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POVZETEK

Bisfenoli A, AF in S so kemikalije sinteznega izvora, ki se uporabljajo predvsem v
industriji polikarbonatne plastike in epoksi smole. Zlasti bisfenol A je zelo razSirjena
kemikalija in sestavni del najrazli¢nejsih tovrstnih izdelkov za vsakdanjo rabo. Relativno
novejSi kemikaliji, bisfenola AF in S, se zaradi ugodnejSih lastnosti pri izdelavi plastike in
zaradi omejevanja uporabe bisfenola A, vse pogosteje uporabljata kot njegov nadomestek.
Ze dolgo &asa je znano, da bisfenol A deluje kot hormonski motilec in vpliva na normalno
delovanje hormonskega sistema ljudi in Zivali. Najve¢ podatkov govori 0 njegovem
estrogenem delovanju z vezavo na jedrna receptorja ER-a in ER-, preko Katerih izkazuje
svoje ucinke ze v zelo nizkih koncentracijah. V' primerjavi z bisfenolom A pa je vpliv in
mehanizem delovanja bisfenolov AF in S na hormonski sistem veliko manj raziskan.

V diplomski nalogi smo Zzeleli z uporabo OECD validirane in vitro testne metode
LUMI-CELL® ER preuciti agonistiéno estrogeno aktivnost bisfenolov A, AF in S. Na
zacetku eksperimentalnega dela smo Zeleli preuditi tudi citotoksi¢nost izbranih bisfenolov,
zato smo za ta namen uporabili metabolni test MTS, s katerim smo na celi¢ni liniji
BG1Luc4E2 bisfenole testirali v treh razliénih koncentracijah. Obenem smo testirali tudi
obmocje linearnosti MTS testa in doloc¢ili primerno koncentracijo celic BG1Luc4E2 za
nasajanje testnih plos¢ic pri nadaljnjem MTS testiranju s to celi¢no linijo. BG1Luc4E2 je
celicna linija Cloveskih ovarijskih rakavih celic, ki endogeno izrazajo estrogenske
receptorje ER-a in ER-f in katerim so s stabilno transfekcijo vnesli plazmid z estrogen-
odzivnimi elementi in genom luc za encim kresnickina luciferaza. Ta se sintetizira pod
vplivom estrogenov oz kemikalij z estrogenim delovanjem, ki se v kompleksu z ER veZejo
na estrogen-odzivne elemente v plazmidu in delujejo kot transkripcijski faktorji za
luciferazni encim. Slednje smo preucevali z LUMI-CELL® ER testno metodo, s katero smo
nato pri necitotoksi¢nih koncentracijah na celi¢ni liniji BG1Luc4E2 dolocevali agonisti¢no
estrogeno aktivnost bisfenolov.

Rezultati MTS testa so pokazali, da je najbolj citotoksi¢en bisfenol AF, sledi mu bisfenol
A in bisfenol S. Za necitotoksi¢no koncentracijo smo za vse bisfenole dolocili 0,01
mg/mL. Rezultati LUMI-CELL® ER metode so pokazali, da BPAF z izradunano ECsg
vrednostjo 7,356x10°® M izkazuje najmocnejse agonisti¢no estrogeno delovanje, z nekoliko
Sibkejsim delovanjem mu sledi BPA z ECx vrednostjo 2,089x10™" M. Najmanjse estrogeno

agonisti¢no delovanje pa izkazuje BPS z ECsp vrednostjo 9,706x10" M.



ABSTRACT

Bisphenols A, AF and S are synthetic compounds which are primarily used in the
polycarbonate plastics industry and epoxy resins. Especially bisphenol A is a very common
industrial chemical and a component of a wide range of polycarbonate products used for
everyday life. Relatively new chemicals, bisphenols AF and S, are being introduced as a
chemical alternative to bisphenol A due to their positive characteristics in the production of
polycarbonate plastics and because of stringent global bisphenol A production regulations.
It is well known that bisphenol A is an endocrine disruptor and interferes with normal
hormone and endocrine system function in people and animals. Most data suggests its
estrogenic effect in interactions with nuclear receptors ER-o and ER-f3 even in very small
dosages. On the contrary, very little is known about the functions of bisphenols AF and S
and the effects they have on the endocrine system and hormones.

The main objective in our study was evaluation of cytotoxicity of bisphenols A, AF and S
and also their evaluation of potential estrogen receptor agonist activity using in vitro
methods. The metabolic MTS assay was used for cytotoxicity evaluation to test bisphenols
in three different concentrations using BG1Luc4E2 cell line. The optimal number of
BG1Luc4E2 cells per well that produces an assay signal in the linear range of the MTS
assay was also determined. BG1Luc4E2 cell line is a human ovarian adenocarcinoma cell
line that endogenously expresses ER-a and ER-fB and was stably transfected with plasmid
containing estrogen responsive elements and luc gene encoding luciferase enzyme. ER-
mediated transcription of the luc gene results in the production of luciferase, the activity of
which is quantified using a luminometer. OECD validated in vitro LUMI-CELL® ER test
method was used to evaluate these estrogenic effects of bisphenols A, AF and S in non-
cytotoxic concentrations.

The MTS assay results show that the most cytotoxic bisphenol is bisphenol AF, followed
by bisphenol A and the least cytotoxic amongst them is bisphenol S. Non-cytotoxic
concentration for all bisphenols was 0,01 mg/mL. The LUMI-CELL® ER test method
results and determined ECso values were sufficient to confirm positive estrogenic activity
of the bisphenols tested. According to our experimental results, BPAF (ECsy=7,356x10°
M) is the most potent agonist for estrogen receptors (ER-a and -B), followed by BPA
(EC5=2,089x10" M) and BPS (ECs,=9,706x10"’ M).
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1. UVOD

1.1. HORMONSKI MOTILCI

Zivimo v svetu, v katerem so kemikalije, ki jih je ustvaril Glovek, postale del nasega
vsakdana. Nekatere od teh kemikalij, ki jih imenujemo hormonski motilci (HM), imajo
zmoznost vplivati na endokrini sistem in se vpletati v hormonsko regulirane procese pri
ljudeh in zivalih (1, 2). Poglavitni dokaz, ki nakazuje, da izpostavljenost kemikalijam iz
okolja lahko vodi do motenj v delovanju endokrinega sistema, so zlasti spremembe, vidne
pri Stevilnih razli¢nih vrstah divjih zivali (3, 4).

Znanstvenica in raziskovalka Theo Colborn je v 80. letih prejSnjega stoletja preucevala
zdravstveno stanje vretencarjev, ziveCih v obmocju Great Lakes, ZDA. Njena analiza je
potrdila prisotnost ponavljajocih se nezazelenih uc¢inkov pri tamkaj zivecih pticah in ribah,
npr.: zmanjSana reprodukcija, problemi s §¢itnico, spremenjeno obnaSanje, spremembe
metabolizma, itd. Med drugim je opazila, da so se opisani problemi pojavijali pri
potomcih, kemikalijam izpostavijenih zivali. Julija 1991 je v Wisconsinu (ZDA,
Wingspread Conference Center) v okviru te tematike zbrala skupino 21 znanstvenikov.
Soglasno so prisli do zakljuckov, da veliko $tevilo v okolje spus¢enih umetnih kemikalij in
prav tako dolocene kemikalije naravnega izvora lahko potencialno motijo normalno
delovanje endokrinega sistema ljudi in Zivali. Omenjena konferenca je postala mejnik, kjer
se je izoblikoval izraz hormonski motilec in od takrat postal Siroko priznan in sprejet v
znanstvenih krogih (5, 6).

Najjasnejsi primer HM pri ljudeh je kemikalija dietilstilbestrol (DES), sinteti¢ni estrogen,
ki so ga v obdobju 40. do 70. let prejSnjega stoletja predpisovali noseCnicam za preprecitev
spontanih splavov. Kasneje so odkrili, da je pri otrocih mater, ki so v ¢asu nose¢nosti
jemale DES, prislo do povecanih razvojnih abnormalnosti, in pri deklicah v ¢asu pubertete
do razvoja nenavadne oblike vaginalnega raka, zato so zdravilo umaknili s trzisc¢a (3).

HM je po definiciji Svetovne zdravstvene organizacije eksogena snov ali zmes, Ki
spremeni funkcijo/-e endokrinega sistema in posledi¢no povzroci nezazelene zdravstvene
uc¢inke pri organizmu, njegovih potomcih ali (sub)populacijah (1, 3). AmeriSka agencija
EPA nazorneje opisuje HM kot eksogene snovi, ki motijo sintezo, spros$canje, transport,
metabolizem, vezavo, delovanje ter eliminacijo endogenih hormonov v telesu, ki so
odgovorni za vzpostavljanje in vzdrzevanje homeostaze ter uravnavanje razvojnih

procesov (7).



1.1.1. Mehanizem delovanja hormonskih motilcev

V sploSnem sta dve poti, preko katerih lahko kemikalija deluje kot HM: direktno delovanje
kot agonist/antagonist na hormonski receptorski kompleks ali posredno na specifi¢ni
protein, ki kontrolira prenos hormonov do tarénega mesta (npr. prenasalni protein - kortizol
vezavni protein). Hormonski receptorji imajo veliko afiniteto do svojih naravnih ligandov,
vendar obi¢ajno precej manjSo afiniteto do HM. Kljub temu afiniteta vezave HM na
receptor ni vedno ekvivalentna njegovi jakosti delovanja (1). V najvecji meri se HM vezejo
na druzino jedrnih receptorjev: steroidni estrogenski, androgenski, progesteronski,
glukokortikoidni, mineralkortikoidni, tiroidni in retinoidni X receptor. Lahko pa delujejo
tudi preko drugih mehanizmov, kot je npr. interakcija z receptorjema PPARy in AhR.
Slednji je vpleten tudi v metabolizem Stevilnih ksenobiotikov. Poleg jedrnih se HM vezejo
tudi na steroidne nejedrne (npr. membranske) ter nesteroidne receptorje (npr. serotoninske,
dopaminske in noradrenalinske), lahko pa delujejo tudi na ve¢ receptorjev hkrati (2, 8).
Farmakokineticni model, s katerim opiSemo delovanje HM, je podobno kot pri hormonih
nelinearna krivulja odmerek-odziv. Krivulja lahko zavzame razlicne oblike =z
najpreprostejSo sigmoidno, ki nakazuje nasi¢enost receptorjev pri dolo¢eni koncentraciji
liganda. Obenem lahko HM, podobno kot hormoni in Zivéni prenaSalci, ustvarijo ne-
monotoni¢ne krivulje, pri katerih se predznak naklona krivulje spreminja z odmerkom.
Najveckrat so krivulje v obliki ¢rke U oz. obrnjene ¢rke U (bifazne) ter multifazne krivulje,
kar ponazarja, da lahko pri razli¢nih koncentracijah opazimo nasprotne ucinke (8, 9).
Pomembna je tudi hipoteza o u¢inkovanju HM v obmo¢ju nizkih koncentracij (umol —
pmol), kjer lahko nizki odmerki povzrocijo dejansko vecji ucinek kot visoki. Podobno kot
hormoni se tudi HM vezejo z visoko afiniteto na specificne receptorje, hkrati pa je
razmerje med koncentracijo HM in zasedenostjo receptorjev nelinerano. To pomeni, da
lahko v obmocju nizkih koncentracij HM povzrocijo vecje spremembe v zasedenosti
receptorjev, in obratno v obmocju visokih. Prav tako je nelinearno razmerje med
zasedenostjo receptorjev in bioloskim u¢inkom. Zaradi tega lahko tudi majhne spremembe
v obmocju nizkih koncentracij povzrocijo velik odziv oz. bioloski ucinek (9, 10).

Eden izmed pomembnejSih dejavnikov je zlasti obdobje izpostavljanja HM. Slednji lahko
delujejo in vplivajo skozi celotno Zivljenje preko istih poti kot hormoni. Predvsem obdobje
embrionalnega razvoja in fetalno obdobje pa sta najbolj obcutljiva na vplive HM, saj lahko

vplivajo na celi¢no programiranje in razvoj tkiva z najveckrat trajnimi uc¢inki. Posledica je



lahko spremenjena nagnjenost tkiva za doloceno bolezen, ki pa se najpogosteje izrazi Sele
kasneje v Zivljenju. Obenem za ucinek v Casu razvoja zadostuje nizji odmerek HM kot v
odrasli dobi, kjer je njegov ucinek lahko drugacen in zgolj prehoden (1, 11). Vecina
okoljskih kemikalij in HM sicer ne zmore spremeniti DNK zaporedja oz. povzrociti
genetskih mutacij. Lahko pa vplivajo na spremembe epigenoma (DNK metilacija in
acetilacija histonov), ki se, ¢e delujejo na kritiéno €asovno okno zgodnjega razvojnega
obdobja in vplivajo na zarodne celice, lahko prenesejo na naslednje generacije. Nasprotno
pa se epigenetske spremembe somatskih celic izrazijo pri posamezniku, vendar se ne

prenesejo na nadaljnje rodove (11, 12).

Studije na populacijah divjih Zivali, laboratorijske in ]\Iozgam«,‘é'—‘\\

vitro/in vivo ter epidemioloSke Studije nakazujejo na (VAL -
Hlpotalamus’\ﬁet.

povezavo med HM in dolocenimi neZelenimi ucinki.

Slednji naj bi vplivali na razli¢ne organske sisteme N ¥ A Rs{nm\u:a
,\.\\ ,:f - .
(Slika 1): Zenski in moski reproduktivni sistem, ( .
i & Tletne Fleze | !— Kardiovaskul
prezgodnji  zaGetek  pubertete,  menopavzo, “ena | ¥ 1 r\s.::;nlc.ms ularni
ll\ | //’I Il \
endometriozo, sindrom policistiénih  jajénikov, \ L ,_H’ Y /o batus slinavka
3 v Adlpozno / ¥ I {\ 3 ki
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rosta
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. . .. (moski) 80
kardiovaskularna obolenja ter delovanje imunskega f |

sistema. Povzrocali naj bi tudi ve€jo incidenco Slika 1: Organski sistemi, na katere delujejo
hormonsko povezanih rakavih obolenj, kot so rak hormonskd motilct (8).
dojk, jajénikov, maternice, mod, prostate, $Citnice. Potrebna so Se nadaljnja testiranja in
epidemioloske Studije, ki bi dokazali neposredno povezavo med HM in u¢inki, ki naj bi jih
povzrocali. Vseeno trenutni podatki zado$Cajo za opredelitev, da HM predstavljajo

zdravstveni problem sodobne druzbe (1, 8, 13, 14).

1.1.2. Vrste hormonskih motilcev ter viri nahajanja

Znanih je na stotine sinteznih in naravnih spojin, za katere vemo ali pa sumimo, da lahko
interagirajo z endokrinim sistemom ljudi in zivali. Skupina sinteznih HM je heterogena in

sestavljena iz kemikalij, ki se uporabljajo npr. kot industrijska topila/lubrikanti in njihovi



stranski produkti (PCB, PBB), sestavni del plastike (BPA), plastifikatorji (ftalati), zaviralci
gorenja (PBDE), pesticidi (metoksiklor, DDT, atrazin, klorpirifos), fungicidi (vinklozolin),
farmacevtske spojine (DES). Kot HM se obnaSajo tudi nekatere naravne spojine, ki jih
najdemo v hrani, npr. fitoestrogeni (izoflavoni, kumestani). Skupina HM je raznolika in
med njimi ni o€itne strukturne podobnosti, ima pa ve¢ina majhno molekulsko maso (<1000
Da) in so lipofilne narave. Pogosto imajo fenolni del, ki naj bi oponaSal naravne steroidne
hormone in omogocil interakcijo s hormonskimi receptorji kot agonisti oz. antagonisti.
Nekateri HM (dioksini, PCB, PBB in pesticidi) so pogosto substituirani s halogensko
skupino, klorom ali bromom. Kot HM pa lahko delujejo tudi tezke kovine in nekovine s
pripadajo¢imi estrogenskimi lastnostmi (arzenik, kadmij, svinec, metil Zivo srebro) (1, 8).

HM se nahajajo v vodi, zemlji in atmosferi. Najdemo jih v razlicnih materialih (embalaza),
izdelkih (elektronika, pohistvo, oblacila), izdelkih za osebno nego (kozmetika, mila,
Samponi), zdravilih (kontraceptivi, SSRI) in tudi v praSnih delcih v stanovanju. Na
delovanje endokrinega sistema vplivajo v svoji prvotni obliki ali se v organizmu v procesu
metabolizma presnovijo v aktivno obliko. Nekateri so zelo obstojni v okolju (dolga
razpolovna doba) in sposobni bioakumulacije ter se preko prehranjevalne verige kopicijo
do visokih koncentracij v ljudeh in Zivalih (obstojna organska onesnazevala - POP). Lahko
se prenesejo tudi na razvijajo¢i zarodek preko placente oz. na novorojencka z dojenjem.
Drugi niso tako obstojni v okolju in se ne bioakumulirajo v organizmu (policikli¢ni
aromatski ogljikovodiki, halogenirani/nehalogenirani fenoli, plastifikatorji), vendar kljub
temu predstavljajo tveganje, saj smo nekaterim izmed njih kroni¢no izpostavljeni vsak dan
preko razli¢nih poti. Pomembno je tudi dejstvo, da obic¢ajno nismo izpostavljeni zgolj eni

kemikaliji, ampak ve¢ razli¢nim, katerih u¢inek je lahko aditiven ali pa sinergisti¢en (1, 8).

1.2. HORMONSKI SISTEM

Hormonski sistem oz. endokrini sistem sestavljajo endokrine zleze, ki sintetizirajo in
izlocajo hormone, ki se vezejo na specificne celi¢ne receptorje v tarénih tkivih in organih
ter na ta nacin uravnavajo Stevilne fizioloSke procese v telesu (15). Hormonski sistem v
povezavi z zivénim vzdrZzuje dinami¢no ravnovesje telesa, prilagajanje na zunanje okolje,
razmnozevanje, rast in razvoj ter proizvajanje, porabo in shranjevanje energije (16).
Biokemijsko gledano poznamo tri glavne skupine hormonov: proteini oz. polipeptidi,

steroidi in derivati aminokisline tirozin. Endokrine Zleze pod vplivom specifi¢nega



drazljaja sintetizirajo in spro$¢ajo hormone v krvni obtok, s katerim nato potujejo po
celotnem telesu in delujejo kot kemijski prenaSalci. Ceprav doseZejo vse predele telesa, se
na specificne hormone odzovejo zgolj tar¢ne celice, ki na svoji povrsini ali v notranjosti
izraZajo ustrezne receptorje za vezavo. Na receptor se hormoni vezejo na enak nacin, kot se
klju¢ prilega v kljuavnico. Po vezavi se sporoCilo, ki ga nosi hormon, z zaporedjem
reakcij prevede v celi¢ni odziv. Aktivirani kompleks hormon-receptor preko razli¢nih
signalnih poti vpliva na delovanje ali sintezo celi¢nega/-ih ze obstojecega/-ih proteina/-ov
0z. aktivira specificne gene za izdelavo novega/-ih proteina/-ov (15, 16, 17).

Vecina endokrinega sistema je urejena v t. i. endokrine osi, kjer vsako o0s sestavlja
hipotalamus, hipofiza in periferna endokrina Zleza. Prvo stopnjo predstavlja hipotalamus,
ki povezuje zivéni in endokrini sistem ter izloCa spro$¢ujoce hormone, ki vplivajo na
sintezo in spros¢anje tropnih hormonov hipofize. Slednji delujejo na periferno endokrino
Zlezo ter stimulirajo sintezo in izlo¢anje Zzleznih hormonov, ki se nato veZejo na tar¢ne
celice in tkiva (17). Kljuéni mehanizem, ki uravnava takSno delovanje endokrinega
sistema, je povratna zanka (negativna/pozitivna), ki skrbi, da so plazemske vrednosti
hormonov natan¢no kontrolirane (18).

Veéina hormonov je v krvi prisotnih v izredno nizkih koncentracijah, od 1 pg/mL do
najve¢ 1 pg/mL. Delno zato, ker se vezejo na taréne receptorje z visoko afiniteto in lahko
Ze zelo nizke koncentracije hormona izzovejo ustrezen bioloski odgovor. Za delovanje
hormonov je znacilna tudi sigmoidna krivulja o

odmerek-odziv. Tako lahko iste spremembe v
koncentraciji hormona v zafetnem delu krivulje
(rumeni kvadratek, slika 2) ustvarijo vec¢je razlike v

bioloSkem uc¢inku kot iste koncentracijske spremembe

(modri kvadratek, slika 2) pri visji koncentraciji ——
Log, odmerek

hormona, v konénem delu krivulje (1, 18). Slika 2: Sigmoidna krivulja (1).

Hormoni delujejo skozi celotno Zivljenje, kljub temu pa je Casovni okvir pomembna
determinanta njihovega delovanja. V odrasli dobi hormoni izkazujejo ucinke, ki so
najpogosteje prehodne narave. Nasprotno pa so v zgodnjem razvojnem obdobju njihovi
ucinki najveckrat trajni, saj vplivajo na diferenciacijo in proliferacijo tkiv in sodelujejo v
procesih programiranja (1). Tako lahko npr. Ze manjSe spremembe v delovanju estrogenov

v fetalnem obdobju spremenijo reproduktivno os in zmanjSajo plodnost (19, 20).



1.2.1. Steroidni hormoni

Skupina  steroidnih  hormonov  zajema: estrogene, progestine, androgene,
mineralkortikoide, glukokortikoide in aktivni metabolit vitamina D. Vsi so sestavljeni
iz osnovnega ciklopentano-perihidro-fenantrenskega skeleta, med seboj pa se razlikujejo
po Stevilu in polozaju dvojnih vezi ter razlicnih funkcionalnih skupinah, pripetih na
osnovni skelet. Skoraj vsi bioloSko aktivni steroidi imajo obliko holestana. Kljub
podobnostim v kemijski strukturi in stereo-kemijskim lastnostim vsak izmed predstavnikov
steroidov predstavlja edinstveno in izrazito druga¢no biolosko delovanje (21).

Strukturno so zelo podobni holesterolu, skupnemu prekurzorju, iz katerega se obi¢ajno
biosintetizirajo. V celicah, ki sintetizirajo steroidne hormone, so ti shranjeni v zelo majhnih
koli¢inah. Kljub temu se zadostne koli¢ine holesterolnih estrov, shranjenih v celi¢nih
vakuolah v citoplazmi, lahko hitro pretvorijo v steroidne hormone, ko je to potrebno.
Pomembna je tudi periferna medsebojna pretvorba aktivnih steroidnih hormonov (17, 18).
V telesu so steroidni hormoni prisotni v izredno nizkih koncentracijah (od 0,1-1,0 nM). So
lipofilni, zato v krvi potujejo vezani na prenaSalne proteine in nato v prosti obliki z difuzijo
zlahka prehajajo skozi celicno membrano tar¢nih celic. Z visoko afiniteto se vezejo na
znotrajceli¢ne receptorje v citoplazmi ali jedru tar¢nih celic, Kjer z gensko ekspresijo
vplivajo na biosintezo proteinov. Receptorski kompleks z vezanim steroidom deluje kot
transkripcijski faktor, ki se veze na specificno mesto na DNK, t. i. hormonsko odzivno

mesto (HRE), in povzroci bioloski odziv (21).

1.2.2. Estrogenski sistem

Estrogenski sistem sestavljajo endokrine zleze, ki izlocajo steroidne hormone estrogene.
Uvr§¢amo jih v skupino spolnih hormonov, v katero vklju¢ujemo Se progestine in
androgene. Potrebni so predvsem za reprodukcijo in razvoj sekundarnih spolnih znakov in
so prisotni pri obeh spolih. Naravni estrogeni so Cig steroidi in so sestavljeni iz
aromatskega obroc¢a A s hidroksilno skupino na mestu 3. Estrogeni so pri Zenskah prisotni
v treh oblikah. Najve¢jo jakost delovanja ima B-estradiol, ki predstavlja 10-20 %
cirkulirajo¢ih estrogenov. Druga oblika je estron, nekoliko SibkejSi od estradiola in
predstavlja 60-80 % cirkulirajo¢ih estrogenov. Ostalih 10-20 % cirkulirajo¢ih estrogenov

pa predstavlja estriol, zelo Sibek estrogen (21).



Biosinteza estrogenov pri predmenopavzalnih zenskah poteka v ovarijih v dozorevajo¢em
dominantnem foliklu in rumenem telescu, med nosec¢nostjo pa v placenti. Sintetizirajo se
pod vplivom gonadotropnega hormona FSH, ki ga izlo¢a adenohipofiza, to pa predhodno
stimulira hipotalamus s hormonom GnHR. V c¢asu otroStva se estrogeni skorajda ne
izlo¢ajo, v puberteti pa pod vplivom gonadotropnih hormonov njihova vrednost naraste za
20-krat ali ve¢. p-Estradiol je glavni estrogen, ki ga sintetizirajo ovariji in ¢igar estrogena
aktivnost je 12-krat vecja od estrona in 80-krat vecja od estriola. Po krvi estrogeni potujejo
vezani na albumin in specifi¢ne estrogen-vezavne globuline. Njihov metabolizem poteka v
jetrih, kjer se konjugirajo in izlo¢ijo z Zol¢em ter ve¢inoma z urinom (18).

Primarna funkcija estrogenov je vpliv na celi¢no proliferacijo in razvoj spolnih organov ter
drugih tkiv, povezanih z reprodukcijo. Prav tako vplivajo na razvoj sekundarnih spolnih
znakov pri zenskah in stimulirajo razvoj mle¢nih Zlez med nosecnostjo. Med drugim
inhibirajo aktivnost osteoklastov in tako spodbujajo rast kosti. Po menopavzi jaj¢niki
skoraj ne izloc¢ajo ve¢ estrogenov, kar lahko privede do zacetka nastanka osteoporoze.
Vplivajo tudi na rahlo povisanje stopnje metabolizma, delez mas¢obnega tkiva in teksturo

koze, ki je pri zenskah bolj mehka in gladka (18).

1.2.3. Estrogenski receptor;ji

Bioloska tar¢a, preko katere estrogeni posredujejo svoje ucinke, SO estrogenski receptorji
(ER). NajpomembnejSa sta ER-a in ER-B, ki spadata v druzino jedrnih receptorjev, t. i. z
ligandom aktivirani transkripcijski faktorji. Imata skoraj identicno DNK-vezavno mesto
(96 % homologija), vendar le okoli 60 % homologijo C-terminalne ligand vezavne
domene. Njuna ekspresija in tkivna razporeditev je neenakomerna, razlikujeta se tudi po
fizioloskih ucinkih. ER-a je prevladujo¢ v Zenskem reproduktivnem traktu, jetrih in
mle¢nih Zlezah, ER-B pa se pretezno nahaja v vaskularnem endoteliju celic, kosteh,
jajénikih, tkivu prostate ter v tkivu zivénega, kardiovaskularnega, GIT in imunskega
sistema (21, 22).

Estrogeni svoje ucinke posredujejo vecinoma preko genomskih mehanizmov z vezavo na
jedrna receptorja ER-a in ER-B, ki se v nevezanem stanju nahajata v celi¢nem citosolu in
tudi v jedru. Najvecjo afiniteto vezave ima 17p-estradiol (glej Preglednica I). Po vezavi se
receptorski protein fosforilira, spremeni se njegova konformacija in ustvari se homo- ali

heterodimer (ER-o/a ali B/B ali a/p). Dimerni receptorski kompleks nato potuje iz citosola



do celiCnega jedra, kjer se poveze s Preglednica I: relativna afiniteta vezave endogenih
estrogenov (21).

specificnimi estrogen-odzivnimi elementi

Estrogen Afiniteta vezave  Afiniteta vezave
(ERE) na DNK in tako vpliva na izrazanje na ER-o. (%) na ER-B (%)
tarénih genov. Pri transkripciji sodelujejo  17p-Estradiol 100 100
Stevilni proteini in koaktivatorji, npr. CoA  Estron 60 37

Estriol 14 21

(21).

Poleg Klasi¢nih jedrnih receptorjev ER-o in ER-B, ki sta odgovorna za genomsko
posredovan odziv, se znotraj celicne membrane nahajajo t. i. membranski receptorji. Tak je
GPR30/GEPR receptor, ki je za razliko od jedrnih sklopljen z G proteinom in s kaskado
znotrajcelicnih signalov sprozi takojSen negenomski odziv. V membrani pa se nahajata tudi
ekstranuklearna receptorja ER-a in ER-p, ki delujeta preko negenomskih mehanizmov in

sta prav tako odgovorna za takojSen estrogenski odziv (23).

1.3. BISFENOL A

1.3.1. Fizikalno-kemijske lastnosti ter viri in uporaba

Bisfenol A (BPA) s kemijskim imenom (2,2-bis(4-hidroksifenil)propan, molekulsko
formulo C15H1602 in maso 228, 29 g/mol je po izgledu bez kristalini¢en prasek s taliS¢em
pri 158-159 °C in vrelis¢em pri 220 °C; LDsp na podganah je 2000-5000 mg/kg (24).

Bisfenol A (BPA) in analogi (bisfenol AF, F, Z, S, itd.) so organske spojine, ki jih
kemijsko imenujemo difenilmetani. Vsebujejo dva benzenova obroca, ki sta lo¢ena z enim
centralnim ogljikovim atomom. Obi¢ajno imajo na para mestu vezano hidroksilno skupino
na obeh benzenovih obro¢ih (25). BPA se pripravi s kombinacijo dveh ekvivalentov fenola
in enega ekvivalenta acetona. Prvi ga je sintetiziral ruski kemik A.P. Dianin leta 1891 (26).
Kot primarna komponenta se uporablja v industriji proizvodnje polikarbonatne plastike
(PC), iz katere izdelujejo najrazli¢nejse izdelke: plastenke za vodo, plastenke za dojencke,
plastine vsebnike za hrano, posode za uporabo v mikrovalovni pecici, za uporabo v
zobozdravstvu, medicinski pripomocki, itd. BPA je pomembna komponenta tudi v
proizvodnji epoksi smole, ki sluzi kot zasc¢itni sloj v notranjosti konzerv in plocevink ter
premaz na kovinskih pokrovckih za zapiranje steklenic in kozarcev. V dolo¢enem obsegu
dodajajo derivate BPA tudi PVC plastiki. Ve¢ kot 95 % proizvedenega BPA v svetu je bilo

leta 2009 namenjenega za proizvodnjo polikarbonatne plastike in epoksi smole (27, 28).



1.3.2. Opredelitev toksi¢nosti

Danasnja svetovna proizvodnja BPA znaSa ve¢ kot 3,5 milijard kg/leto ter s tem
predstavlja zelo velik trg, ki naj bi v prihodnjih letih Se narascal. VpraSanja o toksi¢nosti
BPA so bila tako vedno razpeta med ekonomski, politi¢ni in znanstveni svet (6, 29).
Kanada je leta 2008 kot prva drzava BPA uradno oznalila za nevarnega in zacela
razmisljati o omejitvah in prepovedi prodaje ter uvoza plastenk za dojencke, ki vsebujejo
BPA. Marca 2010 je predlagano prepoved tudi uradno uvedla in BPA uvrstila na seznam
toksi¢nih snovi (30, 31). Evropska komisija je naslednje leto uvedla prepoved uporabe
BPA v izdelavi polikarbonatnih plastenk za dojencke (32). FDA je podobno storila leta
2012 (33). Trenutno stalis¢e Kanade glede varnosti BPA in njegovemu izpostavljanju ljudi
prek hrane je, da ta ne oz. naj ne bi predstavljal tveganja za zdravje sploSne populacije,
vkljucujo¢ novorojence in majhne otroke (34). Tudi po najnovejSih ocenah ameriske
agencije FDA je BPA v zelo majhnih vrednostih, pri katerih se pojavlja v dolo¢eni hrani,
varen (35). Evropska Unija in agencija EFSA dovoljujeta uporabo BPA v materialih za
shranjevanje hrane v okviru Regulative 10/2011/EU za plasti¢éne materiale in delce, ki
lahko pridejo v stik s hrano (32).

Leta 1977 je ameriSka agencija NCI izvedla prvo Studijo karcinogenosti BPA. V okviru
dveletne Studije na odraslih glodavcih so dolo¢ili LOAEL vrednost 50 mg/kg telesne
teZze/dan. AmeriSka agencija EPA pa je leta 1988 postavila prvi varnostni standard za BPA
z doloc¢eno referencno vrednostjo 50 pg/kg telesne teze/dan, katerega je privzela tudi FDA
(6). Isti varnostni standard ostaja veljaven tudi sedaj, navkljub novim dejstvom o BPA, kot
so nemonotoni¢ne krivulje in u¢inkovanje pri nizkih koncentracijah (29).

Evropska unija je leta 2002 za BPA dolo¢ila splosno NOAEL vrednost 5 mg/kg telesne
teze/dan in zacasno vrednost TDI 0,01 mg/kg telesne teze/dan. Leta 2006 je EFSA dolocila
novo TDI vrednost 0,05 mg/kg telesne teZe/dan in izra¢unala, da je dnevni vnos BPA s

hrano in pijaco za odrasle, otroke in dojencke precej pod TDI (32, 36).

1.3.3. Toksikokinetika in metabolizem

Po peroralnem zauZzitju se BPA dobro absorbira iz GIT, kar je skladno z njegovo topnostjo
v vodi (0,5-1,3 mmol/L) in lipofilnostjo (P (oktanoivods) = 2,2-3,4.) Absolutna bioloska
uporabnost BPA po peroralni aplikaciji pri primatih je 0,9-1,9 %, pri podganah pa 2,8 %

(28). Poglavitni metabolizem BPA se odvija v jetrih, ki s pomog¢jo jetrnih encimov UDP-



glukuroniltransferaz in mehanizmom konjugacije z glukuronsko kislino omogocajo
pretvorbo v glavni metabolit BPA pri ljudeh - konjugiran BPA (mono)glukuronid (26, 37).
Pretvorba s konjugacijo je pomembna, saj se konjugiran BPA za razliko od aglikonske
oblike BPA ne more vezati na ER in delovati kot HM (38, 39). 1zmed vseh izoformih oblik
druzine UDP encimov ima najvecjo vlogo pri glukuronidaciji BPA encim UGT2B15 (40).
BPA se v jetrih z encimom sulfotransferaza konjugira tudi do BPA sulfata, kar prav tako
povzro¢i odsotnost estrogene aktivnosti (41). Kljub temu je pri ljudeh delez BPA-sulfata
(9 %) obc¢utno nizji od glukuronida (91 %), nekoliko ve¢ji delez sulfata (20 %) je pri
podganah in opicah (42). Farmakokineti¢ne Studije kazejo, da se BPA konjugira tudi v
drugih organskih sistemih. Pri ljudeh tudi v ¢revesju in ledvicah, vseeno pa jetra ostajajo
poglavitno mesto metabolizma (26, 43). Po glukuronidaciji v jetrih se BPA glukuronid pri
ljudeh izloca skozi ledvica z urinom s ty2 < 6h (37). Pri glodavcih je metabolizem nekoliko
drugacen, saj se glukuronid v veliki meri veZe na plazemske proteine in izloca v Zolc.
Podvrzen enterohepaticni cirkulaciji se iz ¢revesja reabsorbira v krvni obtok zopet v prosti
obliki. Cikel se lahko nekajkrat ponovi, preden se BPA dokon¢no izlo¢i, ve¢inoma z
blatom tudi nekaj dni pozneje. Zaradi pocasne eliminacije so glodavci tako dlje Casa
izpostavljeni poviSani vrednosti proste, estrogenske oblike BPA (28, 38).

Studije navajajo, da BPA lahko prehaja Glovesko placento (6). Ontogeneza UDP-
glukuroniltransferaz pa je kasnejSa in sposobnost glukuronidacije pri zarodku in
novorojencku je tako manjSa kot pri odraslih. Obenem razvojne Studije kazejo na zgodnjo
ontogenezo glukuronidaz (dekonjugacija), z visoko aktivnostjo encimov v placenti in tkivu
zarodka, kar kaze na vecjo izpostavljenost zarodka prosti obliki BPA (44).

Pri ljudeh velja zauzitje s hrano in pijao za najpomembnejSo obliko izpostavljanja BPA.
Studija, izvedena na podlagi NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey)
podatkov, pa navaja, da postenje ne vpliva na padec BPA vrednosti v urinu in tako
namiguje, da peroralno zauzitje BPA s hrano ali pijaco ni glavni nain izpostavljanja pri
ljudeh in da se BPA lahko akumulira v telesu, npr. v mas¢obnem tkivu (45).

Raziskovalna skupina Volkel et al. je na ljudeh proucevala metabolizem nizkega odmerka
d-16 BPA. Studijo so izvedli na treh zdravih Zenskah in mo3kih. Vsakemu so peroralno
aplicirali 5 mg d-16 BPA. Zbirali so vzorce urina in krvi in kot edini metabolit so
identificirali d-16 BPA glukuronid. Koncentracije prostega d-16 BPA so bile pod limitama
detekcije tako v urinu (6 nM) kot v krvi (10 nM). Razpolovni ¢as ledviénega oCistka d-16

BPA iz krvi je bil 5,3 h ter razpolovni ¢as eliminacije z urinom 5,4 h. Njihovi rezultati
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kazejo na prakti¢no popolno presnovo prostega BPA v glukuronid in izlo¢anje slednjega z
urinom (37). V podobni Studiji raziskovalne skupine Volkel et al. iz leta 2005, v kateri so
trem zdravim moskim in Zenskam peroralno aplicirali 25 pg BPA/osebo, so 5 h po
peroralnem odmerku pri Zenskah v urinu izmerili 75 % apliciranega odmerka v obliki
konjugiranega BPA, pri moskih pa 85 %. (46). Raziskovalna skupina Vanderberg et al. pa
je po pregledu vec kot 80 razliénih biomonitoring Studij priSla do zaklju¢kov, ki podpirajo
hipotezo, da jetrni metabolizem BPA po peroralni aplikaciji ni 100 %, saj so v mnogih
Studijah v vzorcih krvi in urina zasledili nekonjugirano obliko BPA. Obenem kriti¢no
ocenjujejo predhodni Studiji Volkel et al., ki naj bi imeli signifikantne pomanjkljivosti in
sta zato nezanesljivi (47). Studije izpostavljanja ljudi BPA so omejene zaradi etiénih
razlogov in tezav pri iskanju posameznikov, popolnoma neizpostavljenih BPA iz okolja.
Zato med drugim pri ljudeh nimamo na voljo nobenih in vivo podatkov o hitrosti, s katero

se nekonjugiran BPA pretvori v glukuronid, ampak zgolj predvidevanja (48).

1.3.4. Toksikodinamika

Edward Charles Dodds je v tridesetih letih prejSnjega stoletja na Univerzi v Londonu prvi
identificiral estrogene lastnosti BPA (6). Kljub temu je uporabo BPA v farmakoloske
namene nadomestila strukturno podobna, sinteti¢éna ucinkovina dietilstilbestrol (DES) z
veliko moc¢nejSim estrogenim delovanjem (49). Delovanje BPA v telesu je raznovrstno in
kompleksno. lzkazuje Stevilne tkivno specifi¢ne ucinke, ki so odvisni tako od obdobja
izpostavljanja kot tudi od odmerka (29). BPA je ksenoestrogen z agonisti¢nim delovanjem
na ER. S svojima dvema benzenovima obro¢ema in (4,4)-OH skupinama se prilega v
aktivno vezavno mesto estrogenskega receptorja in se veze na ER-a in ER-3, na B z 10-krat
vecjo afiniteto kot na a (26). Sprva so BPA smatrali kot Sibek okoljski estrogen, katerega
afiniteta vezave na klasi¢ni jedrni receptor ER-a in ER-3 je 1000 do 10.000-krat manjSa od
estradiola (50). Vseeno pa lahko izzove nekatere celicne odzive pri zelo nizkih
koncentracijah (pmol do nmol), kar je pod mejo potrebne koncentracije za aktivacijo
jedrnih ER (51). V nekaterih primerih je estrogeno delovanje BPA po jakosti celo
primerljivo z estradiolom. Obenem naj bi imeli nekateri njegovi metaboliti vecjo jakost
estrogenega delovanja kot sam BPA. BPA z aktivnim mestom klasi¢nega ER interagira na
drugacen nacin kot estradiol (29). Po vezavi sprozi drugacen transkripcijski odziv (28), oz.

povzro¢i svojstveno konformacijo ER. Nekateri omenjajo njegovo delovanje predvsem kot
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selektivni modulator estrogenskih receptorjev (SERM) s tkivno in vrstno specifi¢nimi
ucinki (52, 53). V nekaterih celicah naj bi tako na ER-B izkazoval estradiolu podobno
agonisti¢no aktivnost, na ER-a pa mesano agonisti¢no/antagonisti¢no aktivnost (50).

Poleg klasi¢nih ER se BPA veZe tudi na neklasi¢ne membranske estrogenske receptorje in
z G-proteinom sklopljen receptor (GPR30) ter deluje preko negenomskih poti (26, 52).
Studije porocajo tudi o vezavi na estrogenskemu receptorju podoben receptor gama
(ERRY), na katerega naj bi se vezal z 80-krat vecjo afiniteto kot na ER-a. ERRYy je prisoten
v razvijajo¢em zarodku in novorojencku in bi zato lahko bil odgovoren za delovanje BPA
v Casu razvoja. ERRy se precej izraza tudi v placenti, kjer naj bi pospeSeval akumulacijo
BPA in omogocal veéje izpostavljanje zarodka kemikaliji (51, 54). Endokrino delovanje
BPA zajema interakcijo tudi z drugimi receptorji. Kot antagonist se vpleta v tiroidne
hormonske poti ter izpodriva T3 (tiroksin) iz vezavnih mest. Vseeno je njegova afiniteta do
tiroidnega receptorja manjSa od afinitete do ER. Halogenirani derivati BPA pa naj bi
izkazovali ve¢jo kompetitivnost v vezavi na tiroidni receptor kot BPA (51, 52). BPA
inducira tudi ekspresijo genov, ki so vpleteni v sintezo tiroidnih hormonov in proliferacijo
tiroidnih celic (55). Podatki nedavne in silico Studije pa nakazujejo na mozno vezavo BPA
kot agonista tudi na glukokortikoidne receptorje (29). Kot antagonist se med drugim veze
na androgenske receptorje. BPA povzroca tudi zmanjSanje aktivnosti encima aromataze, ki
je kljucen pri sintezi steroidnih hormonov, saj omogoca irreverzibilno pretvorbo
androgenov v estrogene. S tem in z antagonizmom na androgenskih receptorjih, kar
povzro¢a zmanjSano transkripcijo encima aromataze, vpliva na zmanjSano endogeno
produkcijo estradiola. V tej smeri BPA torej posredno deluje tudi kot antiestrogen (51).
Izpostavljanje BPA zlasti v ¢asu razvoja ima lahko vplive tudi na epigenetske spremembe.
Vec in vivo Studij je prikazalo spremembo v DNA metilaciji, ki je sledila izpostavljanju
BPA v zgodnjem obdobju (v nose¢nosti). Vseeno so na tem podro¢ju potrebne nadaljnje

Studije, ki bodo natan¢no doloc¢ile mehanizme, po katerih BPA spreminja epigenom (29).

1.4. BISFENOL AF

1.4.1. Fizikalno-kemijske lastnosti ter viri in uporaba

Bisfenol AF (BPAF) je kemijsko 4,4'(heksafluoroizopropiliden) difenol z molekulsko
formulo (CF3)2C(CsH4OH)2 in maso 336,23 g/mol. Po izgledu je bez prah s talis¢em pri
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160-163 °C (56). Akutna toksi¢nost po oralnem zauZzitju je pri podganah (LDsp) 3400
ma/kg (57).

BPAF (t. i. heksafluoro bisfenol A) je homolog BPA o0z. njegov fluoriniran derivat.
Strukturno se razlikuje v dveh trifluormetilnih skupinah (-CF3), pripetih na ogljik, ki
povezuje oba fenilna obroca. Slednja je v primerjavi z metilno skupino pri BPA veliko bolj
elektronegativna in reaktivna ter s tem potencialno bolj nevarna za zdravje ljudi in Zivali
(58, 59). Tako kot BPA se tudi BPAF uporablja pri proizvodnji polikarbonatnih smol in
predstavlja nadomestno kemikalijo za BPA (60). Polimeri, kot so polikarbonatni
kopolimeri, poliimidi, poliamidi in poliestri, ki vsebujejo monomer BPAF, so namenjeni za
uporabo, kjer se zahteva ve¢ja termi¢na in mehanska odpornost. Omenjene lastnosti so v
primerjavi z BPA izboljSane predvsem zaradi trifluorometilne skupine CF3 (59).

Najdemo ga v pripomockih za shranjevanje in predelavo hrane, opti¢nih vlaknih,
elektronskih napravah, itd. Se posebej pa se uporablja kot »crossliniking« reagent v
proizvodnji fluoropolimerov in fluoroelastomerov ter kot monomer v proizvodnji razlicnih
polimerov (58, 61). Industrijska proizvodnja BPAF se povecuje (v ZDA ocenjujejo 4.500—
225.000 kg/leto), vendar pa kljub temu Se vedno primanjkuje podatkov o njegovih
toksikoloskih ucinkih, prisotnosti v okolju in izpostavljenosti ter vplivu na okolje in ljudi
(61, 59). Lahko pa predvidevamo, da je tudi izpostavljanje nizkim odmerkom nevarno
zdravju, predvsem zaradi njegove dolge razpolovne dobe, bioakumulativnih lastnosti in

reaktivne skupine CF3 (60).

1.4.2. Toksikologija

Akutna toksi¢nost peroralno vnesenega BPAF, testirana na laboratorijskih Zivalih, je
majhna (62). Kljub temu lahko predstavlja visok potencial kot HM preko vezave na
hormonske receptorje. In vitro testi navajajo, da se BPAF veze na ER-a priblizno 20-krat
in na ER-B skoraj 50-krat bolj u¢inkovito kot BPA (na ER-B 3x bolj kot na ER-a)). Vzrok
naj bi bila CF3 elektronegativna skupina, s katero vezavni Zzep ER-P reagira veliko bolj
ugodno kot s CH3 skupino BPA. Obenem je BPAF polni agonist na ER-o in antagonist na
ER-B, zelo slabo pa se veze na EERy (59). V primerjalni Studiji BPA in sorodnih spojin so
s pomogjo in vitro ter in vivo testiranj odkrili, da BPAF izraza visoko estrogensko kot tudi
anti-androgensko aktivnost. Slednjo so prouc¢evali s pomocjo luciferaznega testa, v katerem

so uporabili NIH3T3 celice, trasficirane z luciferaznim reporterskim genom, in jo izrazili
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kot relativno aktivnost glede na androgeno aktivnost DHT v koncentraciji 1x10™° M. ICsg
za BPAF je znaSal 1,3 uM v primerjavi s flutamidom 2,5 uM ter BPA 4,3 uM (62).

V primerjalni toksikoloski Studiji, kjer so spolno nezrelim samicam podgan tri dni dajali
subkutane injekcije 100 mg/kg BPAF, je prislo do 337 % povecanja velikosti maternice, v
primerjavi z 200 mg/kg BPA pa zgolj do 197 % povecanja, kar namiguje na vecjo
estrogenost BPAF (61). Studija nevrotoksi¢nosti BPAF na celi¢ni liniji HT-22
hipokampusa in mi$jih primarnih Zivénih celicah je pokazala, da BPAF lahko izzove
apoptozo omenjenih celi¢nih linij, med drugim s povecanjem vrednosti intracelularnega
kalcija in tvorbo ROS. Vseeno so potrebna Se nadaljnja testiranja na in vivo modelih (60).
V toksikokineti¢ni raziskavi dolo¢anja BPAF v bioloskih vzorcih so S$tirim podganam
peroralno odmerjali BPAF in nato dolocali sledove slednjega v tkivih in iztrebkih. Prisli so
do ugotovitev, da so jetra poglavitni organ njegovega metabolizma, glavna pot izlo¢anja je

z blatom (nekonjugirana oblika), sekundarna pa preko ledvic (58).

1.5. BISFENOL S

1.5.1. Fizikalno-kemijske lastnosti ter viri in uporaba

Bisfenol S (BPS) je kemijsko 4,4'-sulfonildifenol (sinonim: bis(4-hidroksifenil) sulfon ) z
molekulsko formulo: Ci2H1004S in maso 250,27 g/mol. Pri sobni temperaturi je v
kristalinicni obliki, po izgledu rahlo rumene barve. Tali se pri 245-250 °C. Akutna
toksi¢nost po peroralnem zauzitju je pri podganah (LDsp) 4556 mg/kg (63).

Zaskrbljenost glede varnosti BPA ter vse bolj zaostrene zakonodaje glede njegove
proizvodnje in uporabe je povzro¢ila usmeritev pozornosti v iskanje novih, nadomestnih in
termicno bolj odpornih bisfenolov. V to skupino spada tudi relativno novejSa kemikalija
bisfenol S (BPS), analog BPA, od katerega se strukturno razlikuje po sulfonilni skupini
med obema fenilnima obrocema. Zaradi odli¢ne stabilnosti pri visokih temperaturah in
odpornosti na son¢no svetlobo BPS predstavlja ustrezno zamenjavo za BPA v razli¢nih
plasti¢nih proizvodih (64, 65).

Uporablja se kot monomer v proizvodnji epoksi smol, antikorozivno sredstvo v epoksi
lepilih ter reagent v polimernih reakcijah. Pomemben je tudi kot kemijski aditiv v
pesticidih, barvilih, sredstvih za barvanje usnja, zaviralec gorenja, povrSinsko aktivnih
snoveh, itd. Zlasti v proizvodnji termi¢nega papirja so zaceli namesto BPA uporabljati

BPS. Ljudje smo prek dermalnega kontakta vsakodnevno izpostavljeni vsaj eni od tak$nih
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oblik termi¢nega papirja (racuni, bankovci, knjige, revije, itd). V Studiji, v kateri so v
razli¢nih vzorcih papirja dolocevali vsebnost BPS, so ugotovili prisotnost slednjega v vseh
vzorcih papirnatih racunov in v 87 % vzorcih bankovcev. Po njihovih ocenah je povpre¢no
dnevno izpostavljanje splosne populacije preko dermalnega kontakta 4,18 ng/kg telesne
teZze/dan ter kar 312 ng/kg telesne teZe/dan pri posameznikih, ki so poklicno v kontaktu s
termi¢nim papirjem (66).

Nekatere Studije porocajo o pojavljanju BPS v konzerviranih zivilih v koncentraciji nekaj
deset ng/g (66). Zasledili so ga tudi v okolju; v rekah v koncentraciji do 3 pg/L. Obenem
naj bi bil bolj odporen na razpad v okolju kot BPA. Leta 2011 je Evropska komisija
prepovedala prodajo plastenk za dojencke, ki vsebujejo BPA. BPS se od takrat pogostokrat

uporablja kot komponenta plasti¢nih nadomestkov v proizvodnji otroskih plastenk (67).

1.5.2. Toksikologija

Informacije o toksikoloskih u¢inkih BPS in vplivih na endokrini sistem so omejene (67).
Vec studij je npr. testiralo ucinke BPS preko genomskih mehanizmov pri izredno visokih
koncentracijah, pri katerih je malo verjetno, da se sproSc¢ajo iz materialov, ki vsebujejo
BPS. Pri koncentracijah 0.1-1 mM je BPS na testnem sistemu kvasovk pokazal zgolj rahlo
estrogeno aktivnost. V' podobni Studiji je BPS pri koncentraciji 40 pM pokazal 15-krat
nizjo genomsko estrogeno aktivnost od BPA. Studija na celiéni liniji MCF-7 rakavih celic
pa je pokazala primerljivo vrednost BPS z BPA v estrogen-odzivnem ekspresijskem
sistemu. Neskladje med omenjenimi Studijami je morda posledica razlicnih vrst tkivnih
sistemov, na katerih so bile izvedene (64). In vitro Studija, izvedena na celi¢ni liniji MCF-7
luciferaznega reporterskega testa, poroca o estrogeni aktivnosti BPS (ECs0=1,1 uM), ki pa
je nekoliko manjSa od estrogene aktivnosti BPA (EC5,=0,63 uM). V isti Studiji so obenem
na celi¢ni liniji NIH3T3 iz misjih fibroblastov potrdili anti-androgeno aktivnost BPS (62).

Rezultati Studije 0 negenomskih uc¢inkih BPS navajajo, da je slednji lahko aktiven tudi v
fmol do pmol koncentracijah in lahko spreminja Stevilne z E2 inducirane negenomske
odgovore v celicah hipofize. Studija je pokazala, da BPS lahko inducira hitro negenomsko
signaliziranje v estrogen-odzivnih celicah hipofize pri nizkih koncentracijah (fmol-pmol)
(64). Zaradi toksi¢nega potenciala BPS so potrebne nadaljnje Studije o njegovem

pojavljanju in obnaSanju v naravi ter vplivu na okolje in ljudi (66).
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2. NAMEN DELA

Zdravje in dobro pocutje ljudi sta tesno povezana z okoljem, v katerem zivimo. Stopnja
endokrinih bolezni in motenj, kot so npr. nekatera reproduktivna in razvojna obolenja, se je
povisala vzporedno z naras¢anjem kemicne industrije, kar vzbuja skrb o medsebojni
povezanosti teh dejavnikov. Vemo, da nekatere kemikalije, t. i. hormonski motilci,
vplivajo na delovanje hormonskega sistema ljudi in Zzivali. Zaradi tega se vse vec
pozornosti namenja razvoju zanesljivih testnih metod in strategij za identifikacijo in oceno
endokrino aktivnih spojin.

V nasi diplomski nalogi smo izbrali s strani OECD validirano in vitro testno metodo
LUMI-CELL® ER, s katero bomo poskusali ovrednotiti agonisti¢no estrogeno aktivnost
trem bisfenolom: bisfenolu A, bisfenolu AF in bisfenolu S. Bisfenol A je Ze znan
hormonski motilec na estrogenskih receptorjih in se uporablja v proizvodnji polikarbonatne
plastike in epoksi smole. Bisfenol AF in bisfenol S sta njegova analoga, nekoliko novejsi
spojini, Ki se ju vse pogosteje uporablja kot zamenjava za bisfenol A. Za dolocanje njihove
agonisti¢ne estrogene aktivnosti bomo uporabljali luciferazno metodo LUMI-CELL® ER,
ki temelji na transkripcijski aktivnosti potencialnih estrogeno aktivnih spojin, ki z vezavo
na estrogen-odzivne elemente v reporterskem plazmidu celi€ne linije BGI1Luc4E2
povzro¢ijo sintezo encima luciferaze. Slednjega bomo posredno doloc¢ali z uporabo
luminometra in merili RLU vrednosti luminiscence. Na podlagi Excelove predloge
izbranega testa bomo izmerjene vrednosti luminiscence ustrezno normalizirali in
prilagodili ter graficno prikazali koncentracijske krivulje preiskovanih spojin in
referennega standarda 17-estradiola. PoskuSali bomo tudi dolo¢iti ECsp vrednosti za tiste
spojine, ki bodo dajale pozitiven odziv na agonisti¢no estrogeno aktivnost.

Pred zacetkom eksperimentalnega dela luciferaznega testa bomo vzgojili zadostno Stevilo
celic celi¢ne linije BG1Luc4E2, ki endogeno izrazajo estrogenska receptorja ER-a in ER-3
in jih uporabili tudi v MTS testu citotoksi¢nosti. S slednjim bomo pri koncentracijah 0,01
mg/mL, 0,1 mg/mL in 1 mg/mL preverili citotoksi¢nost izbranih bisfenolov. Dobljene
rezultate MTS testa bomo upostevali pri izbiri necitotoksi¢nih koncentracij za testiranje v

luciferaznem testu LUMI-CELL® ER ter jih uporabili pri interpretaciji rezultatov.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. TESTIRANE SPOJINE IN PRIPRAVA VZORCEV

Preucevali Smo agonisti¢no estrogeno aktivnost spojine BPA ter njenih analogov BPAF in
BPS na estrogenskih receptorjih ER. Izbrali smo validirano OECD in vitro testno metodo
LUMI-CELL® ER, kjer smo uporabili kontroli: 17B-estradiol (referen¢ni standard E2) in
metoksiklor (Sibka pozitivna kontrola). Za bisfenole smo predhodno izvedli tudi MTS test

citotoksi¢nosti. V' preglednici Il so navedene strukturne formule, CAS Stevilke, stopnje

Cistote, molske mase ter proizvajalci uporabljenih bisfenolov in kontrolnih spojin.

Preglednica Il: Preglednica z navedenimi testiranimi spojinami (bisfenoli in kontrolne spojine).

Bisfenol A (CAS: 80-05-7) Molska masa: | Sigma
CHg 228,29 g/mol | Aldrich
HOOH Cistota:
CHs 99+ %
Bisfenol AF (CAS: 1478-61-1) Molska masa: | Sigma
336,23 g/mol | Aldrich
Cistota: 97 %
Bisfenol S (CAS: 80-09-1) Molska masa: | Sigma
ﬁ 250,27 g/mol | Aldrich
HO@ﬁOOH
O Cistota: 98 %
17-B estradiol (CAS: 50-28-2) Molska masa: | Sigma
272,38 g/mol | Aldrich
Cistota:
>98 %
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Metoksiklor (CAS: 72-43-5) Molska masa: | Sigma
Cl 345,65 g/mol | Aldrich

Cl Cl
O O Cistota:
100 %
H,C CH,

3.1.1. Priprava vzorcev testiranih spojin za test citotoksi¢nosti MTS

Za dolocevanje citotoksi¢nosti preiskovanih spojin BPA, BPAF in BPS smo slednje
testirali v treh koncentracijah: 1 mg/mL, 0,1 mg/mL in 0,01 mg/mL. Najprej smo spojine
natehtali na analitski tehtnici in v epicah pripravili izhodne raztopine s koncentracijo 100
mg/mL v 99,8 % DMSO topilu. Slednje smo nato 100-krat red¢ili z gojitvenim medijem
RPMI+, da smo dobili najviSje testirane koncentracije. Za nadaljnja redCenja nizjih
koncentracij (v razmerju 1:10) smo uporabili gojitveni medij RPMI+ z dodanim 1 %
DMSO. Kon¢na koncentracija DMSO v vseh pripravljenih raztopinah je bila 1 % (v/v). Pri
pripravi izhodnih raztopin preiskovanih spojin smo morali paziti, da so se spojine v topilu
popolnoma raztopile ter ni bilo prisotne motnosti ali precipitata (bister izgled). V
nasprotnem primeru bi tolikokrat povecali redCitev izhodnih raztopin za faktor 10, da bi
dosegli stopnjo popolnega raztapljanja. 1zhodne in nadaljnje raztopine smo pripravljali v

1,5 mL epicah in jih homogenizirali z vorteksiranjem.

3.1.2. Priprava vzorcev testiranih spojin za LUMI-CELL® ER metodo

OECD testna metoda LUMI-CELL® ER je sestavljena iz dveh stopenj testiranj. Sprva smo
preiskovane spojine testirali z »range finder« testom. BPA, BPAF in BPS smo najprej
natehtali na analitski tehtnici in pripravili izhodne raztopine v koncentraciji 100 mg/mL v
99,8 % DMSO topilu. Pripravili smo tudi izhodno raztopino za referen¢ni standard E2 v
koncentraciji 1x10 pg/mL v 99,8 % DMSO ter kontrolo topila (1 % DMSO v gojitvenem
mediju DMEM4+). Izhodne raztopine preiskovanih spojin in referenénega standarda smo
nato redcili z gojitvenim medijem DMEM+ (0z. DMEM+ z dodanim 1 % DMSO) do
ustreznih koncentracij. Vsebnost DMSO v vseh kon¢nih raztopinah je bila 1 % (v/v).

Za »comprehensive« test smo glede na rezultate predhodnega testa range finder pripravili
izhodne raztopine preiskovanih spojin BPA, BPAF in BPS v koncentraciji 1 mg/mL v 99,8
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% DMSO. Pripravili smo tudi izhodno raztopino referen¢nega standarda E2 v koncentraciji
1x102 pg/mL v 99,8 % DMSO in $ibke pozitivne kontrole metoksiklora v koncentraciji
313 pg/mL v 99,8 % DMSO ter kontrolo topila (1 % DMSO v gojitvenem mediju
DMEM+). lzhodne raztopine preiskovanih spojin, referencnega standarda in Sibke
pozitivne kontrole smo v nadaljevanju red¢ili z gojitvenim medijem DMEM+ (0z.
DMEM+ z dodanim 1 % DMSQO) do ustreznih koncentracij. Vsebnost DMSO v vseh
konénih raztopinah je bila 1 % (v/v). Pri pripravi izhodnih raztopin za oba testa smo morali
paziti, da so se spojine v topilu popolnoma raztopile ter ni bilo prisotne motnosti ali
precipitata (bister izgled). Izhodne in nadaljnje raztopine smo pripravljali v 1,5 mL oz.
200 pL epicah in jih homogenizirali z vorteksiranjem.

3.2. CELICNA LINIJA BG1Luc4E2

LUMI-CELL® ER metoda predpisuje uporabo c¢loveskih ovarijskih rakavih celic
BG1Luc4E2. Gre za rekombinantno celi¢no linijo, ki je bila razvita iz nesmrtnih ¢loveskih
adenokarcinomskih ovarijskih celic BG-1, ki izrazajo endogene, funkcionalne estrogenske
receptorje (90 % ER-a in 10 % ER-p) in jih odlikuje visoka estrogenska odzivnost in vitro.
BG-1 celicam so s stabilno transfekcijo vnesli plazmid pGudLuc7.ERE z estrogen-
odzivnim elementom pGudLuc7.0, MMTV promotorskim zaporedjem in reporterskim
genom (luc) za encim kresnic¢kina luciferaza (Slika 3). Rekombinantne celice se pri
izpostavljanju 17p-estradiolu oz. kemikalijam, ki delujejo kot estrogenski agonisti,
odzovejo z indukcijo ekspresije luciferaznega gena in sintezo encima luciferaze, katerega
kvantitativno dolo¢amo z merjenjem luminiscence. Celi¢na linijja je odzivna na
koncentracije 17p-estradiola vse do 1pM. Omenjena celi¢na linija je uporabna za hitro
testiranje (t. i. rapid screeening), identifikacijo in karakterizacijo endokrino aktivnih snovi.
Celi¢na linja je stabilna in odporna na spremembe, saj jo lahko dve leti kontinuirano
gojimo v kulturi brez izgube odzivnosti na estrogene. Poleg agonisti¢ne estrogenske
aktivnosti (v nasem testu) pa lahko z omenjeno celi¢no linijo dolo¢amo tudi antagonisti¢no
estrogensko aktivnost spojin (68, 69, 70). Isto celi¢no linijo smo uporabili tudi v MTS testu

citotoksi¢nosti.
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Slika 3. Plazmid pGudLuc7.ERE. Crno polje: reporterski gen za encim luciferazo; ¢rtkano polje: MMTV
promotorsko zaporedje; belo polje: 4 kopije sinteticnega oligonukleotida z estrogen-odzivnimi elementi (68).

3.3. OSNOVNE METODE DELA S CELICAMI

Delo s celicami zahteva upoStevanje posebnih rezimov, standardnih mikrobioloskih praks
in tehnik ter s tem zagotovitev ustreznih pogojev za eksperimentalno izvedbo poskusov. V
prvi vrsti je potrebno poskrbeti za varnost laboratorijskega osebja in prepreciti okuzbe z
bioloSkim materialom ter hkrati prepreciti kontaminacijo proucevane celicne kulture.
Temeljnega pomena za doseganje kakovosti testov na celi¢nih kulturah je upostevanje treh
karakteristik: ¢istost, avtenti¢nost in stabilnost celi¢ne kulture (71, 72).

Z upostevanjem smernic za varno delo s celi¢nimi kulturami smo eksperimentalni del
testiranja izvajali pod asepti¢nimi pogoji v celiénem laboratoriju Fakultete za farmacijo,
Univerze v Ljubljani. Delo neposredno s celicami je potekalo v brezpraSni komori z
laminarnim pretokom sterilnega zraka - LAF komora. Slednja z omejenim fizi¢nim
dostopom in stalnim pretokom filtriranega zraka skozi HEPA filter onemogoca
kontaminacijo delovne povrSine in zagotavlja asepticne pogoje dela. Za Cistoco komore
smo skrbeli z obsevanjem z ultravijoli¢no svetlobo ter razkuzevanjem delovne povrSine s
70-odstotnim etanolom, vsakokrat neposredno pred zacetkom dela. Prav tako smo vse
laboratorijske pripomocke pred vnosom v LAF komoro predhodno avtoklavirali oz.
obrisali s 70-odstotnim etanolom. S slednjim smo si vsakokrat razkuzili tudi zas¢itne
rokavice. Ob morebitnem razlitju celi¢ne kulture po delovni povrSini smo le-to nemudoma
pobrisali prav tako s 70-odstotnim etanolom. Za gojenje in nasajanje celic smo uporabljali

naslednje reagente, laboratorijsko opremo in aparature:
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Reagenti:
e gojitveni medij RPMI 1640, Sigma Aldrich;
e penicilin 5000 I.U. streptomicin 5 mg/mL raztopina, Sigma Aldrich;
e fetusni serum goveda FBS, Gibco;
e gojitveni medij DMEM- Dulbeccova modifikacija Eaglovega medija, Invitrogen;
e fetusni serum goveda z nizko vsebnostjo hormonov FBS-CS, Biological Industries;
e L-glutamin, Sigma Aldrich;
e natrijev piruvat, Invitrogen;
e Dulbeccova fizioloSka raztopina v fosfatnem pufru - DPBS, Gibco;
e antibiotik gentamicinijev sulfat - G418, Biological Industries;
e tripsin (10x), Gibco;

e Hanksova uravnotezena raztopina soli HBSS (1x), Gibco;

barvilo tripan modro (0,4 %), Life Technologies;
dimetilsulfoksid (DMSO 99,8 %), Sigma Aldrich.

Laboratorijska oprema:
e plastenke za gojenje celic v obliki ¢rke T s perforiranim zamaskom v velikosti 25
cm?, 75 cm? in 150 cm? (T25, T75, T150), TPP;
e 96-mikrotitrska ploscica, TPP;
e pipete 2-20 uL, 100-1000 pL, 10-100 uL, 20-200 uL, Gilson;
e pipete 0,5-10 uL, 100-1000 puL, Biohit;
e multikanalna pipeta €300 10-300 uL, Biohit;
o velika pipeta Midiplus, Biohit;
e seroloske pipete 5, 10, 25 in 50 mL, TPP;
e centrifugirke 15 in 50 mL, TPP;
e epice LPE 200 pL in 1,5 mL, Plastibrand,;

e viale, Agilent Technologies.

Aparature:
e LAF komora, Iskra, Sentjernej, Slovenija;
e inkubator Incusafe, Sanyo;

e analitska tehtnica, Mettler Toledo;
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e invertni mikroskop Olympus CKX41, Olympus;

e centrifuga;

e vibracijski stresalnik Combi spin, Biosan;

e hemocitometer;

e avtomatski merilnik za Stetje celic (countess automated cell counter), Invitrogen;
e hladilnik, Gorenje;

e zamrzovalnik, Gorenje.

3.3.1. Odmrzovanje celic

Celi¢no linijo BG1Luc4E2 smo pridobili iz ZDA (Michael S. Denison, Department of
Environmental Toxicology, University of California, Davis) in jo v 2 mL krioviali
shranjevali zamrznjeno v obliki suspenzije v zamrzovalni omari pri temperaturi -80 °C.
Kriovialo smo vzeli iz zamrzovalne omare in izvedli hitro odtajanje v vodni kopeli (temp.
priblizno 37 °C, 2-4 min). Odmrznjene celice smo nato z mikropipeto prenesli v 50 mL
centrifugirko, dodali 20 mL gojitvenega medija RPMI+ in centrifugirali 8 min pri 2400
rpm. Na dnu centrifugirke se je tvoril sediment, supernatant pa smo s pipetiranjem
odstranili in se na ta nacin znebili tudi krioprotektanta (10 % DMSO). Sediment s celicami
smo zatem resuspendirali v 5 mL gojitvenega medija RPMI+. Resuspendirane celice smo
prenesli v sterilno gojitveno posodo (T25) s povrsino 75 cm? in jo oznadili s pasazo +1. Pri

vsakem nadaljnjem presajanju smo Stevilo pasaze povecali za 1.

3.3.2. Gojenje in presajanje celic

Celice za svojo rast in preZivetje potrebujejo ustrezno kontrolirano okolje. BG1Luc4E2
celice smo gojili v obliki monosloja v sterilnih gojitvenih posodicah (T25-T125) v
specializiranem inkubatorju pri 37 °C = 1 °C, vlaznosti 90 % + 5% in5 % £ 1 % CO, v
zraku. Pred selekcioniranjem celic (v zacetnih pasazah) smo za njihovo vzdrzevanje
uporabljali gojitveni medij RPMI+. Pripravili smo ga tako, da smo v 500 mL plastenko
medija RPMI 1640 dodali 5 mL raztopine antibiotika penicilin/streptomicin in 44 mL FBS.
Pripravljeni gojitveni medij smo razdelili v 50 mL centrifugirke in ga hranili v hladilniku
(2-8 °C). Pred vsako uporabo smo ga segreli v vodni kopeli ali inkubatorju na priblizno 37

°C. Medij smo celicam menjavali na 2-3 dni 0z. po potrebi pogosteje.
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Za potrebe testiranja smo morali vzgojili primerno Stevilo celic. Pred nasajanjem celic na
mikrotitrske ploi¢e za LUMI-CELL® ER testiranje, smo celice selekcionirali z
antibiotikom gentamicinom (G418). S tem smo izlo¢ili vse tiste celice, ki niso izrazale
reporterskega plazmida. V nadaljevanju smo za gojenje in nasajanje selekcioniranih celic
uporabljali gojitveni medij DMEM+, ki ne vsebuje estrogenskih sestavin, ki bi lahko
povzrocile lazno pozitiven rezultat. Pripravili smo ga po recepturi: v 500 mL plastenko
medija DMEM smo dodali 24 mL fetusnega seruma goveda z nizko vsebnostjo hormonov
(FBS-CS), 10 mL L-glutamina, 5 mL natrijevega piruvata in 5 mL raztopine antibiotika
Pen-Strep. Pripravljeni gojitveni medij smo hranili v hladilniku ter ga pred vsako uporabo
segreli v vodni kopeli ali inkubatorju na priblizno 37 °C. Medij smo celicam menjavali na
2-3 dni o0z. po potrebi pogosteje.

Optimalna konfluentnost celic za presajanje je med 70 in 80 %. Slednjo smo vsakodnevno
spremljali z opazovanjem pod invertnim mikroskopom ter beleZili njihovo rast in
morebitne posebnosti. Pazili smo, da celice nikoli niso dosegle previsoke konfluentnosti,
saj bi s tem tvegali nezaZelene spremembe celic in pojav kontaktne inhibicije. Prav tako bi
jih s tripsinizacijo tezje odlepili od podlage gojitvenih posodic. Celice smo presajali na
priblizno 2-3 dni. Pred vsakim presajanjem smo gojitveni medij in DPBS segreli na vodni
kopeli ali v inkubatorju, da smo dosegli priblizno temperaturo 37 °C. S tem smo preprecili
Sok, ki bi ga celice dozivele ob stiku z nizko temperaturo. Segrevali smo tudi razred¢en 1x
tripsin (reagent za odlepljanje celic s podlage, predhodno 10x red¢en s HBSS), vendar ne
predolgo, saj bi se v nasprotnem primeru zmanjSala njegova aktivnost.

Postopek presajanja celic je bil venomer enak, razlikovali so se le volumni reagentov in
medija (tudi vrsta medija) glede na velikost gojitvene posodice. Najprej smo iz gojitvene
posodice previdno odpipetirali star gojitveni medij in nato celice 1-krat sprali s DPBS
(koli¢ina prilagojena velikosti gojitvene posodice), katerega smo nato prav tako odstranili s
pipetiranjem. Zatem smo celicam dodali razredéen 1X tripsin (koli¢ina prilagojena velikosti
posodice) in celice inkubirali v inkubatorju pri 37 °C in atmosferskem CO> 5-10 min, da
so se odlepile od podlage; to smo nato preverili pod invertnim mikroskopom. Zatem smo
odlepljenim celicam v posodici dodali svez gojitveni medij (vsaj 2x koli¢ino predhodno
dodanega tripsina) in s tem ustavili delovanje tripsina. Celi¢no suspenzijo smo s serolo§ko
pipeto za enkratno uporabo prenesli v centrifugirko z volumnom 50 mL in centrifugirali 8
min pri 2400 rpm. Supernatant, ki se je tvoril nad sedimentom iz celic, smo odpipetirali

stran in celice resuspendirali v ustrezni koli¢ini svezega gojitvenega medija (RPMI+ ali
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DMEM+). Suspenziji resuspendiranih celic smo s hemocitometrom dolodili Stevil¢no

koncentracijo in jih Zeleno Stevilo nasadili naprej v sveZo gojitveno posodo (nova pasaza).

3.3.3. Stetje celic

Stetje celic je v postopku presajanja in nasajanja celic nujno potrebno. Na podlagi
izratunane koncentracije celic smo dolocili potreben volumen celiCne suspenzije za
presaditev ali nasaditev. Stetje smo izvajali roéno ali z avtomatskim merilcem. Za postopek
ro¢nega Stetja smo uporabili metodo s hemocitometrom, kjer smo uporabili barvilo tripan
modro, Ki je vitalno barvilo. To pomeni, da prodre zgolj v mrtve celice, ki se posledi¢no
obarvajo modro in za razliko od Zivih, v katere barvilo ne prodre, ne svetijo pod invertnim
mikroskopom. Na podlagi teh razlik lo¢imo mrtve celice od zivih in preStejemo le tiste, ki
svetijo (Zive).

Za Stetje s hemocitometrom smo v 200 uL epico odpipetirali 40 pL barvila tripan modro in
dodali 10 pL resuspendirane celicne suspenzije ter vse skupaj S pipeto homogeno
premeSali. Zatem smo odpipetirali 10 pL homogenizirane suspenzije in jo nanesli na
hemocitometer. Slednjega smo vstavili pod invertni mikroskop in preSteli zive celice.

Celotno Stevilo celic v prvotni suspenziji smo nato izracunali po slede¢i formuli:
Koncentracija celic v prvotni suspenziji= (A+B+ C+ D)/4 xRxKp xV 11/

* A, B, C, D - Stevila celic v posameznih kvadrantih; v vsakem kvadrantu smo posebej
preSteli celice in na koncu izra¢unali povpre¢no Stevilo celic.

* R - faktor red¢enja; Stevilo, ki pove, kolikokrat smo prvotno suspenzijo celic red¢ili z
barvilom. V naSem primeru smo red¢ili 10 pL suspenzije s 40 pL barvila, R je bil enak 5.

* Kp - volumen obmo¢ja hemocitometra, v katerem Stejemo celice = (1 mm x 1 mm x
0,1 mm = 0,1 mm® = 10™ mL). Dologevali smo koncentracijo celic v 1 mL, Kp je tako
znasal 1>,

* V - volumen medija, v katerem smo reuspendirali celice.
Za postopek avtomatskega Stetja celic, ki smo ga uporabljali pri postopku nasajanja celic

na mikrotitrske plosc¢ice, smo v 200 pL epico odpipetirali 10 pL barvila tripan modro in

dodali 10 pL homogene celi¢ne suspenzije. Vsebino smo s pipeto homogeno premesali,
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odpipetirali 10 pL in nanesli na plo¢ico za $tetje celic. Stevec nam je podal Stevilo celic v

1 mL, od tega tudi deleZ Zivih in mrtvih ter odstotek njihove preZivelosti - viabilnost.

3.3.4. Nasajanje celic

Za MTS test linearnosti in citotoksi¢nosti ter LUMI-CELL® ER metodo smo celice nasajali
na mikrotitrske testne plos¢e s 96 vdolbinami (TPP). Postopek nasajanja celic je bil v
zaCetnih korakih enak postopku presajanja. Razlika je bila, da smo pri nasajanju ustrezno
koli¢ino celic, resuspendiranih v svezem gojitvenem mediju, prenesli v vdolbine
mikrotitrskih plo$¢ in ne v nove gojitvene posode. Za nasajanje smo uporabili tudi
drugacno koncentracijo celic kot pri presajanju. Ta se je razlikovala tudi glede na izbrani

test. Za izraCun primerne koncentracije celic za nasajanje smo uporabili sledeco formulo:
Koncentracija goncna) X VOIUMEN koncnyy = KONceNtracija zacema) X VOIUMEN cacerny 12/

Dolo¢ili smo Zeleni volumen koneniy IN kKONCENtracijo konina) celicne suspenzije za nasaditev.
Slednjo smo pripravili z ustreznim redCenjem zacetne koncentracije celi¢ne suspenzije
resuspendiranih celic z gojitvenim medijem. Pri nasajanju smo uporabljali avtomatsko
multikanalno pipeto, s katero smo v ve¢ vdolbin hkrati prenesli po 200 pL pripravljene

homogene celi¢ne suspenzije Zelene koncentracije.

3.4. TEST CITOTOKSICNOSTI MTS

MTS test citotoksi¢nosti je kolorimetricna metoda za dolocanje Stevila Zivih celic v
proliferacijskih ali citotoksicnih testih. MTS reagent (Cell Titer 96® Aqueous One Solution
Reagent) je sestavljen iz barvila MTS v obliki soli (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazol) in reagenta za prenos elektronov PES
(fenazin etosulfat). Test temelji na merjenju metabolne aktivnosti celic po njihovem
izpostavljanju preiskovanim spojinam, katerim dolo¢amo stopnjo citotoksicnosti. S testom
merimo, kolikSna je aktivnost encimov v Zivih celicah glede na njihovo sposobnost
redukcije barvila MTS do obarvanega produkta formazana (Slika 4). Pri tem vecja
intenziteta barve nakazuje na vecjo prezivelost celic. V metabolno aktivnih celicah to
pretvorbo povzroc¢ijo dehidrogenazni encimi s produkcijo NAD(P)H. Slednji prenesejo

svoj elektron na PES, ki naprej reducira MTS v obarvan formazan, ki je topen v gojis¢u in
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absorbira pri 490 nm. Z izmerjeno absorbanco nato dolo¢imo koli¢ino nastalega
formazana, ki je sorazmerna Stevilu (deleZzu) Zivih, metabolno aktivnih celic. Glede na

delez zivih celic dolo¢imo stopnjo citotoksi¢nosti spojine, s katero smo celice tretirali (73).

OCH.COCH _
2 S0; OCH,COOH S0,
Qe QO
"'}\l N\N
—n] () A"
=M :!‘,‘ S . CHs N=N\H(5 CH,
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CHj, CH,
MTS - Formazan

Slika 4 .: Struktura barvila MTS (tetrazolijeva sol) in njegovega produkta po redukciji, formazana (73).

Pri izvedbi MTS testiranja smo potrebovali naslednje reagente:
e gojitveni medij RPMI + (sestava, glej poglavje 3.3.2.);

o fosfatni pufer DPBS, Gibco;

e tripsin (1x), Gibco;

e Darvilo tripan modro (0,4 %), Life Technologies;

o dimetilsulfoksid (DMSO 99,8 %), Sigma Aldrich;

e reagent MTS — Cell Titer 96® AQueous One Solution Reagent, Promega.

3.4.1. MTS testiranje linearnega obmo¢ja

Za doloCitev primerne koncentracije celic za testiranje citotoksi¢nosti MTS, ki daje
linearno razmerje med odzivom in Stevilom Zivih celic, smo najprej izvedli testiranje
linearnega obmocja. Nasadili smo 7 razli¢nih koncentracij celic v mediju RPMI+ z 1 %
DMSO (od 5000 do 320.000 celic/vdolbino, pasaza BG1+4). Posamezno koncentracijsko
obmocije smo testirali v treh paralelah in v vsako vdolbino nanesli 200 uL pripravijenih
celi¢nih suspenzij. Za slepo vrednost smo uporabili gojitveni medij RPMI+ z 1 % DMSO,
brez predhodno nasajenih celic. Eno uro po nasaditvi celic smo v vsako vdolbino dodali
40pL reagenta MTS s tehniko reverznega pipetiranja, da smo preprecili pojav mehurékov,
Ki bi motili merjenje absorbance. Po dveh urah inkubacije smo s spektrofotometrom

izmerili absorbanco pri 490 nm.
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3.4.2. MTS testiranje citotoksi¢nosti bisfenolov A, AFin S

Glede na dobljen graf linearnosti smo dolo€ili najprimernejSo koncentracijo celic za
nasajanje: 10.000 celic/vdolbino. Bisfenole smo testirali v treh koncentracijah: 1 mg/mL,
0,1 mg/mL in 0,01 mg/mL, vsako koncentracijsko obmocje v petih paralelah. Najprej Smo
v 96-well plos¢ico nasadili celice s preracunano koncentracijo celi¢ne suspenzije 50.000
celic/mL (pasaza BG1+5). V vdolbine za preiskovane spojine in kontrolo (razen v vdolbine
za slepo vrednost) smo vnesli 200 pL pripravljene celi¢ne suspenzije. Celice smo nasadili
24 ur pred tretiranjem s spojinami in jih v tem ¢asu inkubirali v inkubatorju pri 37 °C in
atmosferskih pogojih. 24 ur po nasaditvi celic smo pod invertnim mikroskopom pregledali
enakomernost nasaditve. Celicam smo nato previdno odstranili gojitveni medij in v vsako
vdolbino dodali 100 pL pripravljenih raztopin bisfenolov, razen v slepo in kontrolo. Za
slepo vrednost in kontrolo smo uporabili gojitveni medij RPMI+ z 1 % DMSO. Bisfenole
smo za tretiranje predhodno raztopili v 99,8 % DMSO v koncentraciji 100 mg/mL -
izhodna raztopina. Slednjo smo nato red¢ili z gojitvenim medijem RPMI+ do ustreznih
koncentracij. 24 ur po dodatku preiskovanih spojin in inkubaciji smo celice najprej
pregledali pod invertnim mikroskopom in vizualno ocenili viabilnost celic. Nato smo v
vsako vdolbinico dodali 20 pL reagenta MTS (tudi v slepo in kontrolo). Plos¢ico smo
zatem inkubirali 2 uri v inkubatorju ter nato s spektrofotometrom izmerili absorbanco pri
490 nm. Zaradi obcutljivosti MTS reagenta na svetlobo smo pri obeh testih postopek

izvajali pri ugasnjeni luci, v temnem prostoru.

3.5. OECD TESTI ZA ODKRIVANJE ENDOKRINE AKTIVNOSTI

Vprasanje, ali lahko dolocene kemikalije kot hormonski motilci vplivajo na delovanje
endokrinega sistema ljudi in zivali ter povzrocajo nezelene ucinke, je zanimivo tako za
znanstvenike kot sploSno javnost. Zaradi potencialne vsakodnevne izpostavljenosti
kemikalijam, je zato postavitev ustreznih testnih strategij in robustnih testnih metod Se
toliko bolj pomembna (74). Mednarodna organizacija OECD od leta 1996 namenja veliko
svojih sredstev razvoju in validaciji novih testnih smernic za detekcijo in ocenitev
endokrino aktivnih spojin (75, 76). Pod okriliem OECD je delovna skupina EDTA AG
razvila konceptualni okvir stopenjskega testiranja, vkljucujo¢ in vitro ter in vivo presejalne

in potrditvene teste, razdeljene na pet ravni z naras¢anjem po metodoloski kompleksnosti
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in mo¢i dokaza (74). Konceptualni okvir stopenjskega testiranja je predstavljen v

preglednici I11.

Preglednica I11. OECD konceptualni okvir za testiranje in ocenitev kemikalij kot hormonskih motilcev.

Toksikologija sesalcev in nesesalcev

Raven 1 Razvricanje Za razvrstitev velikega Stevila kemikalij (umetnih in
(obstojeci podatki in ne-testne naravnih) po pomembnosti, z uporabo obstojecih
informacije) podatkov. Razvrstitev glede na fizikalno-kemijske

lastnosti, toksikoloSke podatke, QSAR, ADME model.

Raven 2 Invitro presejalni testi Za pridobitev mehanisticnih podatkov; vezava na
(mehanisti¢ni podatki) receptor, transkripcijska aktivnost.

Raven 3 Invivo presejalni testi Za dolocitev specificnega endokrinega delovanja.
(endokrini mehanizem delovanja)

Raven 4 Invivo testi Za dolocitev nezelenih u€inkov v razli¢nih endokrinih
(multipli endokrini mehanizmi sistemih.
delovanja)

Raven 5 Invivo testi Najbolj celoviti testi za dolo¢itev nezelenih uéinkov

(endokrini + drugi ucinki)

skozi daljSe Zivljenjsko obdobje organizma, ki se lahko

uporabijo za kon¢no oceno tveganja.

Konceptualni okvir ni stopenjska strategija testiranja oz predpis testov, ki jih je potrebno
izvajati linearno od ravni 1 do 5, ampak »orodje«, ki odraZza, kakSen tip informacij
zagotavljajo testi z dolo¢ene ravni. Informacije, pridobljene iz testov nizjih ravni, se lahko
uporabijo za dolocitev, kateri specifi¢ni testi iz vi§jih ravni so potrebni za trdnejSi dokaz,
ali je specifi¢na kemikalija hormonski motilec ali ne (75, 77, 78). In vitro in kratkotrajni in
vivo presejalni testi (raven 1, 2, 3) sluzijo za izbiro spojin, ki jih je v nadaljevanju smiselno
uvrstiti v dolgotrajne Studije potrditvenih testov (raven 4 in 5) za dolocCitev nezelenih
uinkov, ki So osnova za oceno tveganja (74). LUMI-CELL® ER metoda sodi v drugo
raven OECD testov (76).

3.6. LUMI-CELL® ER TESTNA METODA ZA DOLOCANJE AGONISTOV
NA ESTROGENSKIH RECEPTORIJIH

Za dolocanje agonisti¢ne estrogene aktivnosti preiskovanih spojin smo izbrali validiran

OECD in vitro luciferazni test, ki temelji na izrazanju reporterskega gena, ki kodira encim
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za luciferazo. Slednji je uravnavan z MMTV promotorskim zaporedjem, na katero se veze
ER v obliki kompleksa z ligandom in deluje kot transkripcijski faktor. Aktivacijo
transkripcije in sintezo encima luciferaze, katerega aktivnost je pokazatelj bioloSke
aktivnosti testiranih spojin, kvantificiramo z uporabo luminometra in merjenjem
luminiscence (79). BG1lLuc ER TA testna metoda v primerjavi z drugimi estrogenskimi
transkripcijskimi metodami ponuja Stevilne prednosti: 1.) validacija za uporabo testnih
spojin preko Sirsega koncentracijskega obmocja; 2.) potencial za detekcijo SirSega obmocja
endokrino aktivnih spojin; 3.) sposobnost za indentifikacijo spojin, ki inducirajo ali
inhibirajo estrogenski receptor. Pri luciferazni metodi gre za reakcijo bioluminiscence.
Luciferin nastopa tu kot substrat, produkcija svetlobe pa je posledica pretvorbe kemijske
energije iz oksidacije luciferina s prenosom elektrona do nastanka oksiluciferina.
Kresnickina luciferaza katalizira oksidacijo luciferina v prisotnosti ATP in Mg®" iona, ki
sodelujeta v vlogi kofaktorja (Slika 5), (80).

(0]
HO 0. (o}
S /N OH kresnickina S /N
>—< luciferaza >—< |
V/ + AP + 0, —> Y + AMP + PPi + CO,+ svetioba
N S Mg?* N s
Luciferin Oksiluciferin

Slika 5: Reakcija bioluminiscence, ki jo katalizira encim kresni¢kina luciferaza (80).

Za izvedbo LUMI-CELL® ER metode smo potrebovali naslednje reagente:

e gojitveni medij DMEM+ (sestava, glej poglavje 3.3.);

e gentamicin (G418), Biological Industries;

e dimetilsulfoksid (DMSO 99,8 %), Sigma Aldrich;

e Dulbeccova fizioloSka raztopina v fosfatnem pufru (DPBS), Gibco;

e tripsin (1x), Gibco;

e metoksiklor, Sigma Aldrich;

e 17p estradiol, Sigma Aldrich;

e izhodni lizirni pufer (5x) red¢imo z deionizirano vodo na (1x) (Promega Lysis
solution);

e luciferazni reagent: Luciferase Assay Buffer + Luciferase Assay Substrate,
Promega.
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A.) Range finder test: Na 96-well plos¢ico smo nasadili celice, predhodno selekcionirane

z gentamicinom, v koncentraciji 40.000 celic/vdolbino. Pripravili smo si 15 mL celi¢ne
suspenzije s koncentracijo 200.000 celic/mL in v vdolbine z multikanalno avtomatsko
pipeto nanesli 200 pL pripravljene celicne suspenzije. Po nasaditvi smo plos¢e inkubirali
24 ur v inkubatorju pri 37 °C in atmosferskih pogojih. Naslednji dan smo nasajenim
celicam previdno odstranili gojitveni medij, pod invertnim mikroskopom pregledali
nasaditve in zapisali morebitne posebnosti (neenakomernost nasaditve). Zatem smo v
vdolbine dodali po 200 pL pripravljenih raztopin preiskovanih spojin, referen¢nega
standarda E2 in kontrole topila DMSO (negativna kontrola). Predhodno smo za
preiskovane spojine in referen¢ni standard pripravili izhodno raztopino in jo za nanos v
testne vdolbine do ustreznih koncentracij red¢ili z gojitvenim medijem DMEM+ oz.
DMEM+ z 1 % DMSO. Za BPA, BPAF in BPS smo pripravili izhodne raztopine s
koncentracijo 100 mg/mL in jih nato testirali v 7 razli¢nih konc. z razmerjem redéenja
1:10, v dveh paralelah (maksimalna koncentracija na plos¢i je bila C;=1000 pg/mL).
Referencni standard E2 smo testirali v 4 razli¢nih koncentracijah (4x redcenje), v dveh
paralelah. Kontrolo topila DMSO (negativna kontrola) smo pripravili v 1 % koncentraciji v
mediju DMEM+ in testirali v 4 paralelah. V vseh kon¢nih raztopinah je koncentracija

DMSO znasala 1 % (v/v). Shematsko je primer testne plosce prikazan na preglednici IV.

Preglednica 1V: 96-well mikrotitrska plo$¢a z ozna¢enimi polji preiskovanih spojin, referenénega standarda
E2 in kontrole topila DMSO ter navedenimi testiranimi koncentracijami. Rdece polje: BPA; zeleno polje:
BPAF; rumeno polje: BPS; belo polje: prazne vdolbine; modro polje: kontrola topila (1% raztopina DMSO
v gojitvenem mediju DMEM+); roza polje: referen¢ni standard E2 (E2;= 5x10° pg/mL, E2,= 1,25x107
pg/mL, E25= 3,13x10° pg/mL, E2,= 7,83x10" pg/mL).

1000 C 1000
1
pg/mL pg/mL
100 © 100
pg/mL Hg/mL
10 Cs 10
pg/mL pg/mL
1 C 1
pg/mL ¢ pg/mL
0,1 C5 0,1
pg/mL pg/mL
00,1 Cs 00,1
pg/mL pg/mL
wl | 000,1
pg/mL ! pg/mL
E2, | DMSO | DMSO | DMSO | DMSO | E24 | E23 | E2, | E24
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Po 24-urni inkubaciji tretiranih celic pri 37 °C in atmosferskih pogojih smo iz vdolbin
previdno odstranili raztopine preiskovanih spojin, referen¢nega standarda in DMSO
kontrole ter vdolbine sprali s 50 pL 1x raztopine DPBS ter s tem odstranili zaostale
raztopine spojin in presnovne produkte celic. Ponovno smo celice pregledali pod invertnim
mikroskopom ter vizualno ocenili citotoksi¢nost (pri tem smo si pomagali s preglednico,
glej poglavje 3.7.1.). Zatem smo na dno mikrotitrske plos¢e nalepili bel papir, da smo
povecali u¢inek merjenja z luminometrom, in z mulitkanalno pipieto v vsako vdolbinico
dodali 50 pL 1x raztopine lizirnega reagenta. Po dodatku lizirnega reagenta smo testno
plos¢o 1 min stresali v kroznih horizontalnih gibih, da je potekla liza celic. Nato smo pri
ugasnjeni luci v vdolbine dodali 50 pL luciferaznega reagenta luciferina (predhodno smo
ga pripravili tako, da smo zmeSali skupaj substrat in pufer; ekvilibrirana na sobno
temperaturo) in izmerili luminiscenco v obmoc¢ju od 300 do 650 nm pri obcutljivosti 180 in

intervalnem ¢asu 1 s.

B.) Comprehensive test: Na 96-well mikrotitrsko plos¢o smo nasadili celice (predhodno

selekcionirane z gentamicinom) v koncentraciji 40.000 celic/vdolbino. Pripravili smo si 25
mL celi¢ne suspenzije s koncentracijo 200.000 celic/mL in v vdolbine z multikanalno
avtomatsko pipeto nanesli 200 pL pripravljene celicne suspenzije. Vse do nanosa
preiskovanih in kontrolnih spojin je bil postopek enak kot pri range finder testu. Predhodno
smo si prav tako pripravili izhodne raztopine preiskovanih spojin, referen¢nega standarda
E2 in dodatno metoksiklora (Sibka pozitivna kontrola, ki ponazarja, da test deluje pravilno
in je dovolj obcutljiv, da zazna tudi Sibke agoniste). Te Smo za nanos Vv testne vdolbine do
ustreznih koncentracij red¢ili z gojitvenim medijem DMEM+ oz DMEM+ z 1 % DMSO.
Glede na rezultate range finderja smo pri comprehensive testu pripravili izhodne raztopine
bisfenolov s koncentracijo 1 mg/mL. Bisfenole smo testirali v 11 razli¢nih koncentracijah z
razmerjem redéenja 1:5, v treh paralelah (maksimalna koncentracija na plos¢i je bila
C1=10 pg/mL). Referen¢ni standard E2 smo testirali v 11 razli¢nih koncentracijah v dveh
paralelah, metoksiklor (Sibka pozitivna kontrola) pa v koncentraciji 3,13 pg/mL v Stirih
paralelah. Kontrolo topila DMSO (negativna kontrola) smo pripravili v 1 % koncentraciji v
mediju DMEM+ in testirali v Stirih paralelah. V vseh kon¢nih raztopinah je koncentracija

DMSO znasala 1 % (v/v). Shematsko je primer testne plos¢e prikazan na preglednici V.
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Preglednica V: 96-well mikrotitrska plo§éa z oznaenimi polji preiskovanih spojin, referenénega standarda
E2, Kkontrole topila DMSO in Sibke pozitivne kontrole metoksiklor ter navedenimi testiranimi
koncentracijami. Rdece polje: BPA; zeleno polje: BPAF (na dodatni plos¢i smo testirali BPS); roza polje:
referenéni standard E2; modro polje: kontrola topila DMSO (1% raztopina DMSO v mediju DMEM+);
rumeno polje: Sibka pozitivna kontrola (metoksiklor: 3,13 pg/mL).

DMSO
DMSO
DMSO
Ci C, Cs Cy Cs Cs Cy Cs Co Cuwo C11 | DMSO
10 2 0,4 0,08 0,016 0,0032 0,00064 | 1,28E-4 256E-5 | 512E-6 | 1,024E- | Metoksi-
pg/mL Hg/mL pg/mL Hg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL 6 pg/mL klor
Metoksi-
klor
Metoksi-
B2, | E2, | E23 | E24 | E25 | E2¢ | E27; | E25 | E29 | E2190 | E211 o
r
1,00E-4 | 500E-5 | 250E-5 1,25E-5 | 6,25E-6 | 3,13E-6 | 156E-6 | 7,83E-7 | 3,92E-7 | 195E-7 | 9,78E-8 | Metoksi-
Hg/mL Hg/mL pg/mL Hg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL klor

Sledila je 24-urna inkubacija tretiranih celic v inkubatorju pri 37 °C in atmosferskih
pogojih. Zatem je bil postopek dodajanja lizirnega in luciferaznega reagenta enak kot pri

range finder testiranju. Na enak na¢in smo izmerili tudi luminiscenco.

3.7. VREDNOTENJE REZULTATOV

Dobljene rezultate MTS in LUMI-CELL® ER testiranja smo statistiéno ovrednotili in
grafi¢no predstavili z raCunalniSkim programom Microsoft Excel.

Pri MTS testiranju linearnosti smo izmerjenim vrednostim absorbance za posamezno
koncentracijsko obmocje dolocili povprecje in jim odsteli povprec¢je absorbance za slepo
vrednost (medij RPMI+ z 1 % DMSO brez celic). 1z dobljenih vrednosti smo naredili graf
in dolocili obmocje linearnosti ter Stevilo celic, primerno za nasajanje testnih plos¢ za
nadaljnje MTS testiranje bisfenolov.

Pri MTS testiranju citotoksi¢nosti bisfenolov smo absorbanco slepe vrednosti (medij
RPMI+ z 1 % DMSO brez celic) posneli kot ozadje. Izmerjenim vrednostim absorbance
tretiranih celic smo dolocili povpreéje, odsteli slepo vrednost in slednje primerjali glede na
negativno kontrolo (medij RPMI+ z 1 % DMSO + celice), katere vrednost smo nastavili na
100 %. Kon¢ni rezultat prezivetja celic, Ki je odraz citotoksi¢nosti spojine, Smo podali
relativno glede na kontrolo. Za grafi¢no predstavitev smo rezultate MTS testa prikazali v

obliki histograma, s pripadajo¢imi standardnimi odkloni.
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Pri LUMI-CELL® ER metodi smo izmerjene vrednosti luminiscence normalizirali (odsteli
ozadje oz. povprecje kontrole topila DMSO) in jih pomnozili s prilagoditvenim faktorjem
(izra¢unali smo ga tako, da smo najvi$jo povpre¢no RLU vrednost referen¢nega standarda
E2 uravnali na vrednost 10.000 RLU) ter dolocili povpre¢je normaliziranih in prilagojenih
vrednosti. Za graficno predstavitev smo rezultate prikazali v obliki koncentracijskih
krivulj, s pripadajo¢imi standardnimi odkloni. Za veljavne ponovitve comprehensive
testiranj smo z uporabo rac¢unalniskega programa GraphPad Prism 6.0. poskusali dolo¢iti

ECso vrednosti bisfenolov. Izracun je temeljil na Hill-ovi enacbi:
Y= min + [min —max/1+ 1O(|OgEC5O—X)HiII-0v naklon] 3/

Y= odziv (RLU); X= logaritem koncentracije; min= minimalni odziv; max= maksimalni
odziv; log ECsp= logaritem X, ko je odziv na sredini med min in max; Hill-ov naklon=
opisuje strmino naklona krivulje. Uporabljeni model je izracunal najboljse ujemanje za

min, max, Hill-ov naklon in ECsy vrednosti.

3.7.1. Kriteriji za vrednotenje rezultatov pri LUMI-CELL® ER metodi

Po 24-urni inkubaciji nasajenih celic s preiskovanimi spojinami ter pred merjenjem
luminiscence smo celice pregledali pod invertnim mikroskopom in vizualno podali
ocenitev celi¢ne viabilnosti. Pomagali smo si s preglednico VI. Dobljene rezultate LUMI-
CELL® ER metode smo nato vrednotili po predpisanih kriterijih za veljavnost
posameznega testa in za razvrstitev spojin med pozitivne 0z negativne na agonisti¢no

estrogeno aktivnost.

Preglednica VI: Preglednica z opisanimi znacilnostmi posameznega razreda za vizualno ocenitev celiéne
viabilnosti.

Ocena viabilnosti | Znacilnosti posameznega razreda
1 Normalna morfologija in gostota celic (cca. 80 % viabilnost)
2 Spremenjena morfologija in/ali zmanjSana gostota (80-60 % viabilnost)
3 Spremenjena morfologija in/ali zelo zmanj3ana gostota (60-40 % viabilnost)
4 Malo ali ni¢ vidnih celic (manj kot 40 % viabilnost)
P Vdolbine z vidnim precipitatom
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Kriteriji sprejemljivosti za veljavnost testa range finder:

sindukcija plos¢e: vrednost mora biti > 3. IzraCunamo jo z deljenjem najvi$je povprecne

RLU vrednosti referen¢nega standarda E2 z RLU povpre¢jem kontrole topila DMSO.
*DMSO kontrola: RLU vrednosti kontrole topila morajo biti znotraj obmocja 2,5x SD

vrednosti iz baze podatkov.

Kriteriji sprejemljivosti za veljavnost testa comprehensive:

srezultati referencnega standarda E2: koncentracijska krivulja referenénega standarda E2

mora biti sigmoidne oblike in imeti vsaj tri vrednosti znotraj linearnega obmocja
koncentracijske krivulje.

spozitivna kontrola: RLU vrednosti metoksiklora morajo biti nad linijo, ki oznacuje
povprec¢je DMSO + 3x SD DMSO.

o+ isti kriterji kot pri testu range finder.

Kriteriji za pozitivno klasifikacijo spojine za agonisti¢no estrogeno aktivnost:
skoncentracijska krivulja spojine mora vsebovati bazno linijo, ki ji sledi pozitiven naklon
in se zakljucuje s platojem ali vrhom. V nekaterih primerih krivulja zadostuje zgolj dvema
karakteristikama (bazna linija-naklon ali naklon-vrh).

Crta, ki oznaCuje pozitiven naklon mora vsebovati vsaj tri tocke (povpre¢je + SD).
Linearni del krivulje lahko vsebuje vrh ali prvo tocko platoja.

samplituda odziva (razlika med bazno linijo in vrhom ali platojem) mora biti vsaj 20 %
vrednosti referencnega estrogena E2 (t. j. vsaj 2000 RLU, ¢e je maksimalna vrednost
referencnega estrogena uravnana na 10.000 RLU).

«Ce je mozno, za vsako pozitivno spojino izracunamo ECsg.

Kriteriji za negativno klasifikacijo spojine za agonisti¢no estrogeno aktivnost:

*VSe Spojine oznaCimo negativne za agonisticno estrogeno aktivnost, ¢e ne zadostijo
kriterijem za pozitivno klasifikacijo in ¢e se hkrati vse vrednosti krivulje nahajajo pod
20 % maksimalne vrednosti referen¢nega estrogena E2 (t. j. 2000 RLU, ¢e je najvi§ja

vrednost referennega estrogena uravnana na 10.000 RLU).

Kriteriji za nezadostno Klasifikacijo spojine za agonisti¢no estrogeno aktivnost:
spodatke oznacimo kot nezadostne, e jih zaradi velikih kvalitativnih ali kvantitativnih

omejitev ne moremo opredeliti kot to velja za bodisi pozitivne ali negative spojine.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1. MTS TEST CITOTOKSICNOSTI

Za dolocitev citotoksi¢nosti bisfenolov smo uporabili metabolni test MTS. Rezultate
slednjega smo upostevali pri testiranju in interpretaciji rezultatov LUMI-CELL® ER
metode. Predhodno smo z MTS testiranjem linearnosti dolo¢ili tudi primerno koncentracijo

celic BG1Luc4E2 za uporabo pri nadaljnjem MTS testiranju bisfenolov.

4.1.1. MTS testiranje linearnega obmocja

Testiranje linearnega obmocja MTS testa smo izvedli pred MTS testiranjem bisfenolov A,
AF in S z namenom, da bi slednjega izvedli pod najbolj optimalnimi pogoji. Zaradi
razliCne stopnje metabolne aktivnosti med razli¢nimi vrstami celic (in s tem razli¢ne
sposobnosti redukcije barvila MTS) je potrebno preveriti, katera Steviléna koncentracija
celic daje ustrezen odziv in zagotavlja testiranje v obmod¢ju linearnosti, v katerem je
izmerjena absorbanca direktno proporcionalna koncentraciji oz. Stevilu Zivih celic.
Razli¢ni faktorji, ki vplivajo na metabolno aktivnost celic, lahko vplivajo na razmerje med
Stevilom celic in absorbanco. Npr. prevelika gostota nasajenih celic lahko vodi do nastanka
kontaktne inhibicije, kar lahko vpliva na spremenjeno metabolno aktivnost celic ter
nelinearno razmerje med njihovim Stevilom in absorbanco. Nasprotno pa premajhna
gostota nasajenih celic ne daje zadosti velikega signala, ki bi ga lahko razlikovali od

signala, ki ga daje ozadje (slepa vrednost).

Rezultate smo pridobili v skladu s postopkom v poglavju 3.4.1. Za testiranje smo izbrali 7
razli¢nih koncentracij celic 4. pasaze celicne linije BG1Luc4E2 in posneli absorbanco pri
valovni dolzini 490 nm, ki po priporoCilu proizvajalca (Promega) zagotavlja najvecjo
obcutljivost. Slepi vrednosti (Stevilo nasajenih celic 0) smo s spektrofotometrom izmerili
absorbanco s povpre¢no vrednostjo 0,1995 in vrednost slednje odsteli od povpre€nih
vrednosti absorbanc pri drugih koncentracijah. Izmerjene vrednosti sedmih razli¢nih
Stevilénih koncentracij celic smo grafi¢no predstavili s koncentracijsko krivuljo. Rezultati

testiranja linearnega obmocja MTS testa so prikazani na grafu 1.
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MTS testiranje linearnosti
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Graf 1: Prikaz koncentracijske krivulje MTS testiranja linearnega obmodja: absorbanca v odvisnosti od
Stevila celic/vdolbino. Nasajenim celicam 4. pasaze celi¢ne linije BG1Luc4E2 v gojitvenem mediju RPM I+ z
dodanim 1 % DMSO smo 1h po nasaditvi dodali 40pL reagenta MTS in nato 2h po dodatku izmerili

absorbanco pri 490 nm.

Iz grafa vidimo, da krivulja zavzema sigmoidno obliko z dolocenim korelacijskim
koeficientom R?= 0,855, ki pa nekoliko odstopa od zazelene vrednosti > 0,9. Kot primerno
koncentracijo celic za nasajanje smo izbrali vrednost iz zacetka linearnega obmodja:
10.000 celic/vdolbino. To vrednost smo izbrali z namenom, da signal, ki ga merimo v
kon¢nem delu testiranja, ne preseze meje linearnega obmocja.

Pri izvajanju testa smo morali biti pozorni, da smo pripravili homogene celi¢ne suspenzije
in da pri nanaSanju reagenta v vdolbine testne plos¢ice nismo vnesli mehurckov zraka. Ti
bi lahko wvplivali na merjenje absorbance in neustrezen rezultat. Pod invertnim
mikroskopom smo preverili tudi enakomernost nasaditve celic za posamezno
koncentracijsko obmocje. Neenakomernost nasajenih celic bi lahko wvplivala na lazno
poviSano 0z. znizano vrednost izmerjene absorbance za tisto vdolbino. V naSem testu
neenakomernosti nismo zasledili. UpoStevali smo tudi lastnost fotosenzibilnosti MTS
reagenta in testiranje opravljali pri minimalnem izpostavljanju svetlobi ter se na ta nacin

izognili rezultatom laZnega poviSanja absorbance pri merjenju ozadja.

36



4.1.2. MTS testiranje citotoksi¢nosti bisfenolov A, AFin S

Na podlagi predhodnega testa smo izbrali primerno Stevilo celic BG1Luc4E?2 za testiranje
citotoksi¢nosti - 10.000 celic/vdolbino. Bisfenole smo testirali v treh koncentracijah:
1 mg/mL, 0,1 mg/mL in 0,01 mg/mL. Izmerjene absorbance bisfenolov smo primerjali
glede na absorbanco kontrole (netretirane celice), katere vrednost je predstavljala 100-
odstotno prezivelost celic. Zeleli smo ugotoviti, katere izmed treh izbranih koncentracij
delujejo na celice citotoksi¢no in dobljene rezultate uporabiti pri LUMI-CELL® ER testni
metodi z namenom testiranja agonisticne estrogene aktivnosti bisfenolov  pri
necitotoksi¢nih koncentracijah (viabilnost nad 80 %). Rezultati MTS testiranja, ki smo jih

pridobili v skladu s postopkom v poglavju 3.4.2., so prikazani na grafu 2.

MTS test BPA, BPAF, BPS
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Graf 2: Histogram MTS testiranja citotoksi¢nosti BPA, BPAF in BPS na celi¢ni liniji BG1Luc4E2 (5.
pasaza) po 24-urni izpostavljenosti trem razli¢nim koncentracijam bisfenolov. Vrednosti prikazujejo delez
absorbance, ki je sorazmerna deleZu preZivelih, metabolno aktivnih celic. Prikazane vrednosti v histogramu
so normalizirane glede na kontrolo (celice inkubirane v gojitvenem mediju RPMI+ z 1 % DMSO) in podane

v odstotkih + SD. Rdeca ¢rta prikazuje spodnjo mejo (80 %) ustrezne metaboli¢ne aktivnosti.

Na grafu 2 vidimo, da je po 24-urni stimulaciji celic z izbranimi bisfenoli koncentracija
1 mg/mL citotoksi¢na pri vseh bisfenolih, najbolj pa pri BPAF. Omenjene vrednosti so

hkrati pod mejo 80 % ustrezne metaboliéne aktivnosti. Naslednja, 10-krat manjSa
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proucevana koncentracija (0,1 mg/mL), pa je pri BPA in BPAF dejansko Se bolj
citotoksi¢na. Pri 10-krat manjSi koncentraciji bi sicer pricakovali ve¢ji delez prezivelih
celic 0z. manjSo citotoksi¢nost. Za razliko od BPA in BPAF pa je absorbanca BPS pri
koncentraciji 0,1 mg/mL dosegla vrednost 98 %, s ¢imer lahko zaklju¢imo, da bi bila ta
koncentracija primerna za vklju¢itev v nadaljnje testiranje z LUMI-CELL® ER metodo kot
maksimalna testirana koncentracija BPS, ki ni citotoksi¢na. BPS je tako tudi edini bisfenol
izmed testiranih, ki je necitotoksiCen pri dveh koncentracijah. NajmanjSa testirana
koncentracija 0,01 mg/mL pa se je pri vseh bisfenolih izkazala za necitotoksi¢no, saj je
BPA dosegel 100,6 %, BPAF 97,3 % in BPS 110 % vrednosti absorbance glede na
kontrolo. Obenem je pri BPA in BPS prezivelost pri tej koncentraciji ve¢ja od kontrole. 1z
dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da je maksimalna necitotoksi¢na koncentracija za
BPA in BPAF 0,01 mg/mL in bi jo bilo smiselno uporabiti v nadaljnjih testiranjih z LUMI-
CELL®ER testno metodo.

Ce primerjamo prouéevane bisfenole med seboj, lahko zaklju¢imo, da je najbolj
citotoksicen BPAF, sledi mu BPA in BPS. Na dobljene rezultate bi sicer lahko vplivala
tudi neenakomerna nasaditev celic v testnih vdolbinah. V primeru, da bi bila nasaditev
manjSa od zastavljene, bi namre¢ lahko dobili lazno pozitiven dokaz za citotoksicnost, saj
bi bilo na voljo manj celic, ki bi s svojimi encimi pretvorile MTS reagent v obarvan

formazan. V naSem primeru, po pregledu testnih vdolbin, neenakomernosti nismo zasledili.

Dobljeni rezultati MTS testa so skladni z vizualno oceno citotoksi¢nosti preiskovanih
Spojin, ki smo jo s pregledom celic pod invertnim mikroskopom dolo¢ili pred dodatkom
MTS reagenta in merjenjem absorbance. ZmanjSajo Stevilo celic smo opazili pri
koncentracijah bisfenolov: BPA (0,1 in 1 mg/mL), BPAF (0,01, 0,1 in 1 mg/mL) ter BPS
pri 1 mg/mL. Zmanjsano Stevilo celic je nakazovalo na citotoksi¢no delovanje spojine pri
opazovani koncentraciji. Rezultati na histogramu so nato potrdili naSa vizualna opazanja.
Glede na to, da se odstotek prezivelosti celic med citotoksi¢no in necitotoksi¢no
koncentracijo precej razlikuje, bi bilo smiselno testirati Se vmesne koncentracije. Npr.
vmesne koncentracije med 0,01 in 0,1 mg/mL za BPA in BPAF ter vmesne koncentracije
med 0,1 in 1 mg/mL za BPS. Na ta nacin bi lahko postopoma spremljali porast
citotoksi¢nosti in natancneje dolocili, katera je tista koncentracija, ki povzroca

citotoksi¢nost (odziv, ki se nahaja pod mejo 80 % viabilnosti).
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4.2. LUMI-CELL®ER TESTNA METODA

LUMI-CELL® ER (BG1LucER TA) metodo smo uporabili za doloCevanje agonisti¢ne
estrogene aktivnosti bisfenolov A, AF in S. Testna metoda je bila validirana s strani
ameriskih organizacij NICEATM in ICCVAM v sodelovanju z mednarodnimi centri za
validacijo iz Evrope in Japonske. LUMI-CELL® ER je hkrati edina validirana OECD in
vitro testna metoda za dolocanje estrogene aktivnosti spojin.

4.2.1. Range finder test

Range finder test oz. test iskanja obmocja koncentracij je prva stopnja testiranja v okviru
izbrane metode. Z njim smo dolo¢ili zacetno koncentracijo posameznega bisfenola in
razmerje red¢enja za nadaljnje testiranje v comprehensive testu. Na podlagi dobljenih
rezultatov smo lahko izbirali med razmerjem redcenja 1:2 ali 1:5, odvisno od tega kolik§no
logaritemsko obmocje smo Zeleli zajeti, da bi najustrezneje prikazali agonisti¢no estrogeno
aktivnost. Rezultati testa, ki smo jih pridobili v skladu s postopkom v poglavju 3.6., so
prikazani na grafu 3. Rezultati vizualne ocene citotoksi¢nosti so prikazani v preglednici
VII.

Range finder test je ustrezal predpisanim kriterijem sprejemljivosti, zato smo ga izvedli
samo enkrat. Indukcija plosce, ki jo izra¢unamo tako, da najvisjo povprecno RLU vrednost
referencnega standarda E2 delimo s povpre¢jem RLU vrednosti kontrole topila DMSO, je
znaSala 3,0776 (kriterij>3). Ta sicer zado$¢a predpisanim Kriterijem 0 veljavnosti testa,
vendar bi si kljub temu Zeleli doseéi vecjo indukcijo. Obenem je test ustrezal Se zahtevi za
DMSO kontrolo, katere RLU vrednosti morajo biti znotraj obmoc¢ja 2,5x SD iz baze
podatkov.

Preglednica VII: C;= 1000 ug/mL; C,=100 pg/mL; C3=10 pg/mL; C4= 1 ug/mL;
Cs=0,1 ug/mL; (Ce¢=0,01 pg/mL; C,=0,001 pg/mL).

Vizualna ocena citotoksi¢nosti
BPA BPAF BPS
C;-2 Ci-2 C;-4
C,-4 C,-2
Cs-2
Cy4-2

39



Range finder test BPA, BPAF, BPS
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Graf 3: Prikaz normaliziranih in prilagojenih vrednosti luminiscence (RLU) v odvisnosti od koncentracije

(ug/mL). Na celi¢ni liniji BG1Luc4E2 (7. pasaza) smo preiskovane spojine BPA, BPAF in BPS testirali v
7-ih razliénih koncentracijah z razmerjem redéenja 1:10 in najvijo testirano koncentracijo 1000 pg/mL.
Referencni standard E2 (rdeca krivulja) smo testirali v 4-ih razli¢nih koncentracijah, kontrolo topila DMSO
pa v 1 % (v/v) koncentraciji v gojitvenem mediju DMEM+. Modra ravna &rta predstavlja povpredje kontrole
topila DMSO + 3x SD in oznacuje mejo med pozitivnim in negativnim odzivom za agonisti¢no estrogeno

aktivnost (pozitiven odziv nad, negativen pod modro crto).

Vse bisfenole smo testirali pri maksimalni koncentraciji C1=1000 pg/mL in jih red¢ili v
razmerju 1:10 do kon&ne koncentracije C;=1x10°% pg/mL. Ce upostevamo rezultate
predhodnega testa MTS, vidimo, da so vse koncentracije BPA in BPAF > 10 pg/mL in vse
koncentracije BPS > 100 pug/mL citotoksi¢ne. Na grafu 3 vidimo, da so RLU vrednosti
bisfenolov A, AF in S pri koncentracijah C;=1000 pg/mL in C,=100 pg/mL mocno
znizane in se nahajajo pod modro ¢rto, ki oznacuje mejo med pozitivnim in negativnim
odzivom za agonisti¢no estrogeno aktivnost (BPAF je hkrati tudi pri C3=10 pg/mL moc¢no
znizan v primerjavi z ostalima dvema). Range finder test nam torej podobno kot MTS test
potrjuje, da so koncentracije nad 10 pg/mL citotoksi¢ne in se zato celice niti ne morejo
odzvati na estrogeno aktivnost, saj so pri tej koncentraciji podvrzene apoptozi 0z. nekrozi.
Izjema je le BPS, ki na podlagi rezultatov MTS testa pri koncentraciji 100 pg/mL namreé

ne bi smel izkazovati (tolikSne) citotoksi¢nosti na celice.
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Tudi vizualna ocena celic (preglednica VII) neposredno pred merjenjem luminiscence je
skladna z dobljenimi rezultati na grafu 3, saj nakazuje na citotoksi¢no delovanje bisfenolov
pri koncentracijah C4 in Cy; edino pri BPS pri C; citotoksi¢nosti nismo opazili. Vendar, ¢e
primerjamo RLU vrednosti bisfenolov pri koncentraciji C», lahko vidimo, da je vrednost

BPS manj zniZzana kot so pri tej koncentraciji vrednosti za BPA in BPAF.

Rezultati prikazujejo, da so preiskovane spojine pri oceni agonisti¢ne estrogene aktivnosti
po vec€ini pozitivne. Na grafu namre¢ vidimo toc¢ke koncentracijskih krivulj preiskovanih
spojin, ki so ve¢je od povpre¢ja RLU vrednosti kontrole topila DMSO + 3xSD (se nahajajo
nad modro Crto na grafu). Na podlagi predhodne ugotovitve smo za vse bisfenole izbrali
razmerje red¢enja 1:5, ki smo ga nato uporabili v comprehensive testiranju. To razmerje
nam je omogocilo ve¢ji koncentracijski razpon testiranja, kot bi nam ga razmerje 1:2. Za
vse bisfenole smo za za¢etno koncentracijo testiranja izbrali 10 pg/mL (t. j. koncentracija,
ki je 10-krat viSja od tiste, ki v range finder testu daje najvisjo RLU vrednost). Za BPAF bi
sicer za zaCetno koncentracijo morali izbrati 1 pg/mL, saj na grafu 3 vidimo, da je najvisja
RLU vrednost BPAF 10-krat manjSa od najviSje RLU vrednosti za BPA in BPS. Kljub
temu smo za BPAF izbrali koncentracijo 10 pg/mL, saj comprehensive test omogoca
dovolj veliko koncentracijsko obmocje testiranja spojin. Hkrati je ta koncentracija, glede

na rezultate MTS testa, necitotoksi¢na pri vseh bisfenolih.

4.2.2. Comprehensive test

Comprehensive test 0z. celostni test je druga stopnja testiranja v okviru LUMI-CELL® ER
metode in je namenjen dolocitvi agonisticne estrogene aktivnosti preiskovanih spojin. Pri
slednjem smo na testni ploscici lahko hkrati testirali dve spojini. Bisfenol A in AF smo
testirali skupaj, na istih pasazah celi¢ne linijje BG1Luc4E2, in naredili tri ponovitve
testiranja. Bisfenol S pa smo testirali lo¢eno, na drugih pasazah celic, in naredili dve
ponovitvi testiranja. Spojine smo testirali v 11-ih razli¢nih koncentracijah z izbranim
razmerjem redcenja 1:5 in zacCetno koncentracijo 10 ug/mL. Izjemoma smo pri 3. ponovitvi
za BPA in BPAF (graf 6) ter pri 2. ponovitvi za BPS (graf 8) testiranje zaceli z zacetno
koncentracijo 100 pg/mL. Rezultate comprehensive testa smo pridobili v skladu s
postopkom v poglavju 3.6. Pri veljavnih testih smo za bisfenole, pozitivne za agonisti¢no

estrogeno aktivnost, s programom GraphPad Prism dolo¢ili tudi ECso vrednosti.
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A.) Comprehensive test za bisfenol A in bisfenol AF, 1. ponovitev testa

Rezultati vizualne ocene citotoksi¢nosti niso pokazali spremenjene celi¢ne morfologije oz.
zmanjSanje viabilnosti (stopnja 1). Rezultati 1. ponovitve comprehensive testa za BPA in
BPAF so prikazani na grafu 4.

Rezultati na grafu 4 ustrezajo kriterijem sprejemljivosti, test je veljaven. Indukcija plosce
je znasala 7,149 (kriterij > 3). Povpre¢na RLU vrednost kontrole topila DMSO je znotraj
obmoc¢ja vrednosti 2,5x SD iz baze podatkov. Pozitivna kontrola metoksiklor zadostuje
kriteriju, saj se na grafu nahaja nad modro ¢rto, ki predstavlja RLU povprec¢je DMSO +
3xSD in s tem dokazuje, da je test dovolj obcutljiv tudi za Sibke agoniste. Krivulja
referencnega standarda E2, razen pri zadnjih dveh koncentracijah (Cio in Cyy), naceloma
zadostuje kriteriju za sigmoidno obliko. C1p in C11 bi namre¢ morali imeti nekoliko manjsi
odziv za dosego optimalnejSe oblike sigmoidne krivulje. Koncentracije na krivulji, ki bi

lahko spadale v linearno obmocje, so npr.: C4—Ce.

Za opredelitev spojine, pozitivne za agonisticno estrogeno aktivnost, mora biti njena
amplituda odziva (t. j. razlika med bazno linijo in vrhom) vsaj 20 % maksimalne RLU
vrednosti referenénega estrogena. Ce zanemarimo variiranje tock na bazni liniji obeh
bisfenolov, potem amplitudi odziva pri obeh presegata vrednost 2000 RLU in s tem
ustrezata kriteriju. Rezultati BPA bi dajali ustreznejSo koncentracijsko krivuljo, ¢e bi bil
odziv pri koncentraciji C; nekoliko niZji in bi predstavlijal del platoja skupaj s
koncentracijo C, Krivulja ima sicer pozitiven naklon z vsaj tremi toCkami v linearnem
obmocju, npr. C3—Cs. Krivulja naceloma ustreza kriteriju za pozitivno agonisticno
aktivnost. Rezultati BPAF bi prav tako dajali ustreznejSo koncentracijsko krivuljo, ¢e bi
tocke na bazni liniji manj variirale. V nadaljevanju krivulja sicer lepo strmo nara$ca s
pozitivnim naklonom in se zakljuCuje z vrhom pri koncentraciji C2=2 pg/mL. V linearno
obmocje krivulje spadajo tocke, npr. C3—Cs. Krivulja naceloma ustreza Kkriteriju za
pozitivno agonisti¢no aktivnost. Ker je bil test veljaven in sta oba bisfenola hkrati
zadoScala kriterijem za pozitivno agonisti¢no estrogeno aktivnost, smo za njiju izracunali

ECs vrednosti: BPA=1,141x10" mol/L in BPAF=9,021x107 mol/L.
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Comprehensive test 1., BPA in BPAF
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Graf 4: 1. ponovitev testa. Graf prikazuje normalizirane in prilagojene vrednosti luminiscence (RLU) v
odvisnosti od koncentracije (ug/mL). Na celi¢ni liniji BG1Luc4E2 (8. pasaza) smo BPA in BPAF (zelena in
modra krivulja) testirali v 11-ih razliénih koncentracijah z razmerjem red¢enja 1:5 in zacetno koncentracijo
10 pg/mL. Referenéni standard E2 (rdeca krivulja) smo testirali v 11-ih razliénih koncentracijah z razmerjem
red&enja 1:2, pozitivno kontrolo metoksiklor (zelen kvadrat) v koncentraciji 3,13 pg/mL, kontrolo topila
DMSO pa v 1 % (v/v) koncentraciji v gojitvenem mediju DMEM+. Modra ravna ¢rta predstavlja povpredje
kontrole topila DMSO + 3x SD in oznaduje mejo med pozitivnim in negativnim odzivom za agonisti¢no

estrogeno aktivnost (pozitiven odziv nad, negativen pod modro ¢rto).

Koncentraciji BPAF, ki se nahajata pod mejo 2000 RLU sta: Co= 2,56 x10™ pg/mL in
najmanjsa C11=1,02 x10° pug/mL. Pri BPA so te koncentracije: C7=6,4 x 10 pg/mL,
C10=5,12 x10° pg/mL in najmanj$a C1;=1,02 x10° pg/mL. Obenem se BPA pri
koncentraciji C11 nahaja pod modro ¢rto, ki oznacuje mejo med pozitivnim in negativnim
odzivom za agonisti¢no estrogeno aktivnost. BPAF pa se pri vseh koncentracijah nahaja
nad modro ¢rto. Bisfenola s tem ne ustrezata kriteriju za negativno agonisti¢no estrogeno
klasifikacijo spojin, saj se vse RLU vrednosti ne nahajajo pod 2000 RLU, ki oznacuje

20 % maksimalne RLU vrednosti referen¢nega estrogena.
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B.) Comprehensive test za bisfenol A in bisfenol AF, 2. ponovitev testa

Rezultati vizualne ocene citotoksi¢nosti niso pokazali spremenjene celi¢ne morfologije oz.
zmanjSanje viabilnosti (stopnja 1). Rezultati 2. ponovitve comprehensive testa za BPA in
BPAF so prikazani na grafu 5. Rezultati ne ustrezajo vsem Kriterijem sprejemljivosti, test
je neveljaven. Indukcija plosée je znaSala 5,264, kar sicer ustreza kriteriju > 3. Prav tako je
test ustrezal kriterijema za kontrolo topila DMSO in pozitivho kontrolo metoksiklor.
Krivulja referenénega standarda E2, ki pa naj bi imela sigmoidno obliko in vsaj tri
vrednosti znotraj linearnega obmocja koncentracijske krivulje, pa temu kriteriju nikakor ne

zadostuje. Zaradi neveljavnosti testa nismo doloc¢evali ECsg vrednosti bisfenolov.

Comprehensive test 2., BPA in BPAF
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Graf 5: 2. ponovitev testa. Graf prikazuje normalizirane in prilagojene vrednosti luminiscence (RLU) v
odvisnosti od koncentracije (Lg/mL). Na celi¢ni liniji BG1Luc4E2 (11. pasaza) smo BPA in BPAF (zelena in
modra krivulja) testirali v 11-ih razli¢nih koncentracijah z razmerjem red¢enja 1:5 in najvi§jo testirano
koncentracijo 10 pg/mL. Referenéni standard E2 (rdeCa krivulja) smo testirali v 11-ih razli¢nih
koncentracijah z razmerjem red¢enja 1:2, metoksiklor (pozitivna kontrola) v koncentraciji 3,13 pg/mL,
kontrolo topila DMSO pa v 1 % (v/v) koncentraciji v gojitvenem mediju DMEM+. Modra ravna ¢rta
predstavlja povpreéje kontrole topila DMSO + 3x SD in oznauje mejo med pozitivnim in negativnim

odzivom za agonisti¢no estrogeno aktivnost (pozitiven odziv nad, negativen pod modro ¢rto).
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C.) Comprehensive test za bisfenol A in bisfenol AF, 3. ponovitev testa

Izjemoma smo 3. ponovitev testiranja zaceli s koncentracijo C1=100 pg/mL, kateri so se
vse naslednje koncentracije ustrezno prilagodile. Rezultati 3. ponovitve testa za BPA in

BPAF so prikazani na grafu 6. Preglednica VIII ponazarja vizualno oceno citotoksi¢nosti.

Preglednica VII1: C,= 1x10? pg/mL; C,= 2x10" pg/mL

Vizualna ocena citotoksi¢nosti

BPA BPAF
Ci-(4) Ci-Bd
C2-(2) C2-(3)

Rezultati na grafu 6 ustrezajo kriterijem sprejemljivosti, test je veljaven. Indukcija plosce
je znaSala 8,356 (kriterij > 3). Povpre¢na RLU vrednost kontrole topila DMSO je znotraj
obmocja vrednosti 2,5x SD iz baze podatkov. Pozitivna kontrola metoksiklor se na grafu
nahaja nad modro ¢rto. Krivulja referen¢nega standarda E2 ustreza sigmoidni obliki.

Koncentracije na krivulji E2, ki bi lahko spadale v linearno obmo¢je, so npr.: Cs—C7.

Za opredelitev spojine, pozitivne za agonisticno estrogeno aktivnost, mora biti njena
amplituda odziva vsaj 20% maksimalne RLU vrednosti referen¢nega estrogena. Amplitudi
odziva za BPA in BPAF lahko ocenimo veéji od 2000 RLU, s ¢imer ustrezata kriteriju.
Obenem tocke na baznih linijah v tem primeru ne variirajo toliko kot pri 1. ponovitvi.
Rezultati BPA bi dajali ustreznejSo koncentracijsko krivuljo, ¢e ne upostevamo prve
koncentracije C1;=100 pg/mL, ki pa smo jo izjemoma vkljuCili v testiranje, saj je
citotoksi¢na. Krivulja ima pozitiven naklon s tremi tockami v linearnem obmo¢ju, npr. Cs—
C7. Rezultati BPAF prav tako ne dajejo znacilne sigmoidne koncentracijske krivulje.
Krivulja se ne zaklju¢i s platojem ali vrhom. UpoStevati pa moramo dejstvo, da smo
testiranje zacCeli s koncentracijo C1=100 pg/mL, pri kateri je BPAF (isto BPA) glede na
MTS test citotoksi¢en. Tudi naslednja koncentracija C,=20 ng/mL je citotoksi¢na, Sele pri
koncentraciji C3=4 pg/mL testiranje poteka pri necitotoksi¢ni koncentraciji (glede na
MTS). Ce upostevamo to dejstvo, potem je tudi krivulja za BPAF podobna sigmoidni
obliki. Ker je bil test veljaven in sta hkrati bisfenola zados¢ala kriterijem za pozitivno
agonisti¢no estrogeno aktivnost, smo izracunali ECsy vrednosti: BPA=3,037x10" mol/L in
BPAF=5,690x10"° mol/L.
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Comprehensive test 3., BPA in BPAF
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Graf 6: 3. ponovitev testa: Graf prikazuje normalizirane in prilagojene vrednosti luminiscence (RLU) v
odvisnosti od koncentracije (Lg/mL). Na celi¢ni liniji BG1Luc4E2 (18. pasaza) smo BPA in BPAF (zelena in
modra krivulja) testirali v 11-ih razliénih koncentracijah z razmerjem redCenja 1:5 in zacetno koncentracijo
100 pg/mL. Referenéni standard E2 (rde¢a krivulja) smo testirali v 11-ih razli¢nih koncentracijah z
razmerjem redéenja 1:2, metoksiklor (pozitivna kontrola) v koncentraciji 3,13 pg/mL, kontrolo topila DMSO
pa v 1 % (v/V) koncentraciji v gojitvenem mediju DMEM-+. Modra ravna érta predstavlja povpreéje kontrole
topila DMSO + 3x SD in ozna¢uje mejo med pozitivnim in negativnim odzivom za agonisti¢no estrogeno

aktivnost (pozitiven odziv nad, negativen pod modro &rto).

Koncentracije BPA, ki se nahajajo pod 2000 RLU so: C;= 100 pg/mL, Ce= 3,2x107
Hg/mL C7=6,4x10"° pg/mL, Cg=1,28x10"% pg/mL, Co=2,56x10* pg/mL, C10=5,12x10"
ug/mL in C11=1,02x10 pg/mL. Pri BPAF so to: C1= 100 pg/mL, C2=20 pg/mL in enako
kot pri BPA C;—Cy; . Krivulji BPA in BPAF se v vecini nahajata nad modro ¢rto, kar
oznaCuje pozitivno agonisti¢no estrogeno aktivnost, razen pri citotoksi¢ni koncentraciji
C1=100 pg/mL. Bisfenola s tem ne ustrezata kriteriju za negativno agonisti¢no estrogeno
klasifikacijo spojin saj se vse RLU vrednosti ne nahajajo pod 2000 RLU, ki oznacuje 20 %

maksimalne RLU vrednosti referenénega estrogena.
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D.) Comprehensive test za bisfenol S, 1. ponovitev testa

Rezultati vizualne ocene citotoksi¢nosti BPS pri koncentraciji C1=10 ug/mL so pokazali
zmanjSano Stevilo celic, kar smo ocenili s stopnjo 2. Pri referenénem standardu E2 smo pri
koncentraciji C1=1x10* pg/mL tudi opazili zmanjsano stevilo celic in ocenili s stopnjo 2.
Rezultati 1. ponovitve comprehensive testa za BPS so prikazani na grafu 7. Rezultati ne
ustrezajo vsem Kriterijem sprejemljivosti za comprehensive test, test je neveljaven.
Indukcija plosée je znasala 4,225, kar sicer ustreza kriteriju > 3. Prav tako je test ustrezal
kriterijema za kontrolo topila DMSO in pozitivno kontrolo metoksiklor. Krivulja
referenénega standarda E2, ki naj bi imela sigmoidno obliko in vsaj tri vrednosti znotraj

linearnega obmocja koncentracijske krivulje, pa temu kriteriju nikakor ne zadostuje.

Comprehensive test 1., BPS
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Graf 7: 1. ponovitev testa. Graf prikazuje normalizirane in prilagojene vrednosti luminiscence (RLU) v
odvisnosti od koncentracije (ug/mL). Na celiéni liniji BG1Luc4E2 (20. pasaza) smo BPS (zelena krivulja)
testirali v 11-ih razliénih koncentracijah z razmerjem redéenja 1:5 in zaéetno koncentracijo 10 pg/mL.
Referencni standard E2 (rdeca krivulja) smo testirali v 11-ih razliénih koncentracijah z razmerjem red¢enja
1:2, metoksiklor (pozitivna kontrola) v koncentraciji 3,13 pg/mL, kontrolo topila DMSO pa v 1 % (v/v)
koncentraciji v gojitvenem mediju DMEM+. Modra ravna ¢rta predstavlja povpreéje kontrole topila DMSO

+ 3x SD in oznacuje mejo med pozitivnim in negativnim odzivom za agonisti¢no estrogeno aktivnost.
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E.) Comprehensive test za bisfenol S, 2. ponovitev testa

Pred merjenjem luminiscence smo vizualno ocenili citotoksi¢nost BPS. Pri prvi
koncentraciji C1=100 pg/mL smo opazili zmanjSano Stevilo celic in citotoksi¢nost ocenili s
stopnjo 3. Pri koncentracijah C2=20 pg/mL in C3=4 pug/mL smo citotoksi¢nost oznadili s
stopnjo 2. Izjemoma smo 2. ponovitev testiranja zaceli s koncentracijo C;=100 pg/mL,
kateri so se vse naslednje koncentracije ustrezno prilagodile. Rezultati 2. ponovitve

comprehensive testa za BPS so prikazani na grafu 8.

Rezultati na grafu 8 ustrezajo kriterijem sprejemljivosti za comprehensive test, test je
veljaven. Indukcija plosc¢e je znaSala 3,875, (kriterij > 3). Prav tako je povpre¢na RLU
vrednost kontrole topila DMSO znotraj obmoc¢ja vrednosti 2,5x SD iz baze podatkov.
Pozitivna kontrola metoksiklor se na grafu nahaja malo nad modro ¢rto in zadostuje
kriteriju. Krivulja za referencni standard E2 je kriteriju o sigmoidni obliki v grobem
ustrezala, kljub temu da so tocke na bazni linije variirale, koncentracija C, pa bi morala
imeti nekoliko ve¢ji odziv za dosego optimalnejSe sigmoidne oblike krivulje.

Koncentracije na krivulji E2, ki bi lahko spadale v linearno obmocje, so npr.: C4—Cy.

Bisfenol S smo izjemoma testirali pri 10-krat visjih koncentracijah (C;= 100 pg/mL), saj
smo glede na rezultate 1. ponovitve Zeleli preveriti odziv pri 10-krat vec¢ji koncentraciji. Za
opredelitev spojine, pozitivne za agonisticno estrogeno aktivnost, mora biti njena
amplituda odziva vsaj 20% maksimalne RLU vrednosti referen¢nega estrogena. Amplituda
odziva za BPS je vecja od 2000, ¢e ne upostevamo koncentracije C1, Ki se je izkazala za
citotoksi¢no. Krivulja BPS ne daje ustrezne sigmoidne oblike. Zac¢etna koncentracija C1=
100 pg/mL je glede na C,= 20 pg/mL mocno znizana, zato lahko zaklju¢imo, da je
citotoksi¢na in je ne upostevamo (glede na MTS test bi BPS pri konc. 100 ug/mL moral
biti necitotoksi¢en). Krivulja ima sicer pozitiven naklon s koncentracijami C4—Cs V
linearnem obmocju in se zakljuCuje s platojem, ¢e ne upostevamo zacetne koncentracije
C1. Ker je bil test veljaven in je BPS hkrati zadoScal kriterijem za pozitivno agonisti¢no

estrogeno aktivnost, smo zanj izra¢unali ECsp vrednost 9,706X10'7 mol/L.

Vrednosti BPS, ki se nahajajo pod 2000 RLU so pri koncentracijah Cs—C1o. Vrednosti
BPS, ki se nahajajo pod modro ¢érto na grafu, ki oznaCuje mejo med pozitivnim in

negativnim estrogenskim odzivom pa so pri koncentracijah C¢—Co. BPS s tem ne ustreza
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kriteriju za negativno klasifikacijo spojin za agonisti¢no estrogeno aktivnost, saj se vse
RLU vrednosti ne nahajajo pod 2000 RLU, ki oznacuje 20 % maksimalne RLU vrednosti

referencnega estrogena.

Comprehensive test 2., BPS
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Graf 8: 2. ponovitev testa. Graf prikazuje normalizirane in prilagojene vrednosti luminiscence (RLU) v
odvisnosti od koncentracije (ng/mL). Na celi¢ni liniji BG1Luc4E2 (21. pasaza) smo BPS (zelena krivulja)
testirali v 11-ih razli¢nih koncentracijah z razmerjem redCenja 1:5 in zacetno koncentracijo 100 pg/mL.
Referencni standard E2 (rdeca krivulja) smo testirali v 11-ih razli¢nih koncentracijah z razmerjem redcenja
1:2, metoksiklor (pozitivna kontrola) v koncentraciji 3,13 pg/mL, kontrolo topila DMSO pa v 1 % (v/v)
koncentraciji v gojitvenem mediju DMEM+. Modra ravna ¢rta predstavlja povpreéje kontrole topila DMSO
+ 3x SD in oznaduje mejo med pozitivnim in negativnim odzivom za agonisti¢no estrogeno aktivnost

(pozitiven odziv nad, negativen pod modro ¢rto).

Rezultati veljavnih comprehensive testiranj (1. in 3. ponovitev za BPA in BPAF ter 2.
ponovitev za BPS) ne ustrezajo povsem pozitivni klasifikaciji za agonisticno estrogeno
aktivnost, saj koncentracijske krivulje ne dosegajo optimalne sigmoidne oblike. Kljub temu
Smo za ta testiranja z uporabo rac¢unalniskega programa GraphPad Prism, ki je prilagodil
eksperimentalne podatke dobljenih krivulj (curve fitting), izracunali ECsy vrednosti
bisfenolov. Z upoStevanjem slednjih smo bisfenole razvrstili glede na najveéjo jakost

estrogenega delovanja. Ce izratunamo povpredje, je ECsy vrednost za BPA zna3ala
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2,089 x 10" M, za BPAF 7,356 x 10 M ter za BPS 9,706 x 10" M. Po definiciji je ECso
vrednost koncentracija agonista, ki izzove ucinek, enak 50 % maksimalnega ucinka in je
hkrati merilo, ki doloca jakost agonista. Pri tem manjSa ECsp vrednost nakazuje na vecjo
jakost agonista pri primerljivih maksimalnih odzivih (Emax). V naSem testu ECso vrednost
doloca jakost agonisti¢ne estrogene aktivnosti bisfenolov na estrogenskih receptorjih ER-a
in ER-B celi¢ne linije BG1Luc4E2. Glede na to, da BGI1 celi¢na linija endogeno izraza
pretezno ER-a receptorje (90 %), bi lahko natancneje govorili o agonisticni estrogeni
aktivnosti na ER-a receptorjih. Pri primerjavi ECs vrednosti vidimo, da je ta najmanjSa pri
BPAF, sledi ji BPA, najvec¢ja ECsp vrednost pa je izraCunana pri BPS. Iz tega lahko
sklepamo, da BPAF izkazuje najmocCnejSo, BPS pa najSibkejSo agonisti¢no estrogeno
aktivnost. Ce primerjamo rezultate nadega eksperimentalnega dela z objavljenimi
ugotovitvami nekaterih raziskovalnih skupin, lahko opazimo skladnost z njihovimi
zakljucki.

Podatki iz literature raziskovalne skupine Kitamura et al., kjer so z luciferaznim
reporterskim testom na celi¢ni liniji MCF-7 (CloveSke rakave celice dojke) preucevali
agonistiéno estrogeno aktivnost BPA in analogov, navajajo enako ECsy zaporedje
bisfenolov. BPAF je v njihovem primeru dosegel ECso vrednost 0,05 uM, BPA 0,63 uM in
BPS 1,1 uM. Ugotovili so tudi, da se estrogena aktivnost zmanjSa pri tistih BPA analogih,
pri katerih je vmesni metilenski most BPA substituiran s hidrofilno skupino (kot npr. pri
BPS), in da se ta poveca pri tistih s hidrofobno skupino (kot npr. pri BPAF). S slednjo naj
bi vezavni zep estrogenskega receptorja tudi ugodneje interagiral. Obenem sta za estrogeno
delovanje BPA analogov nujno potrebni prosti 4-OH skupini na A in B fenilnem obro¢u. V
sploSnem se za ligande na estrogenskih receptorjih zahteva prosta OH skupina na arilnem
obroc¢u s hidrofobno skupino, pritrjeno na para mestu glede na OH (62).

V studiji Matshushima et al. so doloc¢ali afiniteto vezave BPA in BPAF na ER-a in -f.
Ugotovili so 20-krat vecjo afiniteto vezave BPAF na ER-a in 50-krat ve¢jo afiniteto na
ER-B v primerjavi z BPA. Obenem so z luciferaznim reporterskim testom na HeLa celi¢ni
liniji ugotovili, da BPAF deluje na ER-a kot mocan agonist, na ER-f pa kot antagonist.
ECso vrednost za BPAF na ER-a je znaSala 58,7 nM, medtem ko za BPA 317 nM (59).

V Studiji Molina-Molina et al. so na celi¢ni liniji MELN (pridobljeni iz celi¢ne linije MCF-
7), ki izraza ER-a receptorje ter je stabilno transficirana z luciferaznim reporterskim
genom, preucevali transkripcijsko aktivnost BPA in BPS. Oba bisfenola sta inducirala

luciferazno aktivnost, vendar je BPA izkazal ve¢jo ucinkovitost in jakost estrogenega
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delovanja kot BPS. Selektivnost na a oz. B receptorjih so ugotavljali tudi s pomocjo
reporterskih celi¢nih linij HELN-ER-a in HELN-ER-fB. Pri tem je BPS izkazoval vecje
estrogeno delovanje na ER-B celi¢ni liniji 0z. na B estrogenskem receptorju (81). Do
podobnih zakljuckov pa so prisli tudi v Studiji Grignard et al. Z uporabo OECD testne
smernice TG 455, prav tako na celi¢ni liniji BG1Luc4E2, so prisli do ugotovitev, da je
BPA (3,95 x 10”7 M) mo¢nejsi agonist od BPS (4,93 x 10 M) na estrogenskih receptorijih,
natan¢neje za faktor 10. Hkrati so za oba bisfenola dolo¢ili priblizno 100.000-krat manjso
jakost estrogenega delovanja v primerjavi z 17-f estradiolom (82).

Testiranje z LUMI-CELL® ER metodo bi morali vsekakor ponoviti, da bi lahko dobili
ustreznejSe rezultate (vecja indukcija plosce in optimalnejSe sigmoidne krivulje) za
zanesljivo uvrstitev preiskovanih spojin med pozitivne za agonisti¢no estrogeno aktivnost
na estrogenskih receptorjih (ER-a in -f). Verjetno bi morali na novo vzgojiti celice od
zacetne pasaze 1, jih ponovno selekcionirati in sproti preverjati njihovo odzivnost z
referencnim estrogenom. Poleg LUMI-CELL® ER testiranja na BG1Luc4E2 celi¢ni liniji
pa bi bilo smiselno uporabiti tudi katero drugo celicno linijo, ki endogeno izraza
estrogenske receptorje, in preveriti, ali se morda transkripcijska aktivnost razlikuje tudi
glede na tkivno specifi¢nost (npr. uporaba OECD smernice TG 455 za doloCanje estrogene
agonisti¢ne aktivnosti na ERa-HelLa-9903 celi¢ni liniji). Poleg tega bi bilo za celovitejSo
oceno estrogenega delovanja smiselno preveriti tudi aktivnost bisfenolov na drugih
estrogenskih receptorjih, npr. ERRYy. In vitro testiranja pa bi lahko dopolnili tudi z in vivo
testiranjem estrogenega agonisti¢nega delovanja, npr. z uporabo OECD smernice TG 440.
To je uterotropi€ni bioloski test na glodavcih (kratkotrajni presejalni test za dolocanje
estrogene aktivnosti), ki temelji na povecanju teze maternice oz. uterotropi¢nem odzivu in
s tem ocenjuje, kolikSna je sposobnost spojin, da izzovejo bioloski odziv, primerljiv z
naravnimi estrogeni. Primerjava rezultatov in vivo testiranj bi nam omogocila celovitej$o
oceno estrogenega delovanja posameznega bisfenola, saj imajo metaboliti pogostokrat
spremenjeno delovanje v primerjavi z izhodno spojino. Vendar pa tudi rezultate in vivo
testiranj, pridobljenih na Zivalskem testnem sistemu, ne bi mogli v celoti ekstrapolirati na
¢loveka, saj se metabolizem in ostali farmakokineti¢ni procesi v organizmu lahko tudi

vrstno razlikujejo.
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6. SKLEP

V diplomski nalogi smo dolocevali citotoksi¢nost in agonisti¢no estrogeno aktivnost trem
bisfenolom: bisfenolu A, bisfenolu AF in bisfenolu S z uporabo MTS testa citotoksi¢nosti
in OECD validirane in vitro testne metode LUMI-CELL® ER. Ljudje in Zivali smo
bisfenolom zaradi njihove Siroke uporabnosti vsakodnevno izpostavljeni preko Stevilnih
razli¢nih virov. Vedno vec je tudi dokazov, da te spojine delujejo kot hormonski motilci,
kar predstavlja resen zdravstveni problem, predvsem zaradi visoke incidence in
nara$¢ajocega trenda endokrino-povezanih obolenj in moten;.

Sprva smo testirali obmocje linearnosti MTS testa in kot primerno koncentracijo celic
BG1Luc4E2, ki daje linearno razmerje med koncentracijo in odzivom, dolocili 10.000
celic/vdolbino. Na osnovi rezultatov MTS testiranja citotoksic¢nosti bisfenolov na celi¢ni
liniji BG1Luc4E2 smo zakljucili, da je koncentracija 0,01 mg/mL necitotoksi¢na pri vseh
bisfenolih in s tem tudi primerna za testiranje agonisti¢ne estrogene aktivnosti z LUMI-
CELL®ER metodo. Obenem je bisfenol S za razliko od bisfenolov A in AF necitotoksicen
tudi pri 10-krat vecji koncentraciji 0,1 mg/mL. S primerjavo bisfenolov lahko zaklju¢imo,
da je najbolj citotoksi¢en BPAF, sledita mu BPA in BPS. Smiselno bi bilo testirati
citotoksi¢nost tudi pri drugih, vmesnih koncentracijah, da bi natancneje ugotovili, katera je
najmanjSa koncentracija, ki povzroca citotoksi¢nost. Rezultati testiranja z LUMI-CELL®
ER metodo so v grobem zadostovali kriterijem za opredelitev spojin, pozitivnih na
agonisti¢no estrogeno aktivnost. Z uporabo programa GraphPad Prism smo bisfenolom
dologili tudi ECsg vrednosti. Povpregna ECso vrednost za BPAF je znasala 7,356 x 108 M,
za BPA 2,089 x 107 M ter za BPS 9,706 x 107 M. S primerjavo ECs; vrednosti lahko
zaklju¢imo, da najvecjo jakost agonisticnega estrogenega delovanja na estrogenskih
receptorjih celicne linije BG1Luc4E2 izkazuje BPAF, sledi mu BPA in BPS.

Testiranje agonisti¢ne estrogene aktivnosti bi bilo smiselno ponoviti, najprimernejSe na
svezi celicni liniji BG1Luc4E2. Za celovito oceno tveganja bi bilo smiselno vpeljati tudi in
Vivo testiranje agonistiCne estrogene aktivnosti bisfenolov A, AF in S, saj so in vitro
testiranja v sploSnem omejena na en specifiéni mehanizem. Ta pa morda sploh ne posnema
in vivo mehanizmov delovanja oz. odraza kompleksnih interakcij v intaktnem organizmu.
ADME procesi imajo pogostokrat klju¢no vlogo pri dolocanju bioloske aktivnosti, zato

rezultate in vitro testiranj ne moremo ekstrapolirati na celoten organizem.
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