu prodre tudi v zive in nanje deluje citotoksi¢no).

Za Stetje celic smo v epico odpipetirali 100 pL suspenzije celic, dodali enak volumen
barvila tripan modro in celotno vsebino homogeno premesali. 1 pLL homogene suspenzije
smo nanesli na hemocitometer (Brand, Wertheim, Nemcija), tj. objektno ploscico s
Stevnimi Neubauerjevimi komorami, in pod svetlobnim mikroskopom presteli zive celice.
Presteli smo celice v Stirih kvadrantih in skupno Stevilo celic v celotnem volumnu

suspenzije izraCunali po formuli: (A+B+C+D)/4xRx K, x V.

- A, B, C, D — stevilo celic v posameznih kvadrantih; presteli smo celice v vseh 4

kvadrantih in nato izracunali povprecno Stevilo celic na 1 kvadrant.

— R — faktor red¢enja; v nasem primeru smo red¢ili 100 pL celi¢ne suspenzije s 100

uL barvila, torej je bil R enak 2.
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— K, — volumen, v katerem Stejemo celice znaSa 10* mL (1 mmx 1 mmx 0,1 mm =
0,1 mm’ = 10 mL), ker smo Zeleli izradunati $tevilo celic v 1 mL suspenzije, smo

morali vrednost pomnoziti z 10*, torej je K, znasal 10%.

— V —volumen suspenzije v katerem so bile resuspendirane celice.

3.1.3 TEST CITOTOKSICNOSTI

Izpostavljanje celic citotoksi¢nim snovem vodi do razlicnih pojavov, lahko pride do
spremembe metabolizma celice ali pa celo do smrti celice (programirana celi¢na smrt ali
nekroza). Glede na naravo testa citotoksi¢nosti lo¢imo test prezivetja, test viabilnosti,
metabolni test ali inflamatorni test (87). Za testiranje citotoksi¢nosti smo izbrali metabolni
test, imenovan tudi test MTS, ki doloCa spremembe v metabolizmu v kratkem c¢asu po
tretiranju celic s preiskovanimi spojinami. Test MTS je dobil ime po glavni komponenti
reagenta, barvilu MTS  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazol). Reagent MTS (Cell Titer 96®AQueous One Solution Reagent) je
zmes barvila MTS v obliki soli in fenazin etosulfata (PES), ki ima vlogo reagenta za
prenos elektronov (87-89). Gre za kolorimetricni test, ki meri aktivnost encimov v Zivih,
metabolno aktivnih celicah, ki so sposobne reducirati barvilo MTS do formazana.
Dehidrogenaze tvorijo reducirajoce reagente (NADH ali NADPH), ki prenesejo svoj
elektron na PES, ta pa reducira MTS v obarvan formazan, ki je topen v gojis¢u in absorbira
pri 4990 nm. Iz izmerjene absorbance dobimo koli¢ino nastalega formazana, ki je
sorazmeren $tevilu (delezu) Zivih, metabolno aktivnih celic v kulturi. S pomocjo tega testa
naredimo vzporednico med prezivetjem celic po tretiranju s preiskovanimi spojinami in
njihovo metabolno aktivnostjo. Pri tem pa se je treba zavedati, da lahko citotoksi¢na
spojina samo spremeni celice oziroma jim okvari encim, ki je odgovoren za redukcijo

barvila MTS, in dobimo negativne rezultate testiranja, celice pa vseeno preZivijo (88, 89).
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Slika 5: Struktura barvila MTS (tetrazolijeva sol) in njegovega produkta formazana (88).

Za izvedbo testa smo potrebovali naslednje reagente (prvi trije sestavljajo gojitveni medij):

L-15 (Leibovitz) medij (Sigma-Aldrich, Nemcija),
- fetalni goveji serum — FBS (Gibco, ZDA),

- raztopino antibiotika penicilina 10000 U/mL in streptomicina 10000 pg/mL
(Sigma-Aldrich, Nemcija),

- DMSO 99,8 % (Sigma-Aldrich, Nem¢ija) in

- reagent MTS; Cell Titer 96°AQueous One Solution Reagent (Promega, Madison,
WI, ZDA).

Preiskovane spojine smo testirali v prvotno izbrani koncentraciji 50 uM in isto¢asno §e v
dveh nizjih koncentracijah, 25 in 10 pM. Za kontrolo smo uporabili gojitveni medij, prav
tako pa Se raztopino 0,1 % DMSO v gojitvenem mediju, ki je sluzila kontroli topila. Test
MTS je trajal 3 dni. Prvi dan smo celice nasadili na mikrotitrsko plosco in jih inkubirali 24
ur v inkubatorju pri 37 °C in atmosferskih pogojih. Naslednji dan smo odstranili gojitveni
medij in celicam dodali pripravljene raztopine s spojinami (stimulirane celice) ali kontrolo
(nestimulirane celice). Po 24-urni inkubaciji smo mikrotitrsko plos¢o s celicami pogledali
pod svetlobnim mikroskopom in preverili morebitno obarjanje testiranih spojin. Zatem

smo dodali 10 pL reagenta MTS, inkubirali Se vsaj 3 ure in s ¢italcem mikrotitrskih plos¢
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Synergy H4 Hybrid Reader (Bio Tek, ZDA) izmerili absorbanco pri 490 nm. Absorbanco
0,1 % DMSO v gojitvenem mediju (brez celic; slepa) smo posneli kot ozadje in na koncu
vrednost odsteli od absorbance stimuliranih in nestimuliranih celic. Konéni rezultat

prezivetja celic smo podali relativno glede na kontrolo.

3.1.4 DOLCANJE UCINKOV NA ANDROGENSKIH IN
GLUKOKORTIKOIDNIH RECEPTORJIH

Po tretiranju celic s spojinami, ki imajo sposobnost preko AR o0z. GR povzroditi bioloski
odgovor, se v celici sprozi veriga signalnih reakcij, ki se izrazi v sintezi specificnih
proteinov, ki so na koncu odgovorni za bioloski odgovor. Ti se v in vitro testih dolocajo s
pomoc¢jo posrednih, merljivih parametrov, ki so v neposredni korelaciji z jakostjo
delovanja oz. s koncentracijo aktivne spojine. Na ta nadin merimo relativno biolosko
aktivnost spojine glede na ustrezno kontrolo. Za posredno dolocanje delovanja spojin smo
izbrali Ze uveljavljen luciferazni test, ki temelji na izraZzanju reporterskega gena, ki kodira
encim luciferazo. Ta gen je uravnavan s promotorskim zaporedjem, na katero se veze AR
0z. GR (v obliki kompleksa z ligandom) kot transkripcijski faktor. Aktivacija transkripcije

oz. aktivnost luciferaze je torej pokazatelj bioloske aktivnosti testiranih spojin.

Luciferin pri reakciji bioluminiscence nastopa kot substrat, ATP in magnezijev ion pa
imata vlogo kofaktorja. Encim v prisotnosti ATP in magnezijevega iona katalizira
oksidacijo luciferina do hidroperoksidnega intermediata, ki nato ciklizira in pri razpadu

odda svetlobo (90).

kresnickina

: _ 5=
HO \.:s "NT COOH luciferaza o) s 'Nf
. N°© Thggh HATRER Mg .:‘ N/ NsJ  +AMP4PP +CO, +hv
luciferin oksiluciferin

Slika 6: Reakcija bioluminescence, ki jo katalizira kresnickina luciferaza (90).
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Za izvedbo testa smo potrebovali naslednje reagente (prvi trije sestavljajo gojitveni medij):

L-15 (Leibovitz) medij (Sigma-Aldrich, Nemcija),
- fetalni goveji serum — FBS (Gibco, ZDA),

- raztopino antibiotika penicilina 10000 U/mL in streptomicina 10000 pg/mL
(Sigma-Aldrich, Nemcija),

- DMSO 99,8 % (Sigma-Aldrich, Nemcija),
- fosfatni pufer — PBS (Sigma-Aldrich, Nemcija),
- izhodni lizirni pufer Reporter Lysis 5X Bufffer (Promega, Madison, WI, ZDA) in

- luciferazni reagent Luciferase Assay Buffer + Luciferase Assay Substrate

(Promega, Madison, WI, ZDA).

Preiskovane spojine smo testirali v prvotno doloc¢eni koncentraciji, tj. 50 uM oz. nekatere
zaradi citotoksicnosti ali obarjanja v mediju v ustrezno nizji koncentraciji, tj. 25 ali 10 uM.
Za negativno kontrolo smo uporabili gojitveni medij, raztopina 0,1 % DMSO v gojitvenem
mediju pa je sluzila kontroli topila. Kot pozitivni kontroli pa smo testirali DHT in HC.
Kombinaciji DHT/FLUT in HC/RU sta sluzili kontroli antagonista, kombinaciji DHT/RU
in HC/FLUT pa kontroli agonista. Prvi dan smo celice nasadili na mikrotitrsko plos¢o in
jih inkubirali 24 ur v inkubatorju pri 37 °C in atmosferski vrednosti CO,. Naslednji dan
smo odstranili gojitveni medij in celicam dodali pripravljene raztopine s preiskovanimi
spojinami oz. raztopine s kontrolnimi spojinami. Celicam smo dodajali spojine v
odvisnosti glede na posamezen test v doloCenem vrstnem redu s polurnim zamikom.
Izjema je bil receptorsko neselektiven (na AR in GR hkrati) test agonisticnega delovanja,
kjer smo celicam dodali samo 100 pL raztopine preiskovane spojine. Pri ostalih smo

postopali na naslednji nacin:

— test agonisticnega delovanja na AR; najprej smo dodali 50 pL pripravljene
raztopine RU-486 (antagonist na GR, ki je predhodno zasedel GR in tako omogo¢il,
da preiskovana spojina izrazi svoj u€inek samo preko AR), inkubirali pol ure in

zatem dodali Se 50 pL pripravljene raztopine preiskovane spojine,
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— test antagonistiCnega delovanja na AR; najprej smo dodali 50 pL raztopine
preiskovane spojine, inkubirali pol ure in zatem dodali Se 50 uL raztopine DHT
(agonist na AR). Tako smo aktivnost spojine dolo€ili glede na njeno jakost

zmanjSanja ucinka hkrati dodanega androgenskega agonista.

Pri testiranju agonisti¢nega in antagonisticnega delovanja na GR smo postopali podobno, s
to razliko, da smo namesto RU-486 dodali FLUT (antagonist na AR), namesto DHT pa HC
(agonist na GR). Po dodatku pripravljenih raztopin preiskovanih in kontrolnih spojin je
sledila 24-urna inkubacija, zatem smo raztopine spojin in kontrol odpipetirali iz vdolbin.
Njihov morebiten zaostanek smo odstranili s spiranjem oz. dodatkom 100 pL PBS.
Slednjega smo odstranili in za liziranje celic v vsako vdolbino dodali 20 pL lizirnega pufra
(predhodno z vodo 5-krat razredCeni izhodni pufer). Mikrotitrsko plos€¢o smo prenesli v
zamrzovalnik (Sanyo, ZDA) in jo za najmanj 3 ure zamrznili na -80 °C. Zatem smo z
multikanalno pipeto v vdolbine dodali 40 pL luciferaznega reagenta z luciferinom in takoj
pomerili luminescenco s ¢italcem mikrotitrskih plos¢ Synergy H4 Hybrid Reader (Bio Tek,
ZDA). Razmerje med izmerjeno intenziteto signala inducibilno izrazene kresnickine
luciferaze po tretiranju celic s preiskovano substanco in izmerjeno intenziteto signala po

tretiranju s kontrolo, podamo kot relativno aktivnost luciferaze.

3.1.5 STATISTICNA ANALIZA PODATKOV

Pridobljene rezultate meritev smo statisticno obdelali z racunalniSkim programom
Microsoft Excel. Rezultate smo prikazali kot povprecno vrednost meritev iz minimalno 3
neodvisnih ponovitev vsakega testa oziroma 3 bioloskih ponovitev (vsakokrat na drugi
pasazi celic). Vsaki¢ pa smo preiskovano spojino v doloceni koncentraciji in kontrolo
testirali vsaj v duplikatu. Z dvostranskim Studentovim t-testom smo primerjali rezultate
vzorénih skupin (preiskovane spojine) in kontrole. Odstopanja od kontrole so bila
statisticno znacilna, kadar je bila verjetnost, da sta vzorec in kontrola enaka, manjs$a od 5 %
(*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001). Za graficno predstavitev rezultatov smo
rezultate meritev najprej normalizirali glede na kontrolo, katere vrednost smo izbrali za
100 %. Nato smo normaliziranim povpre¢nim vrednostim poskusov dolo¢ili Se standardne

odklone.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 BISFENOLI

4.1.1 TESTIRANIJE CITOTOKSICNOSTI

Morebitno citotoksicnost prvotno izbrane najvisje testirane koncentracije smo preverili s
testom MTS. Ce se je prvotno izbrana testirana koncentracija, tj. 50 uM, izkazala kot
citotoksi¢na ali neustrezna zaradi obarjanja spojine v gojitvenem mediju, smo s testom
MTS poiskali in potrdili ustrezno nizjo koncentracijo, ki ni bila citotoksi¢na in tudi ni
povzrocala obarjanja. Raven citotoksi¢nosti bisfenolov po 24-urni stimulaciji celic smo
dolo¢ili s primerjavo celic, ki so bile tretirane s preiskovanimi spojinami, in celic, ki so bile

inkubirane v 0,1 % DMSO v mediju.

Bisfenole smo testirali v prvotno izbrani testirani koncentraciji 50 uM in isto¢asno Se za
primer citotoksi¢nosti oz. obarjanja v dveh nizjih koncentracijah, tj. 10 in 5 uM za BPA,
BPAF, BPC, BPF, BPS in BPZ ter 25 in 10 pM za BHEPS, dBPS in TIO. Na spodnjem
diagramu (slika 7) so prikazani rezultati samo za najvisjo izhodno oz. zaletno postavljeno
koncentracijo, tj. 50 pM in za naslednjo nizjo testirano koncentracijo, tj. 10 ali 25 pM. 0,1
% raztopino DMSO v gojitvenem mediju in sam gojitveni medij smo istocasno testirali kot
kontroli. Absorbanci obeh kontrol sta bili priblizno enaki, kar tudi potrjuje, da 0,1 %
DMSO, v katerem so bile pripravljene kon¢ne raztopine spojin, ni citotoksicen in ne vpliva
na rezultate testa. Tega smo izvedli, kot je opisano v poglavju »Materiali in metode«. Po
24-urni stimulaciji celic z izbranimi bisfenoli (BPA, BPAF, BPC, BPF, BPS, BPZ,
BHEPS, dBPS in TIO) se je koncentracija 50 uM izkazala kot citotoksi¢na pri BPA,
BPAF, BPC in TIO. Za slednje $tiri lahko na sliki 7 vidimo, da je metaboli¢na aktivnost
celic padla pod 80 % (minimalna meja zadostne metabolne aktivnosti). Metaboli¢na
aktivnost pa je bila pri naslednji, manjsi testirani koncentraciji zadostna. Pri BPA, BPAF in
BPC je za koncentracijo 10 uM znasala 96 %, 86 % in 92 % , pri TIO pa pri koncentraciji
25 uM 95 %. Torej smo v nadaljnjih testih za BPA, BPAF in BPC izbrali koncentracijo 10
uM, v primeru TIO pa 25 pM. Metaboli¢na aktivnost dBPS je pri koncentraciji 50 uM
znaSala 85 %, vendar smo ga v nadaljnjih testih testirali pri 25 uM, ker se je pri 50 uM
obarjal v gojitvenem mediju. Pri ostalih bisfenolih pa smo za nadaljnje teste kot ustrezno
koncentracijo izbrali 50 puM. Pri tej koncentraciji je metaboli¢na aktivnost BPF znaSala 98

%, BPS 99 %, BPZ 83 % in BHEPS 93 %.
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Slika 7: Rezultati treh bioloskih ponovitev testa MTS oziroma preverjanja ustreznosti
(necitotoksi¢nosti) prvotno izbrane koncentracije 50 uM za nadaljnje teste dolocanja
ucinkov bisfenolov na AR in GR. Za primer citotoksi¢nosti koncentracije 50 uM smo
celice istoCasno stimulirali Se z niZjimi koncentracijami. Vse vrednosti metaboli¢ne
aktivnosti celic, tretiranih s preiskovanimi spojinami, so normalizirane glede na celice,
inkubirane v 0,1 % DMSO (raven je oznacena z odebeljeno sivo ¢rto) in prikazane v
odstotkih (% + SD). Rdeca ¢rta oznacuje spodnjo mejo (80 %) ustrezne metabolne

aktivnosti, * pa obarjanje spojine v gojitvenem mediju.

4.1.2 DOLOCANJE UCINKA BISFENOLOV NA ANDROGENSKIH
RECEPTORJIH

Na zacetku luciferaznih testov dolocanja ufinkov smo testirali agonisticni ucinek
bisfenolov na obeh v celici prisotnih receptorjih (AR in GR) hkrati. Od vseh testiranih
bisfenolov sta le BHEPS in TIO glede na kontrolo (0,1 % DMSO v mediju) signifikantno
povecala aktivnost luciferaze (slika 8). BHEPS je pri koncentraciji 50 uM povecal
aktivnost luciferaze za priblizno 45 %, TIO pa pri koncentraciji 25 uM za priblizno 20 %.
Ostali bisfenoli pri testirani koncentraciji (BPA 10 uM, BPAF 10 uM, BPC 10 uM, BPF
50 uM, BPS 50 uM, BPZ 50 uM in dBPS 25 uM) niso signifikantno povecali aktivnosti

luciferaze, torej niso izkazali potenciala za agonisticno delovanje na AR niti na GR.
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Bisfenola, ki sta signifikantno povecala aktivnost, smo uvrstili v receptorsko selektivno
agonisti¢no testiranje (posebej na AR in posebej na GR), saj iz rezultatov tega receptorsko
neselektivnega testiranja ni mogoce dolociti, ali posamezna spojina deluje agonisticno na
AR ali GR ali oba receptorja hkrati. Glede na do zdaj znane podatke drugih raziskav
agonisticnega delovanja bisfenolov na AR oz. GR smo pri¢akovali, da bo Se vsaj BPA
izkazal potencial agonisticnega delovanja. Iz literaturnih podatkov je namre¢ znano, da
BPA na celi¢ni liniji 3T3-L1 pri koncentraciji 1 puM doseZe signifikantni agonisti¢ni
ucinek na GR. Glede na kontrolo, tj. medij, je povecal aktivnost luciferaze za priblizno 3-
krat. Za primerjavo, deksametazon je pri enaki koncentraciji aktivnost povecal za 3,5-krat
(38). Glukokortikoidno delovanje BPA je dokazano tudi z in silico in eno in vivo Studijo
(32). Za ostale bisfenole za enkrat ni nobenih dostopnih podatkov o njihovih ucinkih na
GR. Glede na strukturno podobnost pa smo pri¢akovali, da bi lahko poleg BHEPS in TIO
tudi BPA in ostali njegovi analogi izkazali agonisti¢ne uc¢inke na GR. Torej bi v primeru
potencialnega glukokortikoidnega delovanja morali povecati aktivnost luciferaze ne glede
na ucinek na AR, ker gre v nasem primeru za receptorsko neselektiven test. Poleg tega
glede na dostopne podatke nismo pricakovali, da se bi aktivnost luciferaze v tem testu
povecala zaradi androgenskega delovanja. Potencialno androgensko aktivnost BPA in
nekaterih njegovih analogov so raziskovali v Stevilnih in vitro Studijah in v nobeni od teh
niso zaznali agonistiénega ucinka na AR. Podatki so dostopni za BPA, ki so ga testirali v
razliénih $tudijah na razliénih celicah, v koncentracijskem obmoc&ju 107-10* uM, in 3¢ za
BPAF, BPF in BPS ter BPZ (34, 35, 37). Morebitne agonisticne u¢inke na AR zadnjih
Stirih so dolocali na celicah NIH3T3 pri koncentraciji 1 uM (34). Za ostale bisfenole pa ni
dostopnih podatkov o potencialnem androgenskem delovanju. Glede na njihovo podobnost
z bisfenoli, za katere so rezultati Ze znani, pa nismo pri¢akovali agonisticnega ucinka na

AR.

Zakaj nobeden od bisfenolov, razen BHEPS in TIO, ni izkazal agonisti¢nega uc¢inka na GR
glede na do zdaj znane podatke, ki dokazujejo glukokortikoidno delovanje BPA in glede na
strukturno podobnost BPA in ostalih bisfenolov, ni mo¢ enostavno odgovoriti. Odgovor pa
je najverjetneje moc¢ iskati v celi¢ni liniji in njeni obcutljivosti na potencialne agonisti¢ne
ucinke izbranih spojin v testiranih koncentracijah. Razli¢na obcutljivost celi¢nih linij na
posamezne spojine je tudi vzrok zakaj je med sabo tezko primerjati rezultate za posamezno

spojino, dobljene na razli¢nih celi¢nih linijah, ¢eprav je spojina testirana z enako metodo,
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pri enaki koncentraciji. Dolo¢ena spojina lahko npr. na eni celi¢ni liniji deluje agonisticno,
na drugi liniji pa v enaki koncentraciji citotoksi¢no ali pa komaj ali sploh ne zaznamo
kakrsnega koli ucinka. Tako je npr. celicna linija CHO-K1 (test AR-EcoScreen) priblizno
100-krat bolj obcutljiva na hidroksiflutamid kot celice MDA-kb2, ki smo jih v
eksperimentalnem delu uporabljali mi. Vzrok za opisano razliko v obcutljivosti v
zgornjem primeru je, da pride do veliko vecje ekspresije AR v celicah CHO-K1 kot pa v
celicah MDA-kb2 (79). Celi¢ne linije se med sabo precej razlikujejo, vsaka ima dolocene
prednosti in slabosti. Za in vitro Studije se uporabljajo npr. tudi celice gliv kvasovk, katerih
velika slabost je, da spojine zelo tezko prehajajo skozi celi¢no steno in membrano celic. Za
teste, ki dolocajo hormonsko aktivnost spojin posredno preko transkripcijske aktivnosti, pa

na splosno velja, da so zelo obcutljivi (79).

Agonisticni ucinki bisfenolov na AR in GR
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Slika 8: Povpre¢ne vrednosti (= SD) rezultatov receptorsko neselektivnega dolocanja
agonisticnega delovanja. Razmerje med izmerjeno intenziteto signala inducibilno izraZzene
kresnickine luciferaze po tretiranju celic s preiskovano spojino (bisfenol) in izmerjeno
intenziteto signala po tretiranju s kontrolo (DMSO) je podano kot relativna aktivnost

luciferaze v odstotkih. Statisti¢na signifikantnost: *: p < 0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001.

Spojini (BHEPS 50 uM in TIO 25 uM), ki sta v zacetnem receptorsko neselektivhem
testiranju delovali signifikantno agonisti¢no, smo uvrstili v selektivno testiranje

agonisticnega delovanja na AR. Pol ure pred dodatkom posameznega bisfenola smo dodali
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RU-486 (100 nM), ki je v tem Casu zasedel GR in tako omogocil, da sta bisfenola izrazila
svoj ucinek samo preko delovanja na AR in ne preko delovanja na oba receptorja hkrati.
Noben pri testirani koncentraciji ni imel signifikantnega vpliva na aktivnost luciferaze
(slika 9). Zaklju¢imo lahko, da nobeden od teh dveh testiranih na AR ne delujejo

agonisticno.

Agonisticni u¢inek na AR
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Slika 9: Povpre¢ne vrednosti (+ SD) rezultatov receptorsko selektivnega dolocanja
agonisticnega ucinka na AR. Razmerje med izmerjeno intenziteto signala inducibilno
izrazene kresnickine luciferaze po tretiranju celic s preiskovano spojino (bisfenol) in
izmerjeno intenziteto signala po tretiranju z RU-486 je podano kot relativna aktivnost

luciferaze v odstotkih. Statisticna signifikantnost: *: p < 0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001.

Pri testiranju antagonisti¢nega u¢inka posameznega bisfenola na AR smo aktivnost dolo¢ili
glede na njegovo jakost zmanjSanja uc¢inka hkrati dodanega androgenskega agonista DHT
(0,5 nM-ECs za uporabljeno celi¢no linijo MDA-kb2). Razen pri BHEPS smo pri vseh
ostalih bisfenolih zaznali signifikanten antagonisticen u¢inek na AR. BPA (10 uM) je
zmanjsal u¢inek DHT za 54 %, BPAF (10 uM) za 73 %, BPC (10 uM) za 81 %, BPF (50
uM) za 57 %, BPS (50 uM) za 51 %, BPZ (50 uM) za 92 %, dBPS (25 uM) za 37 % in
TIO (25 uM) za 59 % (slika 10). BHEPS pri koncentraciji 50 uM ni izkazal
signifikantnega ucinka na AR. Obstaja verjetnost, da BHEPS ni signifikantno zmanjsal

u¢inka DHT zaradi prenizke testirane koncentracije oz. prenizke obcutljivosti celic na

53



spojino. Vzrok je moc iskati tudi v strukturni razliki po kateri se razlikuje od vseh ostalih
bisfenolov, in sicer sta obe fenolni skupini zaetreni z etilen glikolom. Morebiti ta
distanénik med aromatskim obrocem in prosto hidroksilno skupino slednji preprecuje
vezavo na AR ali pa samo zmanjsa jakost uéinka. Za ostale bisfenole so bili rezultati v
glavnem pricakovani, namre¢ antiandrogensko delovanje je bilo za vecino bisfenolov ze
potrjeno z vsaj eno Studijo. BPA je v enaki koncentraciji, kot smo jo uporabili mi, tj. 10
UM in na enaki celi¢ni liniji, tj. MDA-kb2, prav tako izkazal antagonisti¢ni u¢inek na AR.
Aktivnost luciferaze, katere izrazanje je bilo inducirano z DHT (0,25 nM), je zmanjsal za
90 %. V tej Studiji so uporabili 2-krat manjSo koncentracijo DHT kot v nasem poskusu in
zaradi tega je najverjetneje BPA dosegel tudi vecjo jakost ucinka (90 %) kot v naSem
primeru (54 %). Njegova antiandrogenska aktivnost je bila dokazana Se na drugih celi¢nih
linjjah (npr. NIH3T3, CV-1) in tudi s pomoc¢jo drugih reporterskih genov (npr. CAT) (34,
35, 37). Za doloceno spojino pa je tezje primerjati rezultate med sabo, ¢e so ti pridobljeni
na drugi celicni liniji, z drugacno metodo in pri drugih koncentracijah. Tudi
antiandrogenska aktivnost BPAF, BPF, BPS in BPZ je bila dokazana na drugi celi¢ni liniji,
vendar prav tako z luciferaznim testom in v koncentracijskem obmocju, ki obsega tudi nase
testirane koncentracije. Prvi je na celi¢ni liniji NIH3T3 dosegel vecjo jakost delovanja kot
BPA, ostali trije pa manjSo ali priblizno enako. V tej Studiji je ICsy za BPAF znaSal 1,3
uM, za BPF 12 uM, BPS 17 uM , BPZ 7.9 uM in za primerjavo — ICs, flutamida je znaSal
2,5 uM, BPA pa 4,3 uM (34). Antiandrogenska aktivnost BPF je bila dokazana tudi na
celi¢ni liniji MDA-kb2, vendar pri koncentraciji 10 uM in prav tako nizji koncentraciji
DHT, tj. 0,4 nM. V slednjem primeru je zmanjSal aktivnost luciferaze za 41 % (45). Ni pa
dostopnih nobenih rezultatov Studij doloc¢anja u¢inkov na AR za BPC, TIO in dBPS. Glede
na njihovo strukturno podobnost z ostalimi bisfenoli pa smo prav tako pri¢akovali

antagonisti¢ni u¢inek na AR. Torej je bil ta za te tri spojine prvi¢ dokazan v nasi raziskavi.

Glede na to, da nismo testirali vseh bisfenolov pri enakih koncentracijah, jih niti ne
moremo razvrstiti po doseZeni jakosti antiandrogenskega ucinka. Lahko pa iz zgoraj
omenjenih Studij, kjer so testirali BPA, nekatere njegove analoge in podobne spojine, ter
nasih rezultatov sklepamo, da je za antagonisti¢ne uc¢inke na AR potreben vsaj en fenilni
obro¢ in ena nanj vezana hidroksilna funkcionalna skupina. Dodatni substituenti na
fenilnem obroc¢u in na metilnem mostu pa regulirajo mo¢ antiandrogenskega delovanja. V

primeru, ko so bile na fenilni obro¢ vezane dodatne elektron akceptorske skupine
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(halogenske in hidroksilne), se je jakost antiandrogenskega delovanja zmanjsala ali ga vec
ni bilo mo¢ zaznati, mo¢no pa se je povecalo pri alkilnih substituentih. 1z rezultatov
antiandrogenske aktivnosti analogov z razli¢nimi substituenti na metilnem mostu, ni mo¢
razbrati trenda vplivanja na jakost delovanja. Npr. pri karboksilni ali metilhidroksilni
skupini ni bilo mo¢ zaznati delovanja, to pa je bilo priblizno ohranjeno ali po nekaterih
rezultatih celo povecano pri dveh trifluorometilnih skupinah. Antiandrogensko pa deluje
tudi spojina, kjer namesto metilnega mostu fenilna obroc¢a povezuje le tio ali sulfonilna

skupina (34, 35).

Antagonisticni uCinek na AR
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Slika 10: Povprecne vrednosti (= SD) rezultatov doloCanja antagonisticnega uc¢inka na GR.
Razmerje med izmerjeno intenziteto signala inducibilno izrazene kresnickine luciferaze po
tretiranju celic s preiskovano spojino (bisfenol) in izmerjeno intenziteto signala po
tretiranju z DHT je podano kot relativna aktivnost luciferaze v odstotkih. Statistina

signifikantnost: *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001.

4.1.3 DOLOCANJE UCINKA BISFENOLOV NA

GLUKOKORTIKOIDNIH RECEPTORJIH
Potencialne agonisti¢ne uc¢inke na GR smo doloc¢ali za BHEPS (50 uM) in TIO (25 uM),
ker sta le ta dva v zafetnem receptorsko neselektivnem (na AR in GR hkrati) testiranju
delovala signifikantno agonisti¢no. Pol ure pred dodatkom posameznega bisfenola, smo
dodali FLUT (5 uM), ki je v tem casu zasedel AR in tako omogocil, da bisfenola vplivata

na aktivnost luciferaze samo preko delovanja na GR in ne preko delovanja na oba
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receptorja hkrati. Noben ni pri testirani koncentraciji imel signifikantnega vpliva na
aktivnost luciferaze (slika 11). Nakazala pa sta trend agonistiénega delovanja na GR,
vendar lahko zaklju¢imo le, da nobeden od teh dveh testiranih bisfenolov na AR ne deluje
agonisti¢no. Njuno potencialno glukokortikoidno delovanje pa do zdaj ni bilo testirano v
kak$ni drugi Studiji. Glede na njuno strukturno podobnost z BPA, za katerega je
glukokortikoidno delovanje ze dokazano, smo pri¢akovali, da bosta izkazala agonisti¢en
ucinek na GR. Zakaj nista izkazala signifikantnega uc¢inka, lahko najverjetneje pripiSemo
njuni prenizki testirani koncentraciji oz. premalo obcutljivi celi¢ni liniji. V slednji
najverjetneje tici tudi razlog, zakaj se ni izkazal signifikanten agonisticen u¢inek BHEPS
in TIO na GR niti na AR, medtem ko sta delovala signifikantno agonisticno ob obeh
prostih receptorjih (receptorsko neselektiven test). Morebiti je razlog v sami osnovni
razliki receptorsko neselektivnega in selektivnega testiranja agonistinega ucinka. Pri
slednjem smo signifikantnost u¢inka dolocili iz razmerja med izmerjeno intenziteto signala
inducibilno izraZzene kresnickine luciferaze po tretiranju celic s preiskovano spojino in
izmerjeno intenziteto signala po tretiranju s FLUT, pri neselektivnem pa iz razmerja po

tretiranju celic s preiskovano spojino in inkubiranju celic z 0,1 % DMSO v mediju.

Agonisticni ucinek na GR
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Slika 11: Povprecne vrednosti (£ SD) rezultatov receptorsko selektivnega doloCanja
agonisticnega ucinka na GR. Razmerje med izmerjeno intenziteto signala inducibilno
izrazene kresnickine luciferaze po tretiranju celic s preiskovano spojino (bisfenol) in
izmerjeno intenziteto signala po tretiranju s FLUT je podano kot relativna aktivnost

luciferaze v odstotkih. Statisti¢na signifikantnost: *: p < 0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001.
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Antagonisti¢ni uc¢inek posameznega bisfenola smo na GR dolocali glede na njegovo jakost
zmanjSanja ucinka hkrati dodanega glukokortikoidnega agonista HC (500 nM-ECs, za
uporabljeno celi¢no linijo MDA-kb2). Signifikanten antagonisti¢en ucinek smo na GR
zaznali le pri BPZ. Slednji je pri koncentraciji 50 uM zmanjsal u¢inek HC za 79 % (slika
12). BPF, BHEPS in TIO pa so u¢inek HC signifikantno povecali. BPF je pri koncentraciji
50 uM povecal u¢inek HC za 51 %, BHEPS je pri koncentraciji 50 uM povecal aktivnost
za 37 %, TIO pa pri 25 puM za 25 % (slika 12). Torej bi lahko za slednje tri rekli, da v
kombinaciji s HC delujejo sinergisticno. Ne moremo pa z gotovostjo trditi, da je bilo
povecanje aktivnosti luciferaze dosezeno samo preko GR, ker so bili v celici hkrati prisotni
Se neblokirani AR. Ceprav je verjetnost povecanja aktivnosti luciferaze preko AR zelo
majhna, glede na to, da smo za BPF v receptorsko neselektivnem in za BHEPS ter TIO
dodatno v receptorsko selektivnem testiranju ugotovili, da ne izkazujejo potencialnega
agonisti¢nega ucinka na AR. BPAF (10 uM), BPC (50 uM), BPS (50 uM) in dBPS (25
uM) ter BPA (10 uM) niso dosegli signifikantnega ucinka na GR. Od vseh bisfenolov so
do zdaj znani samo rezultati za BPA. Rezultati tega in vitro testiranja u¢inkov BPA na GR
na celicah 3T3-L1 kaZejo, da je ta v nanomolarnem obmocju ob diferenciacijski mesanici,
ki je med drugim vsebovala 11-dehidrokortizon, deloval sinergisticno na akumulacijo
lipidov v adipocitih. Glede na strukturno podobnost BPA in analogov, ki so povecali
uc¢inek delovanja HC, slednje ni nepricakovano (38). Na osnovi majhnega Stevila testiranih
spojin in precej razli¢nih konénih rezultatov in tudi razli¢nih testiranih koncentracij pa ne

moremo delati zakljuckov glede povezave med strukturo in u¢inkom oz. njegovo jakostjo.
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Slika 12: Povpre¢ne vrednosti (£ SD) rezultatov dolocCanja antagonisticnega ucinka na GR.
Razmerje med izmerjeno intenziteto signala inducibilno izrazene kresnickine luciferaze po
tretiranju celic s preiskovano spojino (bisfenoli) in izmerjeno intenziteto signala po
tretiranju z HC je podano kot relativna aktivnost luciferaze v odstotkih. Statistina

signifikantnost: *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001.

Na osnovi rezultatov testiranja u¢inkov bisfenolov na AR in GR lahko povzamemo in z
gotovostjo zaklju¢imo, da vsi testirani bisfenoli, razen BHEPS, delujejo antagonisticno na
AR. Antagonisti¢no delovanje je bilo pricakovano glede na znane podatke drugih podobnih
testiranj BPA, BPAF, BPF, BPS in BPZ ter strukturne podobnosti teh in ostalih testiranih
spojin (34, 35, 37, 38). BHEPS pa ni dosegel signifikantnega agonisticnega ucinka
najverjetneje zaradi prenizke koncentracije oz. obcutljivosti celic na samo spojino ali
strukturne posebnosti, po kateri se razlikuje od vseh ostalih testiranih bisfenolov. Slednja
posebnost se nanasa na z etilen glikolom zaetreni fenolni skupini in morebiti ta distan¢nik
med aromatskim obrocem in prosto hidroksilno skupino botruje neaktivnosti ali samo
manj$i moc¢i aktivnosti, ki pa je nismo zaznalii Na osnovi rezultatov nasega
eksperimentalnega dela in nekaterih drugih Studij, kjer so prav tako na osnovi
luciferaznega testa dolocali u¢inke nekaterih bisfenolov in sorodnih spojin na AR, lahko
sklepamo Se na druge korelacije med strukturo in antagonistiénimi ucinki na AR. Za
slednje je potreben vsaj en fenilni obro¢ in ena nanj vezana hidroksilna funkcionalna

skupina. Dodatni substituenti na fenilnem obrocu in na metilnem mostu regulirajo mo¢
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antagonisticnega ucinka. V primeru, ko so bile na fenilni obro¢ vezane dodatne elektron
akceptorske skupine, se je mo¢ antiandrogenskega delovanja zmanjsala ali ga ve¢ ni bilo
mo¢ zaznati, mo¢ pa se je povecala pri alkilnih substituentih. U¢inek je prisoten tudi pri
spojinah, kjer namesto metilnega mostu, fenilna obroca povezuje le tio ali sulfonilna
skupina (34, 35). Na GR pa smo signifikanten antagonisti¢ni u¢inek zaznali le pri BPZ.
BPF, BHEPS in TIO pa so celo u€inek HC signifikantno povecali. O podobnem ucinku
porocajo v $tudiji, kjer so z luciferaznim testom doloc¢ali u¢inke BPA na GR. In sicer, je z
diferenciacijsko mesanico, ki je med drugim vsebovala 11-dehidrokortizon, povzrocil
sinergisti¢ni uc¢inek na akumulaciji lipidov v adipocitih. Na osnovi te Studije in nasih
rezultatov ne moremo delati zakljuCkov glede povezave med strukturo in u¢inkom oz.
sinergisticnim delovanjem. Testirali smo relativno majno Stevilo razli¢nih bisfenolov, ki so
na koncu ob prisotnosti HC dosegli precej razlitne ucinke na GR (nobenega,
antagonisti¢nega, sinergisticnega). Poleg tega smo testirali vsak bisfenol pri samo eni
koncentraciji in Se ta ni bila enaka za vse. Glede na rezultate naSe in preostalih do zdaj
objavljenih $tudij lahko z gotovostjo zakljuc¢imo le, da bisfenoli delujejo antagonisti¢no na
AR. Pomembno pa je dejstvo, da smo testirali bisfenole pri visjih koncentracijah kot so jih
do zdaj izmerili v bioloskih vzorcih ljudi. Rezultati biomonitoringa so za enkrat znani le za
BPA, za ostale analoge pa se predvideva, da zaradi njihove manjSe uporabe in
izpostavljenosti, v organizmu ne dosegajo testiranih koncentracij. V povprecju so se
izmerjene koncentracije prostega, nekonjugiranega BPA v krvi zdravih, odraslih gibale
okrog 1 ng/mL (27). Torej je BPA v nasi raziskavi dosegel antagonisticni u¢inek na AR v
10.000-krat vi§ji koncentraciji. Kljub temu pa je zaskrbljujoce, da nekatere in vivo Studije
porocajo, da BPA povzroc¢i opazne, signifikantne ucinke v odmerkih, ki so v obmocju
odmerkov, ki smo jim v povprecju vsakodnevno izpostavljeni (26, 27). Nekateri nezeleni
ucinki, ki so se izrazili na zivalih v odmerkih, nizjih od 50 mg/kg TM (LOAEL vrednost)
ali celo veliko nizjih od 50 pg/kg TM (TDI vrednost), obsegajo spremembe v Casu nastopa
pubertete, estrogenskem ciklu, velikosti prostate (vkljucno s pojavom neoplazem), razvoju
hormonalnih Zlez (vklju¢no s pojavom preneoplasti¢nih sprememb v kasnejSem, odraslem
obdobju), na maternici in jajénikih, ravni steroidnih receptorjev v mozganih, v vedenju
(hiperaktivnost, agresivnost, anksioznost) in spremembe v telesni tezi in vzdrzevanju
homeostaze glukoze. NasStete spremembe se nanasajo na zivali, ki so bile izpostavljene
BPA v prenatalnem ali neonatalnem obdobju (26). Rezultati teh Studij so za enkrat Se

predmet strokovnih debat. Nekateri rezultati niso dovolj relevantni ali jih ni bilo mozno
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ponoviti, poleg tega je nekatere tezko primerjati med sabo, ker so v doloCenih Studijah
uporabili razli¢ne poti vnosa, enojne odmerke in majno Stevilo testiranih zivali. Treba pa se
je zavedati potencialne nevarnosti, ki jo lahko predstavljajo majhni odmerki. Tudi vedno
vec in vitro in in vivo $tudij dokazuje zgoraj opisano. Slednje si lahko razlagamo s tem, da
ima pri Stevilnih HM krivulja odvisnosti u¢inka od odmerka obliko ¢rke »U« in da poleg
tega ostaja moznost, da se majne koncentracije izognejo negativni povratni zanki.
Celotnega delovanja BPA pa prav gotovo ne poznamo, ¢eprav je Ze zdaj jasno, da deluje

na razli¢ne nereceptorske in receptorske tarce, na dolocene tudi selektivno modulatorno.

Ucinki bisfenolov, ki smo jih sicer zaznali pri relativno kar visokih koncentracijah, so
zaskrbljujoci tudi zaradi tega, ker so npr. vi§je vrednosti BPA izmerili v popkovni¢ni krvi,
placenti in krvi novorojenckov ter tudi krvi nosecnic (15). Zaskrbljujoce pa je predvsem
zaradi tega, ker imajo morebitni neZeleni ucinki vecji vpliv na stopnji zarodka in med
neonatalnim razvojem, kajti endogeni hormoni v tem obdobju uravnavajo rast in
diferenciacijo celic, kar poveca obcutljivost na prisotnost HM. BPA ima ve¢ji vpliv na
razvijajoCi se organizem tudi zaradi tega, ker je v tem obdobju Se posebej pomembno
nemoteno delovanje endokrinega, reproduktivnega in Zivénega sistema. Prav na delovanje
teh sistemov pa naj bi vplival BPA (18, 25). BPA je v najvecji meri skodljiv za plod,
novorojencke in majhne otroke, ker lahko v tem obcutljivem razvojnem obdobju povzroci
tudi ireverzibilne spremembe, ki se lahko izrazijo s ¢asovnim zamikom. Te spremembe se
lahko izrazijo v casovnem odstopanju zacetka pubertete, v nepravilnostih prostate,
maternice in jajénikov, hiperaktivhem in agresivnem vedenju. Pri odraslih pa povisane
koncentracije v telesu povezujejo z Stevilnimi zdravstvenimi tezavami, kot so npr. diabetes,
debelost in kardiovaskularna obolenja. Pri zenskah poveca verjetnost za prezgodnji porod
in spontani splav, pri moskih pa zmanjSa kakovost sperme (26). Najverjetneje pa bo
preteklo Se nekaj ¢asa, dokler bo zgoraj opisano mozno z gotovostjo potrditi ali zavreci. Za
popolno ovrednotenje tveganja, ki ga za zdravje ljudi predstavlja BPA, bo treba izvesti Se
veliko in vitro in in vivo ter tudi epidemioloskih Studij. Enako velja za njegove analoge, ki

so v primerjavi z BPA precej zapostavljeni, kljub temu da se njihova uporaba povecuje.
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4.2 PARABENI

4.2.1 TESTIRANIJE CITOTOKSICNOSTI

S testom MTS smo preverili morebitno citotoksicnost prvotno izbrane testirane
koncentracije. V primeru, ko se je slednja izkazala kot citotoksi¢na ali neustrezna zaradi
obarjanja spojine v mediju, smo s testom MTS nasli in potrdili ustrezno nizjo
koncentracijo. Raven citotoksi¢nosti parabenov po 24-urni stimulaciji smo dolo¢ili s
primerjavo stimuliranih celic, ki so bile tretirane s preiskovanimi spojinami, in celic, ki so

bile inkubirane v 0,1 % DMSO v mediju.

Parabene smo testirali v prvotno izbrani testirani koncentraciji 50 pM in hkrati Se za
primer citotoksi¢nosti v dveh nizjih koncentracijah, tj. 25 in 10 uM. Istoasno smo kot
kontrolo testirali Se sam gojitveni medij in topilo v mediju (0,1 % DMSO v gojitvenemu
mediju). Absorbanci obeh kontrol sta bili priblizno enaki, kar pomeni, da topilo, tj. 0,1 %
raztopina DMSO v mediju, ni citotoksi¢no in ne vpliva na rezultate testa. Test smo izvedli,
kot je opisano v poglavju »Materiali in metode«. Po 24 urah stimulacije celic z izbranimi
parabeni (MePB, EtPB, PrPB in BuPB) se koncentracija 50 uM ni v nobenem primeru
izkazala kot citotoksi¢na. Na sliki 13, kjer so prikazane vrednosti za vse testirane
koncentracije (50, 25, 10 uM), vidimo, da se metaboli¢na aktivnost celic ni v nobenem
primeru zmanjSala pod 80 % (minimalna meja ustreznosti testirane koncentracije). Pri
MePB je znasala priblizno 113 %, pri EtPB 108 %, PrPB 105 % in BuPB 80 %. Vendar
zadnjih dveh v nadaljnjih luciferaznih testih nismo testirali pri koncentraciji 50 uM, ker sta
se pri slednji v gojitvenemu mediju obarjala. Torej smo za nadaljnje teste za PrPB in BuPB
izbrali koncentracijo 25 uM ter za MePB in EtPB koncentracijo 50 uM. S pomocjo tega
testa MTS smo naredili vzporednico med prezivetjem celic in metabolno aktivnostjo po

tretiranju s preiskovanimi spojinami.
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Slika 13: Rezultati treh bioloSkih ponovitev testa MTS oziroma preverjanja ustreznosti
(necitotoksi¢nosti) prvotno izbrane koncentracije 50 uM za nadaljnje teste doloCanja
ucinkov parabenov na AR in GR. Za primer citotoksic¢nosti koncentracije 50 pM smo
celice istoCasno stimulirali Se z nizjimi koncentracijami. Vse vrednosti metabolicne
aktivnosti celic, tretiranih s preiskovanimi spojinami, so normalizirane glede na celice,
inkubirane v 0,1 % DMSO (raven je oznacena z odebeljeno sivo ¢rto) in prikazane v
odstotkih (% + SD). Rdeca ¢rta oznacuje spodnjo mejo (80 %) ustrezne metabolne

aktivnosti, * pa obarjanje spojine v gojitvenem mediju.

4.2.2 DOLOCANJE UCINKA PARABENOV NA ANDROGENSKIH
RECEPTORJIH

Najprej smo testirali agonisti¢ni ucinek parabenov na obeh v celici prisotnih receptorjih
(GR in AR) hkrati. EtPB, PrPB in BuPB so pri testirani koncentraciji glede na kontrolo
(0,1 % DMSO v mediju) signifikantno povecali aktivnost luciferaze (slika 14). EtPB je pri
koncentraciji 50 uM povecal aktivnost za priblizno 35%, PrPB pri 25 uM za 37 % in
BuPB pri 25 uM za 51 %. MePB pri koncentraciji 50 pM ni imel u€inka na aktivnost
luciferaze, torej ni izkazal potenciala za agonistino delovanje na AR ali GR oz. obeh
hkrati (slika 14). Parabene, ki so signifikantno povecali aktivnost, smo uvrstili v
receptorsko selektivno agonisti¢no testiranje. Iz rezultatov tega receptorsko neselektivnega
testiranja namreC ni mogoce dolociti, ali posamezna spojina deluje agonisti¢no na AR ali
GR ali oba receptorja hkrati. Glede na do zdaj znane podatke drugih raziskav glede

agonisticnega delovanja parabenov na AR in GR smo pric¢akovali, da bo slednjega izkazal

62



vsaj BuPB. Na celi¢ni liniji 3T3-L1 je namreC pri koncentraciji 100 uM za razliko od
MePB, EtPB in PrPB izkazal signifikantni agonistiéni ucinek na GR. Pri enaki
koncentraciji pa so vsi kazali trend naras¢anja jakosti delovanja v smeri daljSanja stranske
alkilne verige parabena. Te povezanosti v naSem primeru ni mo¢ zakljuéiti, ker so poleg
GR prisotni Se AR, poleg tega nismo testirali parabenov pri enaki koncentraciji. Noben

paraben pa ni deloval agonisti¢no na AR v celi¢ni liniji CHO-K1 ali HEK 293 (70, 79, 80).

Agonisticni u¢inkina AR in GR
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Slika 14: Povprecne vrednosti (= SD) rezultatov receptorsko neselektivnega dolocanja
agonisticnega delovanja. Razmerje med izmerjeno intenziteto signala inducibilno izrazene
kresnickine luciferaze po tretiranju celic s preiskovano spojino (paraben) in izmerjeno
intenziteto signala po tretiranju s kontrolo (DMSO) je podano kot relativna aktivnost

luciferaze v odstotkih. Statisticna signifikantnost: *: p < 0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001.

Vse tri parabene (EtPB 50 puM, PrPB 25 uM in BuPB 25 uM), ki so v zacetnem
receptorsko neselektivnem testiranju delovali signifikantno agonisticno, smo uvrstili v
selektivno testiranje agonistiCnega delovanja na AR. Zraven teh smo zaradi lazjega
doloc¢anja povezave med potencialno aktivnostjo in dolzino alkilne verige parabena testirali
Se EtPB pri niZji koncentraciji (25 uM), ki je enaka testirani koncentraciji PrPB in BuPB.
Pol ure pred dodatkom posameznega parabena smo dodali RU-486 (100 nM), ki je v tem
¢asu zasedel GR in tako omogocil, da so parabeni povecali aktivnost luciferaze samo preko

delovanja na AR in ne preko delovanja na oba receptorja hkrati. Noben paraben ni pri
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testirani koncentraciji (EtPB 50 uM, EtPB, PrPB in BuPB 25 uM) imel signifikantnega
vpliva na aktivnost luciferaze (slika 15). Torej lahko zaklju€¢imo, da parabeni na AR ne
delujejo agonisticno. Tudi v dveh drugih in vitro Studijah doloCanja agonisticnega
delovanja na AR, sicer na drugih celi¢nih linijah, se parabeni pri testiranih koncentracijah
niso obnaSali agonisticno. V Studiji na celicah HEK 293 so parabene testirali v
koncentracijskem obmocju 1 nM do 10 uM, v $tudiji na celicah CHO-K1 pa do 100 uM.

Obe pa sta prav tako bili osnovani na metodi luciferazne aktivnosti (79, 80).

Agonisticni uc¢inekna AR
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Slika 15: Povprecne vrednosti (£ SD) rezultatov receptorsko selektivnega doloCanja
agonisticnega ucinka na AR. Razmerje med izmerjeno intenziteto signala inducibilno
izrazene kresnickine luciferaze po tretiranju celic s preiskovano spojino (paraben) in
izmerjeno intenziteto signala po tretiranju z RU-486 je podano kot relativna aktivnost

luciferaze v odstotkih. Statisti¢na signifikantnost: *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001.

Antagonisti¢ni u¢inek posameznega parabena na AR smo dolocili glede na njegovo jakost
zmanjSanja ucinka hkrati dodanega androgenskega agonista DHT (0,5 nM-ECsy za
uporabljeno celi¢no linijo MDA-kb2). MePB in EtPB sta pri testirani koncentraciji 50 uM
delovala signifikantno antagonisticno na AR, u¢inek DHT sta zmanjsala za 39% oz. 41%
(slika 16). PrPB in BuPB smo testirali pri niZji koncentraciji, in sicer pri 25 uM. Noben od
njiju ni izkazal antagonisti¢nega uc¢inka na AR (slika 15). Glede na strukturno podobnost
BuPB in PrPB z ostalima dvema testiranima parabenoma in podatke Se dveh drugih

podobnih do zdaj izvedenih $tudij, naj bi se tudi ta dva po pricakovanjih obnasala kot
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antagonista. Obstaja verjetnost, da nista signifikantno zmanjSala ucinka DHT zaradi
mocnejSega agonisticnega delovanja na GR, ki so bili med tretiranjem prosti. Vzrok je
lahko tudi to, da smo ju testirali pri manjsi koncentraciji kot MePB in EtPB. Pri visji
koncentraciji, tj. 50 uM, ju nismo testirali, ker sta se v mediju obarjala. Z gotovostjo lahko
zakljuc¢imo le, da sta MePB in EtPB pri koncentraciji 50 uM delovala antiandrogensko. V
dveh drugih do zdaj izvedenih Studijah so prav tako dolocali antagonisti¢no delovanje na
AR s pomoéjo celic, Vsebujoéih reporterski gen za luciferazo, vendar so se na dmgih
Studiji na celicah HEK 293 so parabeni pri koncentraciji 10 uM zmanjsali transkripcijsko
aktivnost testosterona (0,125 nM) za 40 % (MePB), 33 % (BuPB) in 19 % (PrPB). V
Studiji na celicah CHO-K1 pa so zmanjSali u¢inek DHT (0,17 nM) za 60 % (BuPB), 50 %
(PrPB), 20 % (EtPB) in 10 % (MePB) (79, 80).
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Slika 16: Povprecne vrednosti (= SD) rezultatov doloCanja antagonisticnega u¢inka na AR.
Razmerje med izmerjeno intenziteto signala inducibilno izraZene kresnickine luciferaze po
tretiranju celic s preiskovano spojino (paraben) in izmerjeno intenziteto signala po
tretiranju z DHT je podano kot relativna aktivnost luciferaze v odstotkih. Statistina

signifikantnost: *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001.
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4.2.3 DOLOCANJE UCINKA PARABENOV NA

GLUKOKORTIKOIDNIH RECEPTORJIH

Agonisticno delovanje na GR smo testirali za vse tri parabene (EtPB 50 uM, PrPB 25 uM
in BuPB 25 uM ), ki so v zacetnem receptorsko neselektivnem (na AR in GR hkrati)
testiranju delovali signifikantno agonisti¢no. Zraven teh smo zaradi lazjega dolocanja
povezave med potencialno aktivnostjo in dolzino stranske alkilne verige estra, testirali Se
EtPB pri nizji koncentraciji (25 uM), ki je enaka testirani koncentraciji ostalih dveh
parabenov (PrPB in BuPB). Pol ure pred dodatkom posameznega parabena, smo dodali
FLUT (5 uM), ki je v tem casu zasedel AR in tako omogocil, da parabeni povecajo
aktivnost luciferaze samo preko delovanja na GR in ne preko delovanja na oba receptorja
hkrati. Vsi testirani parabeni so pri testirani koncentraciji signifikantno povecali aktivnost
luciferaze, in sicer je EtPB pri koncentraciji 50 pM aktivnost povecal za priblizno 64 %,
EtPB pri nizji koncentraciji, tj. 25 pM, pa za priblizno 52 %, PrPB pri 25 pM za 71 % in
BuPB pri 25 uM za 106 % (slika 17). Tako so vsi aktivirali GR in posredno povecali
aktivnost luciferaze in izkazali glukokortikoidni agonisticni u¢inek. Na osnovi aktivnosti
vseh treh parabenov, testiranih pri koncentraciji 25 uM vidimo, da je jakost delovanja
narascala z daljSanjem alkilne verige estra (slika 17). Pri EtPB, ki je bil testiran pri dveh
razli¢ni koncentracijah, pri 50 in 25 pM, lahko vidimo trend naras¢anja jakosti delovanja z
vecanjem koncentracije. Na osnovi tega primera in dejstva, da parabeni predstavljajo
homologno vrsto spojin, pa ne moremo delati zakljuckov glede korelacije aktivnosti in
koncentracij, ker gre samo za en primer, poleg tega gre za majhno pove€anje aktivnosti pri
vi§ji koncentraciji glede na nizjo. Torej lahko zakljuc¢imo le, da so vsi testirani parabeni
dosegli agonisticen ucinek na GR in da je jakost narascala z daljSanjem alkilne verige
estra. Do zdaj so samo $e v eni Studiji raziskovali agonisti¢no delovanje parabenov na GR,
in sicer prav tako s pomocjo reporterskega gena za luciferazo, vendar na drugi celi¢ni liniji
(3T3-L1) in pri visji koncentraciji, tj. 100 uM. Zaradi druge vrste celic tezje primerjamo
testirane koncentracije, vendar pa so se parabeni obnaSali podobno kot v nasem testu, in
sicer MePB prav tako ni kazal aktivnosti, so se pa ostali trije, EtPB, PrPB in BuPB,
obnasali kot glukokortikoidni agonisti. Razlika v primerjavi z naSimi rezultati je, da je
samo BuPB imel signifikanten u¢inek, EtPB in PrPB pa ne. Jakost delovanja je prav tako
naraScala z daljSanjem alkilne verige. Glukokortikoidni u¢inek BuPB je bil v isti Studiji po
enakem principu potrjen Se na celicah COS-7. Na osnovi podatkov testiranja

glukokortikoidnega delovanja parabenov na celi¢ni liniji 3T3-L1 in COS-7 ter naSih
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podatkov lahko zaklju¢imo, da se vsi parabeni razen MePB obnasajo kot glukokortikoidni

agonisti, mo¢ delovanja pa narasca z daljSanjem alkilne verige estra (70).

Agonisticni uc¢inekna GR
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Slika 17: Povpre¢ne vrednosti (£ SD) rezultatov receptorsko selektivnega dolocanja
agonisticnega ucinka na GR. Razmerje med izmerjeno intenziteto signala inducibilno
izrazene kresnickine luciferaze po tretiranju celic s preiskovano spojino (paraben) in
izmerjeno intenziteto signala po tretiranju s FLUT je podano kot relativna aktivnost

luciferaze v odstotkih. Statisticna signifikantnost: *: p < 0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001.

Antagonisti¢ni u¢inek posameznega parabena na GR smo dolocali glede na njegovo moc
zmanjSanja ucinka hkrati dodanega glukokortikoidnega agonista HC (500 nM-ECsy za
uporabljeno celi¢no linijo MDA-kb2). Pri nobenem od testiranih parabenov (MePB 50 uM,
EtPB 50 uM, PrPB 25 uM in BuPB 25 uM) nismo zaznali antagonisticnega delovanja,
namre¢ nobeden ni signifikantno zmanjS$al ucinka HC (slika 18). Ravno nasprotno, ob
njegovem dodatku je BuPB pri koncentraciji 25 uM signifikantno povecal aktivnosti
luciferaze (slika 18). Ne moremo pa z gotovostjo trditi, da je bilo to povecanje dosezeno
preko GR, ker so bili v celici hkrati prisotni e neblokirani AR. Ceprav je verjetnost
povecanja aktivnosti luciferaze preko AR zelo majhna, glede na to, da smo v testiranju
agonisticnega ucinka parabenov na AR ugotovili, da BuPB na slednjem ne delujejo

agonisti¢no. Z gotovostjo lahko zakljuc¢imo le, da ne delujejo antagonisticno na GR. V
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edini do zdaj izvedeni Studiji, kjer so doloc¢ali u¢inek parabenov na GR, je bil samo BuPB
pri koncentraciji 100 uM testiran ob dodatku glukokortikoidnega agonista deksametazona
(1 uM). Aktivnost BuPB so prav tako kot mi dolocali s pomocjo reporterskega gena za
luciferazo, vendar na drugi vrsti celic (COS-7) in ugotovili, da BuPB v kombinaciji z
deksametazonom deluje signifikantno sinergisticno na GR. Na osnovi podatkov testiranja
antiglukokortikoidnega delovanja parabenov na celi¢ni liniji COS-7 ter nasih podatkov

lahko zaklju¢imo, da parabeni nimajo antagonisticnega u¢inka na GR (70).
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Slika 18: Povpre¢ne vrednosti (£ SD) rezultatov dolocanja antagonisti¢nega u¢inka na GR.
Razmerje med izmerjeno intenziteto signala inducibilno izrazene kresnickine luciferaze po
tretiranju celic s preiskovano spojino (paraben) in izmerjeno intenziteto signala po
tretiranju z HC je podano kot relativna aktivnost luciferaze v odstotkih. Statistina

signifikantnost: *: p < 0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001.

Na osnovi rezultatov dolocanja u¢inkov parabenov na AR in GR lahko povzamemo in z
gotovostjo zaklju¢imo, da MePB in EtPB pri koncentraciji 50 uM na AR delujeta
antagonisticno, prvi je u¢inek DHT (0,5 nM) zmanjsal za 39 %, drugi pa za 41 %. Glede na
strukturno podobnost in rezultate dveh podobnih $tudij, sicer na drugih celi¢nih linijah, je
bilo za pricakovati, da bosta tudi ostala dva testirana parabena, PrPB in BuPB, dosegla
antagonistic¢en ucinek na AR, vendar ga nista. Vzrok slednjemu je najverjetneje to, da sta

bila oba testirana pri nizji koncentraciji kot MePB in EtPB. Poleg tega se je lahko Sibka
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antagonisticna aktivnost na AR zakrila s tem, da sta oba hkrati delovala z vecjo jakostjo
agonisti¢no na istocasno prisotne GR, ki so bili prosti med tretiranjem celic. Na GR pa so
vsi testirani parabeni signifikantno povecali aktivnost luciferaze in tako lahko z gotovostjo
trdimo, da so dosegli agonisti¢en ucinek. Glede na rezultate naSe in preostalih do zdaj
objavljenih Studij lahko zaklju¢imo, da parabeni delujejo glukokortikoidno in
antiandrogensko. Pomembno pa je dejstvo, da smo parabene testirali pri vi§jih
koncentracijah, kot so jih do zdaj izmerili v bioloskih vzorcih ljudi. Za primer, po
enkratnem topikalnem nanosu (2 mg/cmz) 2 % BuPB (skupno 800 mg) v obliki kreme na
celotno kozo ¢loveka, doseze BuPB v prvotni obliki v 3 urah maksimalno serumsko
koncentracijo, tj. 135 pg/L (53, 57, 66). Koncentracija BuPB v nas$i raziskava pa je znasala
25 umol/L, kar je enako 4855 ng/mL. Torej je bila testirana koncentracija BuPB za
priblizno 36-krat vis§ja, kot so jo izmerili v zgornjem primeru. Poleg tega je treba
upostevati Se dejstvo, da so v Studiji zgornjega primera uporabili kremo z 2 % BuPB,
Pravilnik o sestavi kozmeti¢nih proizvodov pa dovoljuje kot najvi§jo dovoljeno
koncentracijo v konénem proizvodu 0,4 % za posamicen paraben. Torej lahko hipoteticno
zakljuc¢imo, da bi ob uporabi kreme z najvecjo dovoljeno vsebnostjo maksimalna serumska
koncentracija dosegla 27 pg/L in bi se razlika glede na nasSo testirano koncentracijo
povecala na 180. Kljub tej veliki razliki pa je za dokoncen zakljucek glede varnosti njihove
uporabe potrebnih Se veliko in vitro in in vivo Studij. Predvsem pa je treba izvesti vec
sistemati¢nih, kontroliranih Studij s ponovljivimi odmerki, ki bi obsegale vse pogosto
uporabljene parabene (tudi v kombinaciji), ve¢ nac¢inov vnosa in SirSe obmocje odmerkov.
Tako bi dobili relevantne podatke za oceno tveganj oz. oceno razmerja med odmerkom in
uc¢inkom, med drugim vrednost NOAEL ali vsaj LOAEL, na osnovi tega pa tudi TDI.
Zaenkrat namre¢ sploh nimamo postavljene vrednosti toleriranega dnevnega vnosa za
PrPB, ki je poleg MePB najbolj pogosto uporabljen paraben. To, da zanj nimamo
postavljene vrednosti TDI, izhaja iz tega, da so Stevilne Studije izvedene nesistemati¢no in

nekontrolirano in jih zato ne moremo obravnavati kot relevantnih za oceno tveganja.
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S SKLEP

StarejSe toksikoloske Studije spojin, ki smo jim vsakodnevno izpostavljeni, so
osredotocene v glavnem na osnovne raziskave akutne toksiCnosti, kancerogenosti in
teratogenosti. Njihovi rezultati ne kazejo, da bi lahko najvecje tveganje predstavljalo
njihovo delovanje na ravni hormonskega sistema. Znanstveniki Sele v zadnjih letih
raziskujejo podroc¢je hormonskega delovanja Stevilnih spojin, ki se pojavljajo v okolju kot
onesnazevala, in tako je nastala skupina HM, ki se neprestano veca. Predmet teh raziskav
so tudi parabeni in BPA. V diplomskem delu smo se osredotoCili na uCinke BPA in
nekaterih njegovih analogov (BPAF, BPC, BPF, BPS, BPZ, BHEPS, dBPS in TIO) ter
parabenov (MePB, EtPB, PrPB in BuPB) na AR in GR.

Na osnovi rezultatov naSega eksperimentalnega dela glede preiskovanih spojin lahko

zaklju¢imo naslednje:

e prvotno izbrana testirana koncentracija, tj. 50 uM, se je izkazala kot citotoksi¢na pri
BPA, BPAF, BPC in TIO. Prav tako se je izkazala kot neustrezna zaradi obarjanja
spojine v gojitvenem mediju pri dBPS, PrPB in BuPB. Kot ustrezna koncentracija
za nadaljnje teste se je izkazala naslednja manjSa testirana koncentracija. Ta je
znaSala 10 uM pri BPA, BPAF in BPC oz. 25 uM pri TIO, dBPS, PrPB in BuPB .
Pri ostalih preiskovanih spojinah (BPF, BPS, BPZ, BHEPS, MePB in EtPB) pa

smo za nadaljnje teste kot ustrezno koncentracijo izbrali 50 pM;

e v receptorsko neselektivnem (AR in GR hkrati) testiranju so le BHEPS, TIO,
EtPB, PrPB in BuPB signifikantno povecali aktivnost luciferaze in tako izkazali
potencial za agonisticno delovanje na AR in/ali GR. Tako smo teh pet spojin

uvrstili v testiranje agonisticnega delovanja na AR in posebej na GR;

e spojine (BHEPS 50 uM, TIO 25 uM, EtPB 50 uM, EtPB, PrPB in BuPB 25 uM),
ki so v zaCetnem receptorsko neselektivnem testiranju delovale signifikantno
agonisti¢no, smo uvrstili v selektivno testiranje agonisticnega delovanja na AR.
Nobena pri testirani koncentraciji ni imela signifikantnega vpliva na aktivnost

luciferaze, torej nobena od teh petih testiranih spojin ne deluje agonisticno na AR;
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e pri testiranju antagonisticnega ucinka posameznega bisfenola in parabena na AR
smo ucinek dolocili glede na jakost zmanjSanja ucinka hkrati dodanega
androgenskega agonista DHT. Razen pri BHEPS, PrPB in BuPB smo pri vseh
ostalih testiranih spojinah (BPA, BPAF, BPC, BPF, BPS, BPZ, dBPS, TIO, MePB
in EtPB) zaznali signifikanten antagonistiCen ucinek na AR, kajti ob njihovi
prisotnosti se je aktivnost inducibilno izrazene kresnickine luciferaze po tretiranju

celic z DHT zmanjsala;

e spojine (BHEPS 50 uM, TIO 25 uM, EtPB 50 uM, EtPB, PrPB in BuPB 25 uM),
ki so v zaletnem receptorsko neselektivnem testiranju delovale signifikantno
agonisticno, smo uvrstili tudi v selektivno testiranje agonisticnega delovanja na
GR. Vsi trije parabeni so pri testirani koncentraciji imeli signifikanten vpliv na

aktivnost luciferaze. 1z tega sledi, da vsi trije parabeni na GR delujejo agonisti¢no;

e signifikanten antagonisti¢en ucinek na GR je dosegel le BPZ. BPF, BHEPS in TIO
ter BuPB pa so u¢inek HC signifikantno povecali. BPA, BPAF, BPC, BPS, dBPS,
BHEPS, TIO, MePB, EtPB in PrPB niso dosegli signifikantnega uc¢inka na GR.

Na podroc¢ju delovanja bisfenolov in parabenov na androgenski in glukokortikoidni sistem
so potrebne Se nadaljnje raziskave. Potrebne so tudi dodatne raziskave vpliva na druge
hormonske sisteme. Zaenkrat je Se veliko vprasanj odprtih oziroma Se ni mogoce delati
nedvoumnih relevantnih zaklju¢kov glede njihovega vpliva na hormonski sistem, saj
imamo premalo podatkov, nekateri rezultati Studij pa si med sabo celo nasprotujejo.
Rezultati nasega eksperimentalnega dela in nekaterih drugih do zdaj izvedenih raziskav
kazejo, da vse preiskovane spojine izkazujejo uc¢inek na AR in/ali GR in tako predstavljajo
tveganje za zdravje ljudi in zivali. Zavedati pa se moramo, da so preiskovane spojine
povzrocile u€inke pri relativno visokih koncentracijah, ki jim zaradi nizkih dnevnih vnosov
praviloma nismo nikoli izpostavljeni. Po drugi strani pa Stevilne $tudije porocajo, da lahko
npr. BPA povzroci nezelene signifikantne u¢inke v odmerkih, ki so v obmoc¢ju odmerkov,
ki smo jim v povprecju vsakodnevno izpostavljeni. Torej lahko zaklju¢imo le, da je
zaenkrat potrebna previdnost pri uporabi izdelkov, preko katerih smo v najvecji meri
izpostavljeni preiskovanim spojinam, in da je treba stremeti k ¢imprejSnjim zakljuckom
glede tveganja, ki ga predstavljajo za nase zdravje. Preteklo pa bo Se precej ¢asa, dokler bo

popolnoma razjasnjeno, kako kroni¢na izpostavljenost razlicnim kombinacijam Stevilnih
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spojin, ki niso naravno prisotne oz. za katere je znano, da delujejo kot hormonski motilci,

vpliva na zdravje ljudi.
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