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POVZETEK

Bisfenol A diglicidil eter (BADGE) je derivat znanega hormonskega motilca bisfenola A
(BPA) in je glavna sestavina epoksidnih smol, ki se uporabljajo kot zasc¢ita pred stikom
zivil z notranjo stranjo plo¢evink. Nepolimeriziran BADGE se lahko iz teh oblog sproséa v
hrano, kjer se pretvori v razli¢ne derivate ali nespremenjen vstopi v prehransko verigo. V
magistrski nalogi smo z in vitro metodami preucevali nastanek reaktivnih metabolitov v
procesu metabolizma in estrogeno aktivnost spojine.

Nastanek reaktivnih metabolitov smo preucevali v inkubacijskih raztopinah s humanimi
jetrnimi mikrosomi in razli¢nimi rekombinantnimi CYP450 izoencimi. Spojino smo v
fosfatnem pufru inkubirali skupaj z encimi, glutationom (GSH) in kofaktorjem NADPH.
Pri iskanju prekurzorskih ionov tipi¢nega fragmenta glutationa, m/z 272, z LC-MS/MS
metodo, smo opazili pojav dveh spojin, z m/z 648 in m/z 610.7. Prva spojina (m/z 648)
predstavlja produkt encimske redukcije obeh epoksidov ter konjugacije z glutationom.
Spojine z m/z 610.7 sicer nismo dokonéno identificerali, najverjetneje pa gre za dimer
glutationa. Ob inkubacijah z rekombinantnimi izoencimi nismo opazili povisanih odzivov
glede na slepi vzorec (fosfatni pufer). Ob spremljanju reaktivnosti spojne BADGE z GSH,
v odsotnosti mikrosomalnih encimov, pa smo dokazali tudi pocasni neencimski nastanek
spojine z m/z 648 ter veliko hitrejsi in obseznejsi nastanek spojine z m/z 610.7.

Kot in vitro model za testiranja estrogenosti smo uporabili celi¢no linijo BG1Luc4E,, ki je
bila stabilno transfecirana z reporterskim plazmidom pGudLuc7.ere, na katerem se nahaja
luciferazni gen kresni¢ke (luc). Najprej smo z MTS testom preverili citotoksi¢nost 11
manj kot 80 % prezivetje celic. Estrogeno aktivnost smo preverili z LUMI CELL"ER
testom, le pri necitotoksi¢nih koncentracijah. Z rezultati smo sicer dokazali Sibko
estrogeno aktivnost spojine, ki pa jo je potrebno Se potrditi. Spojina namre¢ v svoji
strukturi nima prostih hidroksilnih skupin na benzenovem obrocu, ki so potrebne za
estrogeni u¢inek. Rezultate nase Studije smo primerjali tudi z rezultati YES testa, Kjer pa je
bilo dokazano antagonisticno delovanje vi§jih koncentracij. Razlog za razlike je
najverjetneje uporaba razli¢nih celi¢nih linij, vendar za dokon¢no potrditev delovanja na

estrogenih receptorjih priporo¢amo ponovitve LUMI CELL"ER testa.

Klju¢ne besede: bisfenol A diglicidil eter, estrogena aktivnost, bioaktivacija,

citotoksi¢nost, in vitro testi
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ABSTRACT

Bisphenol A diglycidyl ether (BADGE) is a derivative of bisphenol A (BPA), a known
endocrine-disrupting chemical. It is a major component of epoxy resins, which are widely
used as a protective coating for inner sides of food cans. Unpolymerized monomer of
BADGE may be released from these resins into food, where it is either converted to
various derivatives or enters the food chain unmodified. Using in vitro methods we studied
formation of reactive metabolites and the estrogenic activity of the compound.

We have studied the formation of reactive metabolites in incubation solutions with human
liver microsomes and various recombinant CYP450 isozymes. The compound was
incubated in phosphate buffer, with the enzymes, glutathione, and NADPH as cofactors. In
searching of precursor ions of a typical fragment of glutathione, m/z 272, with LC-MS/MS
method, we detected the formation of two compounds, with - m/z 648 and m/z 610.7. The
first compound (m/z 648) probably represents the product of enzymatic reduction of both
epoxide rings and conjugation with glutathione. We didn't completely resolve the second
compound, but most likely it represents an adduct two glutathione moleculs. None of the
recombinant isozymes formed significant higher responses in comparison with the blank
solution. By monitoring the reactivity of BADGE with GSH we confirmed slow non-
enzymatic formation of the first compound and a much faster formation rate of the second.

As an in vitro model for testing estrogenicity we used BG1Luc4E; cell line. The cells were
stably transfected with the reporter plasmid pGudLuc7.ere, with the firefly luciferase gene
(luc). First, we evaluated the cytotoxicity of 11 different BADGE concentrations with MTS
assay. Only two concentrations (50 and 100 pg/mL) caused less than 80 % cell viability.
We studied estrogenicity of non-cytotoxic concentrations with LUMI CELL"ER assay. We
detected a weak estrogenic activity, which needs yet to be confirmed. The structure of
BADGE does not have free hydroxyl groups on the benzene ring, which are necessary for
estrogen effect. We compared our results with the results of the screening YES assay,
where antagonistic effects of higher doses have been detected. The difference is probably
due the use of various cell lines. For definite confirmation of the action on the estrogenic

receptors we recommend further testing with LUMI CELL"ER assay.

Keywords: bisphenol A diglycidyl ether, estrogenic activity, bioactivation, cytotoxicity, in

vitro assays
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ABECEDNI SEZNAM OKRAJSAV

OkrajSava Pomen
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DMEM Eaglovo gojisce, prilagojeno po Dulbecco-u

DMEM+ Eaglovo gojisce, prilagojeno po Dulbecco-u z dodatkom reagentov

DMSO N,N-dimetilsulfoksid
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NADPH B-nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, reduciran

OH hidroksilna skupina

PES fenazin etosulfat

PPAR-y peroksisom proliferator aktivirajoci receptorji tipa gama

RLU relativna svetlobna enota (ang. relative light unit)

RPMI 1640 medij Roswell Park Memorial instituta 1640

SD standardna deviacija

T25 plastenka za gojenje celi¢nih kultur, velikost 25 cm®

T75 plastenka za gojenje celiénih kultur, velikost 75 cm*

T150 plastenka za gojenje celi¢nih kultur, velikost 150 cm*

YES presejalni test (anti)-estrogenosti na kvasovkah (ang. yeast anti-
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1 UVOD

1.1 METABOLIZEM IN REAKTIVNI METABOLITI

Metabolizem ali biotransformacija je mehanizem odstranjevanja ksenobiotikov iz telesa.
Ksenobiotiki so telesu tuje snovi, ki smo jim v okolju izpostavljeni in nimajo hranilne
vrednosti, kot so npr. zdravila, pesticidi, industrijske kemikalije, dodatki v hrani... Vec¢ina
teh spojin je lipofilnih, zato se tezko izloCajo iz organizma, saj se v ledvicah ali prebavnem
traktu ponovno reabsorbirajo in krozijo po telesu. Proces biotransformacije je pretvorba
lipofilne molekule v bolj polarno, najpogosteje z uvedbo polarne skupine, pri ¢emer se
povecata molska masa in velikost molekule. Kot produkt nastane spojina, ki se iz telesa
lazje izloc¢a. Posledice tega so: Krajsi razplovni Cas in Cas izpostavljenosti, manjsa
verjetnost zadrzevanja spojine v telesu in spremenjena bioloska aktivnost ter ¢as delovanja

@, 2).

Jetra so najpomembnejsi organ metabolizma, zaradi njihovega telesnega polozaja, obtoka
krvi in telesne funkcije. Vecina ksenobiotikov v telo vstopa preko prebavnega trakta, po
absorpciji v kri pa s krvjo po portalni veni do jeter. Jetra so tako najbolj izpostavljena tujim
snovem, zato sta razstrupljanje in nadaljno izlo¢anje v Zol¢ pomembna za$¢itna mehanizma
organizma. Metabolizem je obicajno kataliziran s strani encimov. Najve¢ encimov se
nahaja v jetrih, vendar jih najdemo tudi v Zivénem sistemu, ledvicah, plju¢ih, krvi in
prebavnem traktu. Znotrajcelicno se encimi v najvecjem obsegu nahajajo na gladkem
endoplazemskem retikulumu, vendar jih najdemo tudi v citosolu ali na notranji membrani
mitohondrija (2, 3).

Metabolizem ksenobiotikov je obi¢ajno dvostopenjski proces, razdeljen na fazo I, kjer se v
molekulo uvede polarna funkcionalna skupina, in fazo Il, kjer pote¢e konjugacija z
endogeno spojino. Vendar se véasih zgodi, da so doloceni produkti faze II podvrzeni
nadaljnim reakcijam, kar lahko imenujemo Il1. faza metabolizma (4).

Reakcije I. faze

Lahko jih imenujemo tudi reakcije funkcionalizacije, ker se v strukturo uvede polarna
funkcionalna skupina, na katero se lahko v nadaljnih fazah veZze endogena molekula.
Glavne vrste reakcij te faze so redukcije, hidrolize in oksidacije, med katerimi prevladujejo
slednje. Oksidacijo katalizirajo membranske monooksidaze, ki se nahajajo na gladkem
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endoplazemskem retikulumu v jetrih in ostalih enterohepati¢nih tkivih. Te encime
imenujemo citokromi P450 (CYP450) in katalizirajo priblizno 90 % vseh reakcij prve faze
in kar 40 razlicnih tipov vseh metaboli¢nih reakcij (1, 3, 4). Encimi CYP450 so
veckomponentni elektronski transportni sistem, odgovoren za oksidativni metabolizem
Stevilnih endogenih in eksogenih molekul. Spadajo v druzino hemoproteinov in v svoji
strukturi vsebujejo zelezov protoporforin IX (hem) kot prosteti¢éno skupino ter NADPH
citokromno P450 reduktazo. Hemoprotein je vezavno mesto za substrat in Kisik. Reduktaza
pa sluzi kot donor elektronov. Tretja pomembna komponenta so fosfolipidi, Ki lajsajo
prenos elektronov iz NADPH citokromne P450 reduktaze na hemoprotein CYP450.
Encimi CYP450 so zmozni aktivirati molekularni kisik, kar dovoljuje da se en atom kisika
vgradi v molekulo substrata, medtem ko se drugi atom reducira do vode. Vgradnja
hidroksilne skupine v hidrofobno molekulo omogoc¢i vezavno mesto za hidrofilno
molekulo v reakcijah konjugacije. Najpomembnejse reakcije, ki jih katalizirajo so:
hidroksilacija alifatskih in aromatskih spojin, dealkiliranje (N-, O-, S-), N-, S- oksidacija,

oksidativna deaminacija in dehalogeniranje (2, 3).

Reakcije 1. faze

Imenujemo jih tudi reakcije konjugacije, saj se na polarno funkcionalno skupino
ksenobiotika kovalentno veze endogena molekula s polarnim znacajem. Za vecino
primerov velja, da je rezultat bolj polarna molekula, kot je bila pred vezavo, izjema sta le
reakciji metilacije in acetilacije, ki polarnost molekule zmanjsata. Te reakcije obi¢ajno
potekajo hitreje kot reakcije prve faze. Konjugacijo katalizirajo encimi, imenovani
transferaze, ki imajo nase vezan kofaktor, ki je nosilec endogene molekule. V to fazo
uvrs¢amo naslednje reakcije: glukuronidacijo, sulfatiranje, konjugacijo z aminokislinami,

konjugacijo z glutationom, acetiliranje in metiliranje (2, 4).

Glutation (Slika 1) je tripeptid, ki ga sestavljajo naslednje aminokisline - glutaminska
kislina, cistein in glicin (Glu-Cys-Gly). V telesu se nahaja v redoks ravnotezju med
reducirano (GSH) in oksidirano (GS-SG) obliko. V procesu razstrupljanja ima pomembno
vlogo predvsem zaradi prisotnosti v visokih koncentracijah, reaktivne nukleofilne
sulfhidrilne (SH) skupine in posebnih vezi, ki prepreujejo razgradnjo s peptidazami.
Sulfthidrilna skupina se po deprotonizaciji pretvori v tiolatni ion (GS’), ki lahko reagira z

Stevilnimi elektrofilnimi molekulami. Znotraj celic se GSH nahaja v citosolu, na
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mitohondriju in v jedru. Najve¢ ga je v jetrih, Ceprav ga najdemo tudi v drugih organih.
Konjugacije z GSH so lahko Kkatalizirane encimsko (z glutation-S-transferazami) ali
potecejo kot kemijske reakcije. Konjugati se lahko izlo¢ijo iz telesa skozi zol¢ ali urin, ali
pa vstopijo v naslednjo fazo biotransformacije, imenovano faza IllI, Kkjer nastane
merkapturna kislina. Konjugacija z GSH predstavlja najpomembnejsi obrambni
mehanizem celic pred toksi¢nimi spojinami saj lahko reagira s Stevilnimi molekulami kot
s0: alicikli¢ni ali aromatski epoksidi, aromatske nitro spojine, nenasic¢ene alifatske spojine,

ter aromatske in heterocikli¢ne spojine (2, 4).

HS
OH 0 0
OWNDWNH\)LOH
NH, 0
Slika 1. Struktura glutationa (povzeto po 5).

1.1.1 Reaktivni metaboliti

Obicajno vodi metabolizem ksenobiotikov v izgubo farmakoloskih ali bioloskih aktivnosti.
Takrat govorimo o reakcijah detoksifikacije. Vendar pa se v nekaterih primerih ksenobiotik
biotransformira v toksi¢ne in reaktivne metabolite, kar imenujemo metaboli¢na aktivacija
ali bioaktivacija (6).

Glavni encimi v procesu bioaktivacije so CYP450 izoencimi, vendar pa pri procesu lahko
sodelujejo tudi flavin monooksidaza (FMO), kinon oksidoreduktaza, monoamin oksidaza
(MAO), peroksidaze, prostaglandin H-sintetaza, encimi ¢revesne mikroflore ter encimi
druge faze metabolizma (npr.: uridin glukuronil transferaza- UGT) (6, 7, 8, 9). Reaktivni
metaboliti v svoji strukturi vsebujejo razliéne elemente kot so epoksidi, kinoni, radikali,
reaktivne kisikove zvrsti in nestabilni konjugati. Glede na njihov razpolovni Cas pri
fizioloskih pogojih in zmoznost prenosa stran od mesta aktivacije, pa jih delimo na: ultra
kratko-zivece, kratko-ziveée in dolgo-zivece metabolite (8). V organizmu se reaktivni
metaboliti lahko deaktivirajo z vodo (npr.: hidroliza epoksida z epoksid hidrolazo) ali s
konjugacijo z GSH (kemijsko ali encimsko z glutation-S-transferazo). Predvsem
konjugacija s celicnimi antioksidanti, kot je GSH, predstavlja prvo in najpomembnej$o
stopnjo celiéne obrambe proti produktom bioaktivacije. Vendar se deaktivaciji metaboliti
velikokrat izognejo, difundirajo po celici, izven nje ali celo izven tkiva, kar pa vodi v

toksi¢nost organizma (6, 9).
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Reaktivni metaboliti reagirajo s celicnimi proteini, lipidi, nukleinskimi Kislinami, kar lahko
pripelje do motenj v delovanju proteinov, lipidne peroksidacije, poskodbe DNK,
oksidativnega stresa in celo do imunskega odziva organizma. Sprozijo lahko motnjo
ionskega gradienta in znotrajceli¢nih zalog kalcija, kar se kaze v celi¢ni disfunkciji in
izgubi produkcije energije. Prizadetost celicne funkcije vodi v njeno smrt ali apoptozo in

celo okvaro organov (6, 7).

Reaktivne metabolite v grobem delimo na elektrofile in radikale. Elektrofili so
najpogostejSa skupina reaktivnih metabolitov. V molekuli imajo primankljaj enega
elektrona, zato so pozitivno nabiti. Zaradi pozitivnega naboja tezijo k delitvi elektrona z
molekulami kot so nukleofili. Najpogosteje nastanejo tekom oksidacije v 1. fazi, ki jo
katalizirajo CYP450 izoencimi, peroksidaze ali alkohol dehidrogenaza, vendar tudi druga
faza metabolizma ni izjema pri njihovem nastanku. Poznamo dve vrsti elektrofilov: trde, ki
imajo lokaliziran pozitivni naboj in mehke elektrofile z delokaliziranim pozitivnim
nabojem. V sploSnem velja, da se trdi elektrofili vezejo s trdimi nukleofili ter mehki
elektrofili z mehkimi nukleofili. Trdi elektrofili tako tezijo k reakcijam z nukleofilnimi deli
molekule kot so kisik, dusik, ogljik, nukleinske kisline in Zveplo v metioninu in ponavadi
povzrocajo genotoksi¢ne ucinke. Mehki elektrofili so navadno citotoksi¢ni in najpogosteje
reagirajo z nukleofilno sulfhidrilno skupino v GSH in proteinih (10, 11).

Radikali so molekule ali molekulski fragmenti, ki imajo enega ali ve¢ nesparjenih
elektronov, lahko so nabiti ali ne. Zaradi nesparjenega elektrona so v vecini primerov
izredno reaktivni. Nastanejo lahko s sprejetjem, izgubo elektrona ali hemoliti¢no
razgradnjo kovalentne vezi. Najpogosteje odvzamejo vodikov atom iz molekule, kar vodi v
nastanek novega radikala in sprozitev verizne reakcije. Najreaktivnej$i radikal je
hidroksilni radikal (OH®), ki lahko reagira skoraj z vsemi molekulami in vivo, saj lahko
odvzame vodikov atom iz razli¢nih spojin ali se veze na dvojno vez. Prisotnost radikalov
lahko pripelje tudi do lipidne peroksidacije, ki vodi v uni¢enje lipidnih membran (jedrne,

mitohondrijske ali lizosomske) in je klju¢en dogodek pri celi¢ni nekrozi (2, 8, 10, 11, 12).
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1.1.2 Invitro dolo¢anje reaktivnih metabolitov

Reaktivni metaboliti so obicajno kratko-zive¢i in jih zato ni mozno detektirati v
cirkulirajo¢i krvi oziroma plazmi. In vitro testi so pogosto uporabljena metoda za
preiskovanje bioaktivacijskega potenciala, saj kljub indirektni informaciji dajo pomembne
podatke o toksi¢nosti spojine (10). Na voljo so naslednje in vitro tehnike za dolocanje
reaktivnih metabolitov: test kovalentne vezave na proteine, test zajetja reaktivnih
metabolitov in test inhibicije CYP450 izoencimov.

Pri testu kovalentne vezave na proteine inkubiramo radioaktivno oznaceno testno spojino
skupaj z jetrnimi mikrosomi ob prisotnosti ustreznega kofaktorja ali sveze izoliranimi
hepatociti. Test meri ireverzibilno vezavo reaktivnih metabolitov, ki izhajajo iz
radioaktivno oznacene testne spojine, na celicne makromolekule, ki jo dolo¢imo na osnovi
koli¢ine neodstranjene radioaktivnosti v proteinski usedlini. Test zagotavlja kvantitativno
oceno ireverzibilno vezanih metabolitov na tkivo, vendar ne da informacije o naravi
kovalentno modificiranih proteinov (9, 10). Kemicno zajetje reaktivnih metabolitov je
pogosto uporabljena tehnika za doloanje metabolitov, ki tvorijo stabilne konjugate z
lovilnim reagentom. Najpogostejsi reaktivni metaboliti so elektrofili, ki jih lahko glede na
njihovo vrsto (ali so mehki ali trdi) lovimo z razlicnimi reagenti. Mehki elektrofili
reagirajo z mehkimi nukleofili, zato lahko za njihovo zajetje uporabimo tiole, kamor
spadajo GSH, etinil esterni derivat GSH ali N-acetilcistein. Za zajetje trdih elektrofilov pa
uporabimo amine (npr.: semikarbazid, metoksilamin) ali cianidne anione. Eksperiment
izvedemo z inkubacijo testne spojine skupaj z jetrnimi mikrosomi, NADPH in ustreznim
lovilnim reagentom. Nastale konjugate nato detektiramo z uporabo LC-MS/MS ali
nuklearne magnetne resonance (NMR) (10). Pri testu encimske inhibicije CYP450
izoencimov izvedemo inkubacijo testne spojine skupaj s humanimi jetrnimi mikrosomi
(HLM) in specificnim substratom izoencima. Po inkubaciji metabolite specifinega
substrata detektiramo z LC-MS/MS ali fluorescenco, s ¢imer dolo¢imo vpliv testne spojine
na metabolizem substrata. V nekaterih primerih namre¢ bioaktivacija s CYP450 izoencimi
vodi do nastanka reaktivnih metabolitov, ki se zaradi velike reaktivnosti veZejo kar na

aktivni center encima in ga tako inhibirajo (10).
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1.2 HORMONSKI MOTILCI

Hormonski motilci so eksogene snovi, ki motijo normalno delovanje endokrinega sistema
in lahko povzrocajo nezelene ucinke na izpostavljenih organizmih (13, 14). V splosnem jih
delimo na:

e sinteticne hormone (npr.: 17a-etinilestradiol),

e naravne spojine (npr.: izoflavon genistein) in

e kemikalije (npr.: pesticidi, BPA) (15).
Ker so v naravi vsesplo$no prisotni, Vstopajo v nase telo po razli¢nih poteh - s prehrano,
vdihavanjem onesnaZenega zraka, z absorpcijo skozi kozo ali pitjem onesnazene vode (16,
17). Mehanizem njihovega delovanja, zaradi kompleksnosti endokrinega sistema, poteka
na vecih stopnjah. Motijo sintezo, presnovo, prenos, izlo¢anje ali vezavo hormonov na
specifi¢ne receptorje. Te ucinke izzovejo preko interakcij z encimi, ki sodelujejo pri
biosintezi, presnovi ali izlo¢anju endogenih hormonov, z neposredno vezavo na steroidne
ali nesteroidne receptorje ter preko ostalih mehanizmov, ki lahko na kakrSenkoli nacin
prizadenejo endokrini sistem. Povzro¢ijo lahko tudi spremembe Vv izraZanju genov z
negenomsko modifikacijo preko metilacije DNK in acetilacije histonov. Posledice le-teh se
lahko izrazijo Sele skozi leta ali se prenesejo celo na potomce. Hormonski motilci
najpogosteje delujejo preko vezave na jedrne receptorje. Ce nanje delujejo agonisti¢no,
povzrocijo njihovo aktivacijo. V primeru antagonisti¢énega delovanja, pa preprecijo vezavo
endogenega hormona, kar povzro¢i receptorsko inaktivacijo. NajpogostejSe tarce so
androgenski, estrogenski, tiroidni, glukokortikoidni, PPAR-y in progesteronski receptorji
(13, 15, 16, 18).

Pomembno vlogo igra starost, pri kateri smo hormonskim motilcem izpostavljeni.
Raziskave kazejo, da izpostavljenost pred rojstvom ali v zgodnjem otro$tvu prinasa
bistveno vecje posledice kot izpostavljenost v odrasli dobi zaradi nepopolnoma razvitih
obrambnih mehanizmov telesa. Tako lahko izpostavljenost pred rojstvom vodi do motenj v
reproduktivnem, metabolicnem in hormonskem sistemu, ki se pokazejo sele v odrasli dobi.
Dokazana je bila tudi povezava med izpostavljenostjo dolo¢enim hormonskim motilcem v
otro$tvu in nekaterimi pogostimi boleznimi danasnjega casa (Preglednica I). V primerjavi z
otroci, so pri odraslih za nastop toksi¢nih u¢inkov potrebne visje koncentracije, ucinki pa

SO Vezani le na Cas izpostavitve (18).
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Preglednica I. Bolezni, ki so posledica izpostavitve dolo¢enim hormonskim motilcem V otrostvu

(prirejeno po 18).
Sistem

sistem

Reproduktivni/ endokrini

Bolezen

Rak prsi in prostate

Hormonski motilec
BPA

Endometrioza

Dioksin, PCB

Neplodnost Estrogeni, pesticidi, ftalati
Diabetes, metabolni BPA

sindrom

Zgodnja puberteta Estrogeni, BPA

Debelost BPA, organokloridni

pesticidi, organotini

Imunski/ avtoimunski

sistem

Dovzetnost za okuzbe

Dioksin

Avtoimunske bolezni

Dioksin

Plju¢no-kardiovaskularni

Astma

Zracéni onesnazevalci

sistem Sréna bolezen/ hipertenzija ~ BPA
Sréna kap PCB

MozZgani/ Ziv¢ni sistem Alzheimerjeva bolezen Svinec
Parkinsonova bolezen Pesticid

Tezave ucenja

PCB, svinec, etanol,
organokloridni pesticidi

U¢inek hormonskih motilcev lahko nastopi Ze pri zelo nizkih koncentracijah (pM, nM).
Odziv pa ni linearen s koncentracijo hormonskega motilca, najverjetneje zaradi
kompleksne dinamike zasedenosti in nasi¢enosti hormonskih receptorjev. Nizji odmerki

imajo lahko mo¢ne;jsi ali celo drugacen vpliv na organizem kot visji (18).

1.2.1 Endogeni estrogeni in estrogenski receptorji

Trije glavni estrogeni v telesu so estron (Ej), 17p-estradiol (E) in estriol (Es). Njihova
sinteza pri Zenskah poteka z encimsko modifikacijo holesterola v jajénikih.
Najpomembnejsi estrogen v zenskem telesu je 17p-estradiol (Slika 2), ki ga encim

aromataza sintetizera iz testosterona (3, 18).
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CH%OH
17p

Slika 2. Struktura 17p-estradiola (E;) (prirejeno po 13).

Naravni estrogeni imajo vpliv na Stevilna tkiva v zZenskem telesu, predvsem na
reproduktivni sistem, dojke in centralni zivéni sistem. V reproduktivnem sistemu
uravnavajo menstrualni ciklus, nosecnost in laktacijo. Spodbujajo celi¢no proliferacijo in
hipertrofijo Zenskih sekundarnih spolnih znakov ter sintezo in sekrecijo celi¢no specifi¢nih
proteinov. Na telo imajo lahko tudi negativen vpliv, saj lahko pri povecani aktivnosti
stimulirajo rast in razmnozevanja celic ter tako povzrocijo nastanek estrogensko odvisnega
raka (npr.: rak endometrija in dojk) (3, 19). V najvecjem obsegu nastete ucinke izzovejo
preko vezave na estrogenske receptorje, ki jih v splosnem razdelimo na:

e jedrne estrogenske receptorje (ERa, ERp)

e membranske estrogenske receptorje (mERa, mER) in

e 7z G-proteinom sklopljene estrogenske receptorje (GPR30), ki prav tako spadajo

med membranske (18).

Najpomembnejsi med njimi so jedrni estrogenski receptorji, katerih aktivacija je sprozena
ob vezavi hormona na ligand vezavno domeno receptorja. Spremeni se konformacija
receptorja, temu sledi dimerizacija, fosforilacija ter premik receptorja v jedro. Kompleks
ligand-ER se poveze s transkripcijskimi ko-regulatorji, bodisi ko-aktivatorji ali ko-
represorji, vsi skupaj pa se vezejo na specificno zaporedje DNK, imenovano od estrogena
odziven element (ERE). To omogo¢i ali prekine gensko transkripcijo v jedru (13, 20).
Zapis za ER nosita dva razli¢na gena, zato poznamo ERa in ER, Ki Se izrazata v razli¢nih
organih. ERa se nahaja predvsem v jajénikih, maternici in mle¢nih Zlezah pri Zzenskah, ter
testisih pri moskih. Medtem, ko se ERJ mocneje izraza v jacnikih, manj pa v mle¢nih
zlezah, prostati, germinalnih celicah in obmodku. Obe vrsti ER najdemo $e v pljucih,

jetrih, mascobah, zivénem sistemu in vaskularnih endotelijskih celicah (13).

1.2.2 Ksenoestrogeni

Ksenoestrogeni so spojine, ki posnemajo uc¢inke endogenih estrogenov ali se vimesavajo v

njihove signalne poti. Lo¢imo naravne in sintezne ksenoestrogene. Med naravne uvr$éamo
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fitoestrogene (npr.: izoflavona genistein in daidzein), ki jih najdemo v rastlinah in
mikoestrogene (npr.: zearalenon), ki nastajajo v glivah, nekaterih gobah in mahu. Med
sintezne spadajo nekatere industrijske kemikalije (npr.: bisfenol A, ftalati), zdravilne
ucinkovine (npr.. 17a-etinilestradiol, dietilstilbestrol - DES), insekticidi (npr.:
diklorodifeniltrikloroetan - DDT), pesticidi (npr.: metoksiklor) in sestavine kozmeti¢nih
izdelkov (npr.: benzofenon-2 v kremah za soncenje) (13, 16, 18).

Delujejo lahko po S$tevilnih poteh, med katerimi prevladuje vezava na jedrne ER. Ob
vezavi na receptorje sprozijo njihovo aktivacijo (estrogeni uc¢inek) ali inaktivacijo (anti-
estrogeni ucinek). Zaradi dveh tipov receptorjev (ERa in ERP), z razlicno tkivno
porazdelitvijo in fiziolosko funkcijo, lahko izkazujejo agonisti¢no ali antagonisti¢no
aktivnost tkivno specifi¢no. Obicajno imajo nizko vezavno afiniteto za ER, vcasih celo
10,000-krat nizjo od Ej, vendar lahko neZelene ucinke povzroCijo Ze pri nizkih
koncentracijah. Poleg tega je njihov u¢inek na gensko transkripcijo, v Stevilnih primerih,

drugacen od endogenih estrogenov (13, 20).

Raziskave so pokazale, da sta za ksenoestrogeno delovanje na ER potrebni dve prosti
hidroksilni skupini, ki sta zmoZni tvoriti vodikovo vez z receptorskim mestom. Prva
posnema 3f- OH, druga pa 178- OH skupino na E,. Kisika hidroksilnih skupin morata biti
na ustrezni razdalji, ki znasa med 10.3-12.1 A. Spojina mora imeti hidrofobne centre, s
katerimi zapolni prazne zepke na ER in z njim tvori hidrofobne interakcije. Celotna spojina

mora izkazovati hidrofoben znacaj s planarno, obro¢no strukturo (3, 21).

1.2.3 Invitro testi dolo¢anja estrogene aktivnosti

Zaradi vse vecje problematike odkrivanja hormonskih motilcev, se je povecala potreba po
hitrih in cenovno ugodnih testih za detektiranje in karakterizacijo spojin s hormonsko
aktivnostjo, zato so na voljo Stevilni in vivo ter in vitro bioloski testi. Predvsem in vitro
testi imajo Stevilne prednosti, kot so visoka specifiénost odziva, dobra obcutljivost pri
nizkih koncentracijah, hitrost, moznost avtomatizacije, zdruzitev z QSAR modeli, ugodna
cena in predstavljajo zelo dober nacin identifikacije hormonskih motilcev ter razumevanja
mehanizma njihovega delovanja. Zato so primerni za presejalne teste velikega Stevila
spojin in okoljskih vzorcev v kratkem ¢asovnem obdobju. Pomankljivost teh testov je, da

nekateri ne pojasnijo splosnega ucinka biotransformacije ali farmakokinetike spojine, zato
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lahko podajo lazno negativne rezultate. V tem primeru test ni primerena izkljucitvena
metoda za in vivo teste (13, 22, 23). Najpogosteje uporabljeni in vitro testi so naslednji: test

vezave liganda na receptor, test celi¢ne proliferacije in test z reporterskim genom.

Test vezave liganda na receptor temelji na kompeticiji med radioaktivno oznacenim E,
in testno substanco za ER in meri vezavno afiniteto liganda za receptor. Glavna
pomankljivost te metode je, da nam ne poda podatka o aktivnosti receptorja, zato ne loci
med agonisti in antagonisti (22, 24). V testu celi¢ne proliferacije je prisotnost estrogene
spojine zaznana s povecanjem celi¢ne proliferacije (pospesena rast in razmnozevanje celic)
Vv primerjavi s pozitivno kontrolo, kar nam omogoca lo¢evanje agonistov od antagonistov.
Metoda velja za eno najpogosteje uporabljenih in vitro testov zaradi visokega odziva.
Najpogosteje se izvaja na celi¢nih linijah raka prsi kot sta MCF-7 in T47D (13, 22, 24).
Test z reporterskim genom meri indukcijo ali inhibicijo genske transkripcije po vezavi
testne spojine na receptor. Pri testu najpogosteje uporabljamo sesalske celi¢ne linije ali
celice kvasovk (npr.: Saccharomyces cerevisiae), ki so prehodno ali stabilno transfecirane
z reporterskim plazmidom, na katerem se nahaja na estrogen odzven element (ERE),
povezan z reporterskim genom, ki nosi zapis za reporterski protein (B-galaktozidaza,
kloramfenikol actiltransferaza ali luciferaza). Ob vezavi agonista na receptor se sprozi
transkripcija reporterskega gena, translacija v mRNK in sinteza reporterskega proteina, Ki

ga enostavno detektiramo in kvantificiramo z ustreznim substratom (15, 22, 23, 24).

V magistrski naloge smo za dolocanje estrogene aktivnosti bisfenol A diglicidiletra
(BADGE) uporabili test z reporterskim genom, LUMI CELL®ER (BGlLuc ER
transaktivacijska testna metoda — BGlLuc ER TA), ki je bil validirana s strani
Nacionalnega toksikoloskega programa (NTP) Medagencijskega centra za oceno
alternativnih toksikoloskih metod (NICEATM) in s strani Medagencijskega usklajevalnega
odbora za validacijo alternativnih metod (ICCVAM). V oktobru 2012 pa ga je sprejela tudi
Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj (OECD) kot metodo za prepoznavanje
Spojin z agonisti¢no in antagonisti¢no aktivnostjo na estrogenskih receptorjih. Pri izvedbi
eksperimenta smo za detekcijo uporabili Promega luciferazni substrat, pufer in lizirno

raztopino (25).
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1.3 BISFENOL A

Bisfenol A (BPA) (Slika 3) je plastifikator v proizvodnji polikarbonatne plastike in
epoksidnih smol. Predstavlja izhodno spojino $tevilnih BPA derivatov, med katere sodi
tudi bisfenol A diglicidil eter, ki smo ga preucevali v nasi magistrski nalogi. Preprosta
struktura z dvema benzenovima obroCema, loenima z ogljikovim atomom, in
hidroksilnima skupinama na para mestih, omogo¢a molekuli vezavo na oba tipa
estrogenskih receptorjev, z 10-krat ve¢jo afiniteto do ERP. Prvi¢ je bilo njegovo Sibko
estrogeno delovanje opisano ze leta 1936, vendar se Se danes izvajajo Stevilne Studije na to
temo. Ob nepopolni polimerizaciji ali razpadu polimera, pri povisani temperaturi, Se
odpusca iz polikarbonatne plastike v zivila. Zato so leta 2011 z evropsko direktivo
prepovedali njegovo uporabo v proizvodnji otroskih steklenick. V epidemioloskih $tudijah
je bilo ugotovljeno, da lahko negativno vpliva na razvoj zivénega sistema, vedenje,
zmanjSuje kvaliteto semenske tekocine, povecuje pojavnost spontanih splavov, disfunkcijo
jajénikov, debelost in tezave prostate. Na endokrini sistem lahko deluje tudi preko ostalih
receptorjev, saj se poleg estrogenskih veze $e na S§Citni¢ne, glukokortikoidne in aril
ogljikovodikove receptorje (AhR). Poleg tega je bila v in vitro studiji, ob inkubaciji s HLM
ugotovljena njegova bioaktivacija in pretvorba v reaktivne metabolite (18, 19, 20, 26, 27,
28).

HaC
3 CHy

I

PRV

HO

OH
Slika 3. Struktura spojine bisfenol A (BPA).

1.4 BISFENOL A DIGLICIDIL ETER

1.4.1 Lastnosti spojine

Bisfenol A diglicidil eter (BADGE) (Slika 4) je brezbarvna, lepljiva, viskozna spojina brez
vonja. Monomer z molekulsko maso 340.42 g/mol in formulo C,;H404, se po IUPAC
imenuje 2-[[4-[2-[4-(oksiran-2ilmetoksi)fenil]propan-2-il]fenoksi]metil]oksiran. Njegova
struktura spominja na strukturo BPA, z razliko, da sta obe hidroksilni skupini zaetreni z

glicidilno skupino. Spojina je lipofilna, z vrednostjo logP,,, okoli 3.8 in je v vodi zelo slabo
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topna (0.5 mg/L pri 20°C). TalisCe spojine je med 8-12 °C, vrelisce pa je relativno visoko
(> 200 °C). Ima nizek parni tlak (<0.0001 hPa pri 25 °C), zato je njegova prisotnost v
zraku nizka. Slaba topnost v vodi, nizek parni tlak in precej visok logP,, nakazujejo, da
ima BADGE potencial za adsorpcijo na zemljo ali sediment, zato je pricakovana po¢asna
biorazgradnja v okolju (29, 30, 31, 32, 33).

Slika 4. Struktura spojine BADGE.

V industriji se BADGE uporablja predvsem kot glavna surovina epoksidnih smol, ki so
pogosta zaSCitna sredstva notranjih strani plocevink za zivila. Namen teh oblog je
prepreciti neposreden stik med kovino in zivili, s ¢imer zaustavijo korozijo ploc¢evink ter
prepreéijo kontaminacijo zivil z raztopljenimi kovinami ter okuzbe z mikroorganizmi.
Poleg proizvodnje epoksidnih smol pa se BADGE uporablja tudi kot dodatek za
eliminacijo klorovodikove kisline pri sintezi polivinil klorida (PVC) ter kot stabilizator
poliesterfenolnih premazov. V letu 2003 je njegova letna proizvodnja znasala kar 957 000
ton (33, 34, 35, 36).

Sinteza spojine poteka s kondenzacijo dveh molekul epiklorhidrina in ene molekule BPA,
ob prisotnosti NaOH (Slika 5). Z nadzorom reakcije lahko uravnavamo nastanek spojine z
razli¢nimi molskimi masami. Nizkomolekularne spojine (monomeri) so viskozne tekocine,

z nara$¢anjem mase (oligomeri) pa viskoznost naras¢a vse do trdnega produkta (30, 31).

CH
. HaC : MO _ch,
|O NaOH O
2‘\0> T O OH % ov/\o Q + 2 HCl
Epiklorhidrin 1© Bisfenol A Bisfenol A diglicidil eter 0*\>

(o]
Slika 5. Sinteza BADGE (prirejeno po 30, 31).
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Raziskave so pokazale, da prosti BADGE migrira iz zas¢itnih premazov v Zivila z visoko
vsebnostjo mascob in v vodne raztopine, kjer pride do nastanka hidroliziranih in
Klorhidrinskih derivatov (Slika 6). Zato je Znanstvena komisija za zivila Evropske unije
(ang. Scientific committee for food of the European Commission) dolo¢ila najvis§jo
dovoljeno migracijsko mejo, 1 mg/kg zivila, ki velja za vsoto BADGE in njegovih
razgradnih produktov (Slika 6) (35).
o CH,
OO sofot

=]

BADGE-H:O BADGE-HCI-H,0

j_/-cA@—'i—:Q—&mﬁ-c 15)_/9 - n_.: 1 oM
¢l

BADGE-2H20 BADGE-2HC1

OH

Slika 6. Strukturne formule najpogostejsih razgradnih produktov BADGE (prirejeno po 36, 37).

1.4.2 Prisotnost spojine v bioloskih vzorcih

Leta 2012 Wang s sodelavci objavil prvo Studijo na temo prisotnosti spojine in njenih
razgradnih produktov v telesnih tekocinah pri ljudeh. V $tudiji so pregledali 127 urinskih
vzorcev zbranih v ZDA in na Kitajskem, kjer so iskali prosti in totalni BADGE (prosti in
konjugiran BADGE) ter njegove 3 razgradne derivate ([BADGE<H;0],
[BADGE*HCI*H,0] in [BADGE+2H,0]). BADGE in derivate so odkrili pri 100 %
urinskih vzorcev. Celotna urinska koncentracija v ZDA je znasala med 1.24 do 9.03
ng/mL, medtem ko je bila pri Kitajcih v povprecju trikrat nizja. V urinu so zaznali tako
prosti kot konjugiran BADGE. Prevladoval je derivat BADGE<2H,0 s 45 - 60 % deleZzem
celote, ki mu je sledil prosti BADGE (17 - 24 %), vendar so se razmerja in delezi
razlikovali glede na starost, spol in etni¢no skupino. Na podlagi urinske koncentracije so
ocenili tudi dnevni vnos, ki je za prebivalce ZDA znaSal med 69.4 - 9.14 ng/kg telesne

teze, za prebivalce Kitajske pa 28.4 - 5.69 ng/kg telesne teze (36).

1.4.3 Toksikokinetika spojine

Leta 1981 je Climie s sodelavci naredil temeljito Studijo metabolizma [14C]BADGE na
misih z namenom dolocitve sploSne usode spojine v procesu metabolizam in ovrednotenja

obsega O-dealkiliranja do glicidaldehida, ki je bakterijski mutagen, ali do gliceraldehida, ki
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je relativno nenevaren. Ugotovili so, da se spojina v misih hitro metabolizira. Glavna pot
metabolizma je hidroliza epoksidnega obroca, ki lahko potece neencimsko ali encimsko s
katalizo epoksidne hidrolaze in vodi do nastanka bis-diola (Slika 7). Hidrolizi sledi
oksidativno dealkiliranje, ki ga katalizira monooksigenaza do fenola in gliceraldehida.
Stranska pot metabolizma lahko potece z direktno oksidacijo do mutagenega glicidaldehida
(Slika 7) (33, 34).

BADGE se je izlo¢il z urinom in fecesom. Profil metabolitov v fecesu je bil neodvisen od
poti zauzitja. Glavni metabolit je bil bis-diol, ki se je izlo€il v prosti ali konjugirani obliki
ali pa se je pretvoril do karboksilne kisline. Tako v urinu kot fecesu so prevladovali

glukuronidni in sulfatni konjugati (31).

o ~OEO

bisfenol A diglicidil eter

epoksidna hidrola.zy wonooksigenaza
- N

~0OH

T o VA s 0 ~

5/ N\ S H—\ /)
glicidaldehid
epoksidna hidrolaza |
.—m—c
Y
o i H—K/ \\—o o4
Ho—/

bis-diol (bisfenol A diglicidil eter)

monooksigenaza

\
OH

CH,
L
vo— Y N e+
b‘f . _’,f

CH,
"fenol-diol" gliceraldehid

Slika 7. Metabolizem BADGE do glicidaldehida in gliceraldehida (prirejeno po 29).

1.4.4 Toksikodinamika spojine

Monomer spojine povzro¢a kontaktno alergijo, saj neposreden stik s kozo vodi v razvoj
srtbeCega vnetja koze. Oligomeri s srednje visoko molekulsko maso lahko povzrocijo
depresijo centralnega Ziv€nega sistema, mocno drazenje koze, preobcutljivost in sprozitev
asmati¢nega napada (31).

Zaradi dveh epoksidnih skupin, velja BADGE za zelo reaktivnega, saj se lahko kovalentno

veze na DNK in povzro¢i mutacije (38). Mutagenost spojine je bila dokazana ze v Stevilnih
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in vitro testih. Z Amesovim testom na Salmonella typhimurium in Escherichia coli, so ob
odsotnosti ali prisotnosti jetrne metabolicne frakcije S9 potrdili mutagene ucinke. Pri
inkubaciji celic podganjih jeter z razli¢nimi koncentracijami spojine (3.75 - 15 pg/mL) so
pri vi§jih odmerkih detektirali povecano frekvenco kromosomskih aberacij. V eni izmed
Studij so ugotovili, da je BADGE in vitro zmozen povzrociti citotoksi¢ne in genotoksi¢ne
uc¢inke tudi na ¢loveskih limfocitih. Potrdili so, da je stopnja toksi¢nosti BADGE odvisna
predvsem od nezreagiranih epoksidnih skupin, saj so genotoksi¢ni u¢inki spojine bistveno
moc¢nejsi kot uc¢inki njenih hidroliziranih derivatov. Mednarodna agencija za raziskovanje
raka (IARC), pa ga zaradi omejenih podatkov o karcinogenosti na eksperimentalnih zivalih
in odsotnosti podatkov o ucinkih na ljudeh, ni razvrstila na listo ¢loveskih karcinogenov
(skupina 3) (37, 38).

BADGE je bil sprva prepoznan kot antagonist receptorjev PPARy. PPARy receptorji
spadajo v druzino treh jedrnih receptorjev PPAR in se nahajajo predvsem v adipoznem
tkivu, Kjer igrajo pomembno vlogo v diferenciaciji pre-adipocitov v adipocite. Zato
BADGE kot antagonist inhibira transkripcijsko aktivacijo v NIH-3T3 celicah (fibroblastna
celi¢na linija) in diferenciacijo 3T3-L1 in 3T3-F422A preadipocitov v adipocite. V eni
izmed poznejsih raziskav pa je Bishop-Bailey s sodelavci porocal o agonisti¢ni aktivnosti
na ECV304 (humana celi¢na linija epitelija), kjer je spojina povzrocila aktivacijo in jedrno
premestitev receptorja ter apoptozo celic. Raziskovalci so si te nasprotujoCe rezultate
razlozili z dejstvom, da spojina na PPARy receptorje najverjetneje deluje celi€no

specifi¢no (39).

Agonisti¢no delovanje BADGE na PPARYy receptorjih vodi v celiéno smrt, vendar to ni
edini mehanizem preko katerega jo povzroci. Fehlberg in sodelavci so preucevali vpliv
spojine na celicah, ki so izrazale receptorje PPARY in na celicah, ki teh receptorjev niso
izrazale. Pri HCT-166 celicah (celice raka debelega Crevesa), ki so izrazale PPARy
receptorje, je spojina povzrocila koncentracijsko odvisno celicno smrt in ojacala z
indometacinom sprozeno apoptozo. Pri celicah, ki PPARy niso izrazale, so prav tako
opazili od koncentracije odvisen nastanek celi¢ne smrti. V $tudiji je bilo potrjeno, da
celicno smrt povzro¢a preko programirane celi¢ne smrti- apoptoze, po poti odvisni od

kaspaz, ki imajo glavno vlogo pri apoptozi, kot tudi od po kaspaze neodvisni poti (40).
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2 NAMEN DELA

Spojina bisfenol A diglicidil eter (BADGE) je osnovna industrijska kemikalija za izdelavo
epoksidnih smol, ki se pogosto uporabljajo kot zas¢itni premazi notranjih strani plo¢evink,
z namenom preprecitve neposrednega stika med kovino in zivili. V primeru nepopolne
polimerizacije lahko prosti BADGE prehaja v zivila in posledi¢no pride do njegovega
zauzitja. V magistrski nalogi se bomo osredotocili na nastanek reaktivnih metabolitov v

procesu metabolizma in estrogeno delovanje spojine.

Spojina v svoji strukturi vsebuje dve reaktivni epoksidni skupini, zato bomo z in vitro
inkubacijo preverili morebitni nastanek reaktivnih metabolitov oziroma konjugatov z
glutationom. Spojino bomo inkubirali skupaj s humanimi jetrnimi mikrosomi ali razli¢nimi
rekombinantnimi CYP450 izoencimi, ob prisotnosti glutationa in NADPH kot kofaktorja
encimov. Pri inkubaciji z razli¢nimi CYP450 izoencimi bomo dolo¢ili, kateri izoencim ima
pri metabolizmu spojine najpomembnejSo vlogo. Pri preverjanju reaktivnosti samega
BADGE bomo spojino 120 minut inkubirali skupaj z glutationom v pufru, kjer bom na
vsakih 10 minut z avtomatskim injektorjem odvzeli vzorec in ga pomerili. Vse meritve
bomo izvedli z metodo LC-MS/MS.

Kot in vitro model za testiranje estrogene aktivnosti bomo uporabili celi¢no linijo
BG1Luc4E,, na kateri bomo najprej, z MTS testom, dolodili citotoksi¢éne koncentracije
BADGE, ki povzro€ajo manj kot 80 % preZivetje celic. Prav tako bomo citotoksi¢nost
koncentracij preverili tudi med samo izvedbo testa estrogenosti, kjer bomo z vizualnim

pregledom ocenili prisotnost morfoloskih sprememb na celicah.

BADGE je derivat znanega hormonskega motilca bisfenola A, zato bomo v magistrski
nalogi estrogenost spojine preverili s testom LUMI CELL®ER. Pri analizi rezultatov bomo
upostevali le necitotoksi¢ne koncentracije za celi¢no linijo BG1Luc4E;, dolo¢ene z MTS
testom in vizualno oceno zivosti celic. Rezultate bomo nato primerjali s presejalnim YES

testom za (anti-) estrogeno aktivnost, ki so ga opravili na Katedri za farmacevtsko kemijo.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

Kemikalije in reagenti:

O

O

@)

2M NaOH

17B-estradiol, Sigma-Aldrich

B-nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, reduciran - NADPH, Sigma-Aldrich
acetonitril za HPLC

bidestilirana voda (Milli-Q voda), proizvedena z A10 Advantage in Milli Q, Millipore
bisfenol A diglicidil eter, TCI America

dimetilsulfoksid, 100 % - DMSO, Sigma-Aldrich

Dulbeccova fizioloska raztopina v fosfatnem pufru (ang. Dulbecco's phosphate buffered
saline) - DPBS, Gibco

Eaglovo gojisce, prilagojeno po Dulbecco-u (ang. Dulbecco’s Modification of Eagle's
Medium) — DMEM, Gibco

fetusni goveji serum (ang. Fetal Bovine Serum) - FBS, Gibco

fetusni goveji serum z nizko vsebnostjo hormonov (ang. dextran-coated charcoal treated
fetal bovine serum) - FBS-CS, Biological industries

gentamicinijev sulfat - G418, Biological industries

Hanksova uravnoteZena raztopina soli, 1x - HBSS, Gibco

kalijev dihidrogenfosfat - KH,PO,, Kemika

L-glutamin, Sigma

L-glutation, reduciran — GSH, Sigma-Aldrich

liofiliziran luciferazni substrat, Promega

luciferazni pufer, Promega

lizirna raztopina, 5x, Promega

magnezijev klorid - MgCl,, Sigma-Aldrich

medij Roswell Park Memorial instituta 1640 - RPMI, Sigma-Aldrich

metoksiklor, Sigma-Aldrich

natrijev piruvat, Invitrogen

raztopina penicilin/ streptamicin - (penicilin 5000 1.U, streptamicin 5000pg/ml), Sigma
raztopina triptanskega modrega 0.4 %, Life technologies

reagent MTS, Promega
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o tripsin, 10x, Gibco

Celi¢na linija:

o celi¢na linija humanih celic rakavega jajénika - BG1Luc4E,, Michael S. Denison,
Depatment of Environmental Toxicology, University of California, Davis

Mikrosomi:

o c¢loveski jetrni mikrosomi, Sigma-Aldrich

Citokromi P 450:

o CYP 2C19, Sigma-Aldrich

o CYP 1A2, Sigma-Aldrich

o CYP 3A4, Sigma-Aldrich

o CYP 2E1, Sigma-Aldrich

o CYP 2C9, Sigma-Aldrich

o CYP 2C8, Sigma-Aldrich

Laboratorijska oprema in aparature

o analitska tehtnica AG 245, Mettler Toledo

o centrifuga

o centrifuga Centrifuge 5415 R, Eppendorf

o centrifugirka, 15 in 50 mL, TPP

o mikroepruvete (epice) s pokrovcékom 200 pL in 1.5 mL, Plastibrand

o spektrofotometer, ¢italec mikrotitrskih plos¢ Safire 2, Tecan

o program Magellan, Tecan

o detektor luminescence Synergy N4 Hybrid Multi-Mode Microplate Reader, Biotek
o hemocitometer

o avtomatski Stevec celic Countess, Invitrogen

o celi¢ni inkubator Incusafe, Sanyo

o invertni svetlobni mikroskop Olympus CKX41, Olympus

o krioviala, 2 mL, Fisher Scientific

o komora z laminarnim pretokom zraka - LAF, Iskara Pio

o mikrotiterska plosca z 96 vdolbinicami, TPP

o bela nalepka za mikrotitersko plos¢o, TPP

o veckanalna pipeta e300 (10-300 uL), Kemomed

o avtoklavirani nastavki za polavtomatske pipete 10 uL, 200 pl, 300 ul, 1000 pl
o polavtomatske pipete 0.5-10 pL, 100-1000 pL, Kemomed
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o polavtomatske pipete 2-20 uL, 20-200 uL, 10-100 uL, 100-1000 uL, Gilson

o pH meter MP 220, Mettler Toledo

o elektroda InLab®413, Mettler Toledo

o plastenke za gojenje celi¢nih kultur, 25 cm?, 75 cm? in 150 cm? - (T25, T75, T150), TPP

o pripomocek za pipetiranje Midi Plus, Biohit

o seroloske pipete 5, 10, 25 in 50 mL, TPP

o stresalnik VORTEMP 56, Labnet

o vibracijski stresalnik Combi-Spin, Biosan

o Vviale z vlozki, Agilent Technologies

o zamaski za viale, Agilent Technologies

o hladilnik 4 °C in zamrzovalnik -20 °C, Gorenje

o hladilnik 4 °C in zamrzovalnik -20 °C, Bosch

o zamrzovalna omara -80 °C, Sanyo

o Agilent 1290 Infinity LC, sestavljen iz: razplinjevalca, binarne ¢rpalke, avtomatskega
vzoréevalnika, termostata za kolono in UV-VIS detektorja, Agilent Technologies

o Agilent 6460 Triple Quadropole Jetstream® LC/MS, Agilent Technologies

o Program za obdelavo podatkov MassHunter Workstation B.03.01

o Kromatografska kolona Phenyl Hexyl, Phenomenex

o Sistem za pripravo Mili Q vode 30 L, Millipore

o Steklovina: merilna bucka (100 mL), erlenmajerica (100 mL), merilni valj, lij, steklena
palcka za meSanje, steklena kapalka

o Ostali inventar: spatule, tehtalni ¢olni¢ek, magnet za mesanje, filter papir, Parafilm®M

3.2 IN VITRO PREUCEVANJE METABOLIZMA IN NASTANKA
REAKTIVNIH METABOLITOV

In vitro eksperimentalni modeli, ki izhajajo iz ¢loveskih tkiv, predstavljajo najveckrat
uporabljen sistem za preucevanje metabolizma spojin. Nudijo nam boljSo napovedno
vrednost kot zivalski modeli ter so etiéno manj sporni. Te modele, ki poenostavljeno
posnemajo pogoje v organizmu, delimo na: subceli¢ne, celi¢ne, tkivne in organske. 1zmed
nastetih modelov so subceli¢ne frakcije glavni sistem za in Vvitro preucevanje metabolizma,
saj jih odlikujeta enostavna uporaba in fleksibilnost inkubacijskih pogojev. Med jetrne

subcelicne frakcije spadajo: citosol, S9 frakcija, jetrni homogenat, mitohondriji,
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mikrosomi, rekombinantni encimi, peroksisomi, jedrne frakcije in lizosomi. V
eksperimentalnem delu nase magistrske naloge smo za raziskovanje metabolizma spojine
BADGE uporabili mikrosome in rekombinantne encime (41).

Mikrosomi so glavni model in vitro S$tudij metabolizma. To so membranski vezikli
endoplazemskega retikuluma celic hepatocitov, veliki od 20-200 nm, ki jih izoliramo s
homogenizacijo tkiva in diferencialno ultracentrifugacijo. Vsebujejo tako encime prve kot
tudi druge faze metabolizma (CYP450, epoksid hidrolaze, flavin monooksigenaze (FMO),
esteraze, uridindifosfat glukuronozil transferaze (UGT), amidaze, metiltransferaze in
glutation-S-transferaze). Poleg visoke vsebnosti metabolnih encimov so njihove prednosti
tudi majhna nespecifi¢éna vezava testnih spojin nanje, nizka cena, enostavna uporaba in
ponovljivost rezultatov tudi po njihovem veckratnem zamrzovanju in odtajevanju (41, 42).
Rekombinantni encimi so pridobljeni iz oocitov insektov, ki so bili predhodno transfecirani
z bakulovirosom kot vektorjem za rekombinantni vnos encimov (CYP450), ki se pri
insektih endogeno ne izrazajo. Z njihovo pomocjo lahko, ob dodatku ustreznih kofaktorjev,

preucujemo vpliv posameznega izoencima na metabolizem testne spojine (41).

Kot in vitro test za dolo¢anje reaktivnih metabolitov smo uporabili test zajetja reaktivnih
metabolitov, kjer smo kot lovilni reagent uporabili GSH. GSH je tripeptid, s prosto
sulfhidrilno skupino, ki lahko tvori stabilne konjugate z razli¢nimi spojinami (kinoni,
kinonimini, Michaelovi akceptorji, epoksidi, a,B-nenasi¢enimi karboksilnimi spojinami...)
po mehanizmu substitucije ali nukleofilne adicije. Pri testu smo izvedli inkubacijo testne
spojine skupaj s humanimi jetrnimi mikrosomi (HLM) ali razli¢nimi izoencimi CYP450,
NADPH kot kofaktorjem in eksogeno dodanim GSH (5, 10).

Kot metodo za detekcijo GSH in njegovih konjugatov smo, zaradi visoke obcutljivosti in
selektivnosti, uporabili tekoCinsko kromatografijo sklopljeno s tandemsko masno
spektrometrijo (LC-MS/MS). Prednost metode je zmoznost locitve, detekcije in in
identifikacije metabolitov ob prisotnosti endogenih snovi. Dieckhaus in sodelavci so
dokazali, da ima deprotonirana molekula GSH ali konjugati z GSH skupen fragment pri
m/z 272 (deprotoniran y-glutamil-dehidroalanil-glicin), ki nastane z izgubo H,S iz
molekule GSH. Tako iskanje prekurzorskega iona m/z 272, v negativni ionizaciji,

zagotavlja splosno uporabno tehniko za detekcijo konjugatov z GSH (10).
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3.2.1 Invitro inkubacija s humanimi jetrnimi mikrosomi in rekombinantnimi

CYP izoencimi

a) Priprava fosfatnega pufra

V 100 mL erlenmajerico smo natehtali 680.45 mg KH,PO, (molska masa 136.09 g/mol) in
47.6 mg MgCl, (molska masa 95.21 g/mol), ter dolili 90 mL bidestilerane vode. Na pH
metru smo s pomoc¢jo magnetnega mesala in 2 M NaOH naravnali pH pufra na pH 7.4.
Pred tem smo pH meter umerili z raztopinama s pH 1.5 in 7.0. Nato smo pufer prenesli v
100 mL bucko in z bidestilirano vodo dopolnili do oznake. Za boljSo ¢istost smo pufer
prefiltrirali s podtlakom. Do uporabe smo ga hranili v hladilniku pri 4 °C. Kon¢na

koncentracija KH,POy4 v pufru je znasala 50 mM, koncentracija MgCl, pa 5 mM.

b) Priprava osnovnih raztopin spojine BADGE, GSH in NADPH

Pri pripravi osnovnih raztopin smo upostevali 5 X redCenje v testnih raztopinah, zato smo

osnovne raztopine pripravili v ustrezno visjih koncentracijah. Vse pripravljene raztopine

smo pred nadaljno uporabo dobro premesali na vibracijskem stresalniku.

o Priprava 2.5 mM raztopine spojine BADGE: 1.28 mg BADGE (molska masa 340.42
g/mol) smo raztopili v 1.5 mL DMSO.

o Priprava 25 mM raztopine GSH: 7.7 mg GSH (molska masa 307.3 g/mol) smo raztopili

v 1 mL bidestilirane vode.
o Priprava 5 mM raztopine NADPH: 8 mg NADPH (molska masa 1142.12 g/mol) smo

raztopili v 1.4 mL bidestilirane vode.

c) Priprava testnih raztopin in in vitro inkubacija

Pred pripravo testnih raztopin smo humane jetrne mikrosome in rekombinantne CYP450
izoencime vzeli iz zamrzovalnika (-80 °C) in jih ogreli na sobno temperaturo. V
mikroepruvetah smo pripravili raztopine z razlicno vsebino. Vloga posameznih reagentov

je predstavljena v Preglednici I1.
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Preglednica 1. Reagenti in njihova vloga v in vitro inkubacijskih raztopinah.

Reagent Vloga

Fosfatni pufer s pH 7.4 | Medij reakcije

HLM/CYP450 izoencimi | In vitro testni model

GSH Lovilec reaktivnih metabolitov
NADPH Kofaktor CYP encimov
BADGE Preucevana spojina

Acetonitril Prekinitev reakcije z oboritvijo

encimov

o Testne raztopine s humanimi jetrnimi mikrosomi:

Pripravili smo ve¢ vsebinsko razli¢nih mikroepruvet (epic). Z mikroepruveto, ki je
vsebovala vse zgoraj navedene reagente, sSmo preuc¢evali metabolizem spojine BADGE. V
mikroepruveti brez NADPH smo preucevali kemijsko reaktivnost BADGE z GSH ob
odsotnosti kofaktorja encimov. V mikroepruveti brez GSH pa oksidativni metabolizem
spojine brez nastanka konjugatov z GSH. Slepo raztopino je predstavljala mikroepruveta s
fosfatnim pufrom. Kon¢ne koncentracije reagentov v raztopinah so bile 5 mM GSH, 1 mM
NADPH in 50 uM BADGE. Dodani volumni osnovnih raztopin so prikazani v Preglednici
Il.

Preglednica I11. Volumni 2.5 mM raztopine BADGE, 25 mM raztopine GSH, 5 mM raztopine
NADPH in suspenzije HLM v razli¢nih mikroepruvetah.

Stevilka Volumen | Volumen [ Volumen | Volumen Volumen

mikroepruvete | BADGE | GSH NADPH | mikrosomov | pufra
[nL] [nL] [pL] [pL] [pL]

1 2 20 20 5 55

2 2 20 / 5 75

3 2 / 20 5 75

4 / / / / 100

o Testne raztopine z razliénimi rekombinantnimi CYP450 izoencimi:

Za vsak izoencim smo pripravili 3 mikroepruve. Prva mikroepruveta je vsebovala vse
reagente. Medtem, ko v drugo in tretjo nismo dodali GSH ali NADPH in sta sluzili kot
kontroli. Tudi tukaj je slepo raztopino predstavljal sam fosfatni pufer. Koncne
koncentracije reagentov, po pripravi inkubacijskih raztopin, so bile 5 mM za GSH, 1 mM
za NADPH in 50 uM BADGE. Dodani volumni osnovnih raztopin so prikazani v

Preglednici IV.
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Preglednica IV. Volumni 2.5 mM raztopine BADGE, 25 mM raztopine GSH, 5 mM raztopine
NADPH in rekombinantnih CYP450 izoencimov v razli¢nih mikroepruvetah.

Stevilka Volumen | Volumen [ Volumen | Volumen Volumen
mikroepruvete | BADGE | GSH NADPH | CYP450 pufra
[nL] [nL] [nL] izoencima [nL]
[pL]
1 2 20 20 5 55
2 2 20 / 5 75
3 2 / 20 5 75
4 / / / / 100

Uporabili smo naslednje rekombinantne izoencime: CYP2C19, CYP1A2, CYP3A4,
CYP2EL, CYP2C9

ugotavljali, kateri izoencim ima najpomembnej$o vlogo pri metabolizmu spojine oziroma

in CYP2C8. Pri inkubaciji BADGE z razli¢nimi izoencimi, Smo

tvorbi GSH konjugata.

o Standardna raztopina: Kot standardno raztopino, za umeritev inStrumenta, smo uporabili

raztopino BADGE v metanolu za HPLC, s koncentracijo 5 mg/L.

Najprej smo izvedli predinkubacijo (5 minut, 37 °C in 20 obratov/minuto) v inkubacijskem
stresalniku. To pomeni, da smo raztopine pripravili po protokolu, nismo pa dodali NADPH
v mikroepruvete, kjer je bilo to potrebno. Po 5 minutah smo v mikroepruvete dodali Se 5
mM raztopino NADPH in nadaljevali z enourno inkubacijo pri 37 °C in 20 obratih/minuto.
Po koncu inkubacije smo v vse mikroepruvete dodali 25 pL acetonitrila za HPLC, z
namenom prekinitve reakcije. Nato je sledilo 20 minutno centrifugiranje vzorcev pri 4 °C
in 1300 g. Supernatant smo previdno odpipetirali v 0.5 mL viale z inserti, ki smo jih do
analize z LC-MS/MS hranili v hladilniku pri 4 °C.

3.2.2 Casovno spremljanje reaktivnosti spojine BADGE z GSH

Po zgoraj opisanih postopkih smo pripravili osnovni raztopini BADGE in GSH ter fosfatni
pufer s pH 7.4. Tukaj predhodna inkubacije na stresalniku ni bila potrebna, saj je potekala
kar v viali, v aparaturi LC-MS/MS pri 37 °C. V viali (brez inserta) smo zdruzili 780 pL
fosfatnega pufra in 20 uL BADGE, ter ju dobro premesali. Pred pricetkom merjenja pa
smo dodali Se 200 uLL GSH. Tako je bila konéna koncentracija GSH 5 mM in BADGE 50
uM. Na vsakih 10 minut je avtomatski injektor odvzel vzorec. Reaktivnost spojine in

nastanek potencialnih konjugatov z GSH smo spremljali 120 minut, pri 37 °C.
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3.2.3 Detekcija z metodo LC-MS/MS

Analizo raztopin smo izvedli s tekocinsko kromatografijo sklopljeno s tandemsko masno
spektroskopijo (LC-MS/MS), z uporabo Agilent 1290 Infinity UPLC sistema zdruzenega z
Agilent 6460 trojnimi kvadrupolnim MS/MS analizatorjem, opremeljenim z JetStream™
ionizacijskim izvorom. Kromatografska locba je potekala na koloni Phenyl Hexyl 50 x 3.0
mm Phenomenex (3 um delci), s predkolono Gemini C6-Phenyl (4 x 2.0 mm)
Phenomenex, pri 50 °C. Volumen injiciranja je znasal 1 uL. Vodno mobilno fazo A je
predstavljal 15 mM amonijev acetat v bidestilirani vodi, organsko mobilno fazo B pa
metanol. Separacijo smo izvedli po sistemu gradientnega izpiranja, s katero smo dosegli
krajsi ¢as zadrzevanja mo¢no vezanih komponent na koloni. Hitrost toka mobilnih faz je
bila 0.5 mL/min, z naslednjim gradientom (¢as [min] % B): (0, 3); (0.5, 7); (1.2, 15); (2,
90); (2.1, 50); (2.2, 3).

Kot vir ionizacije smo uporabili negativen ESI (ang. electrospray ionization), kjer je prislo
do nastanka anionov. Nastavitve masnega analizatorja so bile sledede: temperatura
suSilnega plina 275 °C, pretok suSilnega plina 5 L/min, pritisk razprSilnega plina 45 PSI,
temperatura plasénega plina 320 °C, pretok plasénega plina 11 L/min, napetost na kapilari
4000 V, napetost na Sobi 2000 V in deltaEMV 0 V.

Nastanek konjugatov z GSH smo ugotavljali z iskanjem prekurzorskih ionov tipi¢nega
fragmenta GSH, m/z 272, v negativni ionizaciji. Za to¢no doloc¢itev konjugatov smo
uporabili nacin izbranih reakcij prehoda (MRM, ang. multiple reaction monitoring). Pogoji
meritve so predstavljeni v Preglednici V. Za kontrolo inStrumenta, zbiranje rezultatov in
kvantifikacijo rezultatov smo uporabili programsko opremo MassHunter Workstation
software B.03.01.

Preglednica V. Nastavitve masnega spektrometra za nacin opazovanja izbranih reakcij prehoda
(MRM).

MRM Razdelilni Fragmentator Kolizijska
prehod ¢as [ms] [V] energija [eV]
BADGE-GSH 648- 272 50 135 16
konjugat(m/z 648)
Neznan konjugat | 610.7-272 | 50 135 12
(m/z 610,7)

Pri spremljanju reaktivnosti spojine, v odvisnosti od ¢asa, smo zaradi slabega odziva, po 25

minutah inkubacije povecali injekcijski volumen na SuL in povecali elektromagnetno
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valovanje (deltaEMV) na 200 V. Ostali parametri so ostali enaki kot pri analizi
supernatanta inkubacij s HLM ali rekombinantnimi CYP450 izoencimi, z razliko

temperature, ki je bila v tem primeru 37 °C.

3.3 CELICNA LINIJA BG1Luc4E,

Pri testiranju citotoksi¢nosti in estrogenosti BADGE smo uporabili celi¢no linijo
BG1Luc4E; (Slika 8a), ki sta jo razvila Rogers in Denison. Omenjena celi¢na linija je bila
pridobljena iz nesmrtne c¢loveske celi¢ne linije raka jajénika BG-1, ki so jo stabilno
transfecirali z na estrogen odzivnim reporterskim plazmidom pGudLuc?7.ere (Slika 8b) (43,
44, 45).

Na estrogen
odziven element

Bglll

i MMTY
it Hindlll
Ncol

BG1Luc4E; celi¢ni liniji (prirejeno po 43, 46).

Plazmid pGudLuc7.ere vsebuje s$tiri kopije sinteticnega oligonukleotida na katerem se
nahajajo: na estrogen odziven element (ERE), tumorski virusni promotor misje mle¢ne
Zleze (MMTV) in luciferazni gen kresnicke (luc). Celi¢na linija BG-1 v ve¢ji meri izraza
ERa (90 %), ERP pa le v manjsi meri (10 %). Rast teh celic je mo¢no hormonsko odvisna,
saj pri daljsi rasti v mediju brez estrogena odmrejo. Morfolosko gledano celice rastejo v
enem sloju in so poligonalne oblike. Vsebnost citoplazme se med celicami razlikuje, pri
vseh pa je prisotno le eno jedro. Rastejo hitro, saj pride do njihove podvojitve Ze v roku 20
- 24 ur, plato rasti pa dosezejo po 6 dneh gojenja. Pred pri¢etkom testiranja, je za
ohranjanje stabilnosti in neokrnjenosti celi¢ne linije, priporocljivo gojenje zacetnih pasaz v
RPMI 1640 rastnem mediju, v inkubatorju pri standardnih pogojih (37 °C £1°C,90 % +5

% vlaznosti in atmosferi z 5.0 % + 1 % CO;). Celice so med gojenjem stabilne do 30.
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pasaze, kar pomeni da se njihova aktivnost do te pasaze naj ne bi zmanjsala. Celi¢na linija
BG1Luc4E; se na prisotnost estrogene spojine odzove s povecno ekspresijo luciferaznega
reporterskega gena (luc), kar se kaze v sintezi encima luciferaza, ki ga zaznamo z
merjenjem luminescence. Linija je zelo obcutljiva, saj lahko zazna prisotnost E, Ze pri
koncentraciji 0.1 pM (25, 45, 47, 48, 49).

3.3.1 Priprava delovnih raztopin in gojitvenih medijev

Priprava raztopine 1x tripsina:

O

- 5mL 10x tripsina

- 45 mL Hanksove uravnotezene raztopine soli (HBSS)
Pripravljeno raztopino smo shranjevali pri -20°C.
Priprava 1x DPBS:

- 5mL 10x DPBS

- 45 mL strilizirane vode

O

Priprava rastnega medija RPMI 1640:
- 250 mL RPMI medija

(@]

- 2.5 mL 0.9 % raztopina penicilina in streptamicina
- 22 mL 8.0 % raztopina fetalnega govejega seruma
Medij smo shranjevali v hladilniku pri 4°C.

o Priprava DMEM medija brez estrogena (DMEM+):
- 250 mL DMEM medija
- 5mL 1.9 % L-glutamin

- 2.5 mL 0.9 % raztopina penicilina in streptamicina

- 2.5 mL natrijev piruvat
- 12 mL 4.5 % fetusni goveji serum z nizko vsebnostjo hormonov (FBS-CS)
DMEM-+ medij smo shranjevali v hladilniku pri 4°C.

3.3.2 Delo s celi¢no linijo BG1Luc4E,

Celice BG1Luc4E; smo po odmrznitvi sprva gojili v rastnem RPMI 1640 mediju. V tem
mediju smo jih presadili se vsaj dvakrat, oziroma dokler nismo dobili dovolj celic za
izvedbo testa. Za potrebe testiranja smo jih prenesli v DMEM+ medij brez estrogena. Pri
delu s celi¢no linijo sSmo morali zagotoviti asepticne pogoje, zato smo za delo s celicami in

pripravo raztopin vedno uporabljali brezprasno komoro z laminarnim pretokom filtriranega
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zraka, ki smo jo pred pricetkom dela prebrisali s 70 % etanolom. Uporabljen pribor smo
sterilizirali ali prebrisali z etanolom. Med delom smo uporabljali rokavice.

Inkubacija celic je vedno potekala pri standardnih pogojih gojenja. To je pri 37 °C + 1 °C,
90 % + 5 % vlaznosti in atmosferi z 5.0 % + 1 % CO,. Reagente in medije smo pred
vsakim delom s celicami ogreli na priblizno 37 °C. Gojitveno plastenko smo vsakodnevno
spremljali s svetlobnim mikroskopom in si sproti zapisovali morfoloske spremembe na
celicah. Pri 80 % preraScenosti gojitvene plastenke smo celice, po spodaj opisanem

postopku, preselili v ve¢jo. Njihova pasaza se je z vsakim presajanjem povecala za 1.

a) Odmrzovanje celic

Celi¢no linijo, shranjeno v teko¢em dusiku, smo na hitro odtalili s toploto rok in tako
preprecili toksi¢ne u¢inke DMSO v zamrznjenem gojis¢u. Med odtajanjem smo narahlo
odvili pokrovéek krioviale za nemoteno izhajanje nastalih plinov. Odmrznjene celice smo
prenesli v 50 mL centrifugirko, kamor smo dodali Se 20 mL RPMI 1640 rastnega medija in
suspenzijo centrifugirali 8 minut pri 2.400 obratih/minuto oziroma do nastanka celi¢ne
usedline. Supernatant smo zavrgli, celice pa smo resuspendirali v 5 mL RPMI medija.

Celice smo prenesli v plastenko T25, ki smo jo polozili v inkubator s standardnimi pogoji.

b) Presajanje celic v rastnem mediju RPMI 1640

Po 2 - 3 dneh so celice dosegle 80 - 90 % preras¢enost, zato je bila potrebna presaditev v
vecjo plastenko (T75). 1z plastenke T25 smo izsesali RPMI medij in dodali 5 mL 1x DPBS
s katerim smo celice sprali. Po odstranitvi DPBS smo k celicam dodali 1x tripsin.
Gojitveno plastenko smo polozili v inkubator za 5 do 10 minut oziroma do veéinske
odcepitve celic od dna. Tripsin je encim, ki povzro¢i odlepitev celic od podlage, vendar jih
lahko poskuduje, zato Cas tripsinizacije ne sme biti predolg. Odlepljanje smo spremljali z
invertnim mikroskopom. Ko se je vecina celic odlepila, smo v plastenko dodali se 5 mL
1x DPBS in celi¢no suspenzijo prenesli v centrifugirko, kamor smo predhodno odpipetirali
RPMI medij. Da smo zagotovili ¢im manjSo izgubo celic, smo plastenko sprali Se enkrat s
5 mL 1x DPBS. Nato smo pri 2.400 obratih/minuto centrifugirali 8 minut oziroma do
nastanka celi¢ne usedline. Po odstranitvi supernatanta smo celice resuspendirali v 5 mL
RPMI medija. Pred nanosom celic na novo gojitveno plos¢o smo jih presteli na
hemocitometru. Tako smo dobili volumen suspenzije, ki smo ga morali prenesti v novo

plastenko za gojenje.
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Postopek presajanja je bil vedno enak. Razlikovali so se le dodani volumni reagentov in
medija, zaradi razli¢nih velikosti gojitvenih plastenk. Dodatek tripsina v T25 je znasal 1-2
mL, v T75 2 mL in 4 mL v T150. V centrifugirko s celi¢no suspenzijo smo vedno dodali
medij, s katerim smo prekinili delovanje tripsina. Ce smo presajali celice iz T25, smo
dodali 3 mL RPMI, pri T75 5 mL in pri T150 8 mL medija. Ob koncu presajanja smo
celice vedno naselili na novo gojitveno plastenko. Njena velikost in dodatek rastnega
medija sta bila odvisna od celi¢nega Stevila. Celicam na plos¢i T25 smo dodali 5 mL, na
T75 10 mL in na plos¢i T150 20 mL medija RPMI. Med vsakim presajanjem smo celice
presteli na hemocitometru, s ¢imer smo dobili vpogled v hitrost celi¢ne rasti in volumen

celi¢ne suspenzije za prenos v novo gojitveno plastenko.

c) Stetje celic

Med presajanji smo celice steli s hemocitometrom in invertnim svetlobnim mikroskopom.
V mikroepruveti smo pripravili 40 pL triptan modrega barvila, h kateremu smo dodali 10
uL centrifugirane in resuspendirane celi¢ne suspenzije ter dobro premesali na vibracijskem
stresalniku. 10 uL celi¢ne suspenzije s triptan modrim barvilom smo prenesli na
hemocitometer, kjer smo steli le Zive, neobarvane celice. Na hemocitometru je 9
kvadratov, mi smo celice §teli le v Stirih (v zgornjem levem in desnem ter spodnjem levem
in desnem kvadratu). Ce so bile celice na stranici kvadrata, smo §teli le tiste na zgornji in
desni. Volumen 1 kvadrata hemocitometra je 10 mL, redéenje celic v triptan modrem pa

je bilo 5x. Stevilo celic v 1 mL suspenzije smo izra¢unali po spodnji enacbi (Enacha 1).

St. celic/mL = (povpreno §t. celic v kvadratih x 5) /10 (Enacba 1)
povp

Preden smo celice naselili na mikrotitersko plos¢o za test, smo jih presteli z avtomatskim
Stevcem. V mikroepruveto smo odpipeterali 10 pL triptan modrega barvila in 10 pL
celicne suspenzije. 10 pL suspenzije z barvilom smo nanesli na merilno plos¢ico
avtomatskega Stevca. Stevec nam je poleg podatka o Stevilu Zivih celic (Ceelic zagetna), dal
tudi podatek o celotnem Stevilu celic (zive in mrtve) in odstotku njihovega prezivetja. Z
Enacbo 2 smo izracunali zacetni volumen suspenzije celic (Vsuspenzije zatetni), KI SMO ga
morali red¢it do kon¢nega volumna (Vsyspenizije koneni), da SMO dobili suspenzijo s potrebno

koncentracijo celic za test (Ccelic konéna)- PO Enachi 3 pa smo izracunali volumen DMEM+,
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s katerim smo redcili zacetno celi¢no suspenzijo (Vsuspenzije zacetni) 00 koncnega volumna

(Vsuspenzije konéni) .

Ceelic kontna (3t. celic/mL) x Vsuspenzije kon&ni (m L)

= Ccelic zaetna (§t. celic/mL) X Vsuspenzije zacetni (m I—) (Enaéba 2)

Vmedija = Vsuspenzije konéni (m I—) - Vsuspenzije zadetni (m I—) (Enaéba 3)

d) Priprava celic na testiranje

Pred izvedbo testa, smo morali celice presaditi v medij brez estrogena, DMEM+ medij. 1z
gojitvene plastenke smo izsesali medij RPMI in celice sprali z 1x DPBS. 1x DPBS smo
izsesali in dodali 1x tripsin. Celice smo polozili v inkubator za toliko ¢asa, da se jih je
ve¢ina odlepila od podlage. Odlepljanje celic smo spremljali z invertnim svetlobnim
mikroskopom. Ko se je ve€ina celic odcepila, smo dodali 1x DPBS in prenesli suspenzijo v
centrifugirko, kjer pa je bil tokrat DMEM+ medij. Gojitveno plastenko smo ponovno sprali
z 1x DPBS ter ponovno prenesli v centrifugirko. Centrifugirali smo 8 minut pri 2.400
obratih/minuto. Nato smo izsesali supernatant nad skupkom celic in celicam dodali svez
DMEM+ medij. Pri tem smo pazili, da smo razdrli vecje skupke celic in tako dobili
suspenzijo posameznih celic. Po Stetju celic, smo ustrezen volumen celi¢ne suspenzije
prenesli na novo gojitveno plosco in celicam dodali ustreznen volumen medija (glej toc¢ko
b). Za selekcijo celic, ki so izrazale reporterski plazmid, od tistih ki ga niso, smo dodali
gentamicinijev sulfat (G418). Zaradi odmrtja celic, ki reporterskega plazmida niso izrazale,
je bilo medij potrebno po 24 urah zamenjati. Pri ¢emer pa nismo dodali ve¢ gentamicina,
temve¢ sam DMEM-+. Pred naselitvijo na mikrotitersko plos¢o s 96 vdolbinicami, smo

celice ob ustrezni preras¢enosti Se enkrat preselili v DMEM+ mediju.

3.4 UGOTAVLJANJE CITOTOKSICNIH KONCENTRACIJ

Citotoksi¢nost je nastanek celicne poskodbe ali smrti s sprozitvijo imunskega sistema ali
toksi¢ne spojine, Ki ji je celica izpostavljena (8). Tetrazolijeve soli so pogosta, hitra in
enostavna testna metoda za dolocanje celi¢ne zivosti in citotoksi¢nosti spojin. Test temelji
na reduktivni pretvorbi tetrazolijeve soli v obarvan formazan. Prva tetrazolijeva sol na

trziS¢u je bila 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid (MTT), pri kateri je
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pred meritvijo absorbance potrebno raztopiti nastale formazanove kristale. Kasneje je sel
razvoj v smeri tetrazolijevih soli kot sta 2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil-2H-
tetrazolijev-5-karboksanilid) (XTT) in 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)
-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolijeva sol (MTS), ki tvorita vodotopen formazan. Pri obeh je za
boljso obcutljivost potreben se dodatek elektron prenasalnega reagenta kot so menadion,
fenazin metosulfat (PMS) ali fenazin etosulfat (PES). Vendar tudi pri XTT niso odpravili
vseh slabosti zaradi omejene topnosti in stabilnost, kar zahteva pripravo sveze raztopine
pred vsakim testom. MTS tetrazolijeva sol ali Ownov reagent teh slabosti nima, saj
raztopina ostane stabilna ve¢ mesecev, kar omogoca veckratno uporabo za $tevilne teste. V
testih se uporablja v kombinaciji z elektron prenasalnim reagentom PES. Po izpostavitvi
metabolno aktivnim celicam, ki z encimom dehidrogenazo tvorijo NADPH, pride do
prenosa elektronov na PES. Reduciran PES pa direktno reducira MTS do vodotopnega,
vijoli¢no obarvanega formazana (Slika 9), katerega absorbanco posnamemo pri 490 nm,

kar direktno iz testne mikrotiterske plosce (50, 51, 52).

OCH,COOH SOy OCH,COOH S0;
C\(/N"N’O/ @YN\N/Q/

NfN\®<S CH, ———/——== NEN\H S CH,
L <L

CHs, N CH,
MTS FORMAZAN

Slika 9. Struktura MTS reagenta in njegovega obarvanega produkta, formazana, ki nastane v
metaboli¢no aktivnih celicah (52).

V magistrski nalogi smo za dolocitev citotoksi¢nih koncentracij spojine BADGE uporabili
testni protokol CellTiter 96°Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega), ki
je kolorimetricna metoda za doloCanje Stevila aktivnih celic v testu njihove rasti ali
citotoksi¢nosti spojine. Reagent vsebuje tetrazolijevo sol MTS in elektron prenasalni
reagent PES, ki ima hkrati tudi vlogo kemicnega stabilizatorja, kar omogoca da skupaj
tvorita stabilno raztopino, obstojno ve¢ mesecev. Test odlikujeta enostavna uporaba in
priro¢nost, saj sta ze pripravljena v obliki enega reagenta, ki ga shranjujemo pri -20°C.
Paziti moramo le, da regenta neposredno ne izpostavimo svetlobi, saj lahko to povzroci

povisano absorbanco ozadja (52).
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3.4.1 MTS test

a) Naselitev celic na mikrotitersko plosco

Pred naselitvijo celic v vdolbinice mikrotiterske plos¢e, smo celice presteli z avtomatskim
Steveem, ki nam je dal podatek o zacetni koncentraciji celic v suspenziji. Nato smo po
Enachi 2 in Enacbi 3 izraCunali volumen DMEM+ medija, ki smo ga dodali k zacetnemu
volumnu suspenzije, da smo dobili, za test potrebno, koncentracijo 50,000 celic/mL. V
vsaki vdolbinici smo potrebovali 10,000 celic, ki smo jih na plos¢o nanesli z vec¢kanalno
pipeto po 200 pL. V vdolbinice, namenjene slepemu vzorcu, celic nismo nanesli.
Gojitveno plos¢o smo nato polozili v inkubator za 24 ur, s 37 °C in atmosfero s 5 % CO,.

V tem cCasu so celice prerasle dno vdolbinic.

b) Priprava zacetnih raztopin
o BADGE zacetna raztopina: Raztopino s koncentracijo 10 mg/mL smo pripravili v 100
% DMSO.

o Redéenje raztopin BADGE v DMSQO: Red¢enje raztopin je potekalo v razmerju 1 : 2.

200 puL mikroepruvete smo predhodno oznadili od C; - C11 (namesto C; smo uporabili
kar mikroepruveto z zacetno raztopino), ter redcili tako, da smo iz predhodne

mikroepruvete v naslednjo prenesli 10 pL in ji dodali 10 nL 100 % DMSO.

¢) Priprava testnih raztopin
Pripravili smo jih s 100-kratnim redéenjem v DMEM+ mediju. 1z zacetnih raztopin smo

prenesli 6 puL in jim dodali 594 uL. medija (Preglednica V1).

Preglednica V1. Koncentracije BADGE testnih raztopin za MTS test.

Mikroepruveta | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Koncentracija 100 [50 [25 |12.5 (6.25(3.13 [1.56 [0.78 [0.39 | 0.19 | 0.01
[ng/mL]

o Priprava raztopine 1 % DMSO v DMEM+ mediju: K 40 uL 100 % DMSO smo dodali

3960 pL DMEM+ medija in vsebino premesali. Ta raztopina je pri testu sluzila za

kontrolo in slepi vzorec.
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d) Tretiranje celic

Celice na mikrotiterski plos¢i smo po 24 urni inkubaciji vzeli iz inkubatorja in jih
pregledali pod mikroskopom. Preden smo k celicam dodali pripravljene raztopine, smo z
reverznim pipetiranjem odsesali medij in pri tem pazili, da celic nismo poSkodovali. V 5
vdolbinic, kjer celice niso bile naseljene, smo nanesli 1 % DMSO v DMEM+ mediju, kjer
je raztopina sluzila kot slepi vzorec. Enako raztopino smo nanesli e v vdolbinice s
celicami, Kjer je imela raztopina vlogo negativne kontrole. Nato smo nanesli v vdolbinice s
celicami Se po 100 uL vsake posamezne koncentracije. Vsako koncentracijo, in kontrolo
smo nanesli v 5 vdolbinic. Mikrotitersko plos¢o smo nato polozili v inkubator do

naslednjega dne, za priblizno 24 ur.

e) Dodatek MTS reagenta

Ker MTS reagent shranjujemo pri -20 °C, smo ga morali uro pred izvedbo testa vzeti iz
zamrzovalnika, da se je ogrel na sobno temeperaturo. Zaradi svetlobne obcutljivosti Smo ga
zaS¢itili z aluminijasto folijo. Pred nanosom reagenta smo vizualno ocenili viabilnost celic
in si zapisali morebitne nepravilnosti, da smo jih lahko kasneje upostevali pri vrednotenju
rezultatov. Nato smo pri ugasnjeni Iuc¢i v vdolbinice s testnimi raztopinami, slepim
vzorcem in kontrolo dodali 20 pL MTS ragenta. Po nanosu ragenta smo celotno plo$¢o
zavili v aluminijasto folijo in jo polozili v inkubator za 2 uri. Po kon¢ani inkubaciji, smo v
vsaki vdolbinici, s spektrofotometrom izmerili absorbanco pri 490 nm. Rezultate smo
prenesli v Excel-ov dokument, kjer smo jih ustrezno obdelali. Absorbanco slepe raztopine

smo odsteli od vrednosti absorbanc testne spojine in kontrole.

3.5 DOLOCANJE ESTROGENE AKTIVNOSTI

Za dologanje estrogene aktivnosti smo uporabili metodo LUMI CELL*ER (BG1Luc ER
transaktivacijska testna metoda — BGlLuc ER TA), ki je bila validirana s strani
Nacionalnega toksikoloskega programa (NTP) Medagencijskega centra za oceno
alternativnih toksikoloskih metod (NICEATM) in s strani Medagencijskega usklajevalnega
odbora za validacijo alternativnih metod (ICCVAM). V letu 2012 pa jo je sprejela se
Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj (OECD), kot metodo za prepoznavanje
spojin z agonisti¢no in antagonisticno aktivnostjo na estrogenskih receptorjih (25). Test

uvrs¢amo med teste z reporterskim genom, ki se izvaja na transfeciranih celicah
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BG1Luc4E,. Ob vezavi estrogene spojine na ER (ERa in ERp), nastane kompleks med
ligandom in receptorjem, ki se po prehodu v jedro veze na estrogen odziven element (ERE)
na DNK, kar sproZi transkripcijo reporterskega gena (luc). Le-ta se nato izrazi v produkciji
encima luciferaze, katerega aktivnost lahko izmerimo po dodatku ustreznega luciferaznega
substrata (luciferin). Luminescenco, ki je posledica aktivnosti encima (Slika 10),
detektiramo z luminometrom in programsko opremo. Pri testu na mikrotiterski plosci je
emisija svetlobe podana v relativnih svetlobnih enotah (RLU) za posamezno vdolbinico
(43).

HO S N COOH Encim luciferaza -0 S o~
UNHS:( +ATP + 0, N ST + AMP + PP, + CO,, + Luminescenca

M92+

Luciferin Oksiluciferin

Slika 10. Bioluminescenéna reakcija, katalizirana s strani encima luciferaza (53).

Metoda je primerna za spojine, ki so popolnoma topne v uporabljenem topilu. V nasem
primeru je bil to 100 % DMSO, katerega prisotnost v kon¢nih testnih raztopinah sme
zna$ati najve¢ 1 %. Testne koncentracije ne smejo izkazovati citotoksi¢nih ucinkov, kar
pomeni, da mora biti odstotek prezivetja celic ve¢ji od 80 %. Zato smo pred izvedbo testa

dolocili prezivetje celic z MTS testom, kot tudi z vizualno oceno zivosti celic.

Pri metodi LUMI CELL®ER smo izvedli dva razli¢na testa: test iskanja obmodja
koncentracij (ang. range finder) in celostni testa (ang. comprehensive test). Test iskanja
obmocij sluzi za dolocitev zaCetne koncentracije in reZima redcenja, ki ju upoStevamo pri
celostnem testu. Na izbiro imamo dva rezima red¢enja, redCenje v razmerju 1 : 2, ki zajema
3.5 logaritemske razrede, in red¢enje v razmerju 1 : 5, s katerim zajamemo 7.5
logaritemskih razredov. Prvi nacin redéenja (1 : 2) uporabimo takrat, ko je spojina
negativna za agonisti¢no aktivnost, ¢e so visje koncentracije citotoksi¢ne ali ko s tremi
velikostnimi razredi zajamemo celotno obmoc¢je odzivov. Drugi nacin red¢enja (1 : 5) pa
uporabimo, ko z red¢enjem 1 : 2 ne zajamemo vseh odzivov in ko spojina izkazuje bifazni
koncentracijski odziv. Pri testu iskanja obmocja celice tretiramo s 7 razlicnimi
koncentracijami testne spojine (red¢ene v razmerju 1 : 10), 4 razlicnimi koncentracijami
referen¢nega standarda E, ter z 1 % DMSO v mediju, ki sluzi kot negativna kontrola

podlage. Pri celostnem testu, s katerim ovrednotimo agonisti¢no aktivnost spojine na ER,
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uporabimo 11 razli¢nih koncentracij testne spojine, red¢ene v razmerju, ki ga dolo¢imo z
testom iskanja obmocij. Poleg tega pa celice tretiramo Se z 11 koncentracijami
referen¢nega standarda E,, 1 % DMSO v mediju in metoksiklorom, ki sluzi kot pozitivna
kontrola. Metoksiklor je namre¢ pesticid, s Sibkim agonistiénim delovanjem na ER. Z
negativno kontrolo preverimo obseg transkripcijske aktivnosti ob odsotnosti referenénega
standarda, Sibke pozitivne kontrole in testne spojine. Izratunano povprecno vrednost RLU
za negativno kontrolo odstejemo od RLU vrednosti za referen¢ni standard, pozitivno

kontrolo in testno substanco.

3.5.1 Test LUMI-CELL®ER

a) Naselitev celic na mikrotitersko plosco

Celice smo pred naselitvijo na mikrotitersko plo$¢o najprej presteli z avtomatskim Stevcem
celic, da smo dobili zacetno koncentracijo celic v suspenziji. S pomoc¢jo Enach 2 in 3 smo
izraunali volumen DMEM+ medija, ki smo ga dodali k zaCetnemu volumnu suspenzije,
da smo dobili testno koncentracijo 200,000 celic/mL. V vsako vdolbinico smo z
veckanalno pipeto nanesli 40,000 celic. Mikrotitersko plos¢o z nasejenimi celicami smo
polozili za 24 ur v inkubator s 37 °C in atmosfero s 5 % CO,. V tem c¢asu S0 se celice

pricvrstile in prerasle dno vdolbinic.

b) Priprava osnovnih raztopin in reagentov

Pri pripravi smo raztopine vedno dobro premesali z vibracijskim stresalnikom. Kot topilo
smo uporabili 100 % DMSO, ki so ga vse kon¢ne testne raztopine vsebovale najve¢ 1 %,
saj vi§ja koncentracijska vsebnost ni primerna zaradi njegovega citotoksi¢nega delovanja.

Za vsako ponovitev testa smo pripravili sveZe raztopine.

o Priprava izhodne raztopine E, s koncentracijo 1.0 x 10% pg/mL: Raztopino s

koncentracijo 10 mg/mL v 100 % DMSO smo trikrat red¢ili v razmerju 1 : 100, prav
tako s 100 % DMSO. Tako smo dobili kon¢no raztopino E; s koncentracijo 1.0 x 107
ug/mL. Ta raztopina nam je sluZila kot izhodna raztopina za pripravo testnih raztopin
referen¢nega standarda pri testu iskanja obmocja koncentracij in celostnem testu.

o Priprava DMSO kontrole: K 10 uL 100 % DMSO smo dodali 990 uLL. DMEM+ medija

ter dobro premesali. Dobili smo raztopino z 1 % DMSO v mediju DMEM+.
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o Priprava 1x lizirne raztopine: Raztopino smo pripravili z red¢enjem 5x lizirne raztopine.

Najprej smo 5x lizirno raztopino ogreli na sobno temperaturo, saj je sicer shranjena pri -
20 °C. Nato smo v centrifugirko odpipetirali 6 mL te raztopine, dodali $¢ 24 mL
deionizirane vode in premeSali. Preostanek pripravljene raztopine smo shranili v
zamrzovalniku pri -20 °C.

o Priprava luciferaznega reagenta: Luciferazni reagent smo pripravili z zdruzitvijo

liofiliziranega luciferaznega substrata in luciferaznega pufa, ki sta bila shranjene pri -70
°C, zato smo pred pripravo reagenta najprej obe sestavini ogreli na sobno temperaturo.
Zaradi obcutljivost na svetlobo smo ju zavili v aluminijasto folijo in polozili v temen
prostor. Pri ugasnjeni luc¢i smo prenesli 10 mL luciferaznega pufra k luciferaznemu
substratu in nezno pomesali. Do nanosa na mikrotitersko plos¢o smo reagent hranili na

temnem. Preostanek pripravljenega reagent smo shranili v zamrzovalniku pri -20 °C.

c) Priprava raztopin za test iskanja obmo¢ij koncentracij

o Priprava raztopin referencnega standarda E,: Raztopino E, s koncentracijo 1.0 x 107

ug/mL smo red¢ili s 100 % DMSO, najprej enkrat v razmerju 1 : 2, nato pa $e trikrat v
razmerju 1 : 4.V stiri 1.5 mL mikoepruvete, kamor smo predhodno odpipetirali 600 puL
DMEM+ medija, smo prenesli po 6 pL red¢enih raztopin. Dobili smo raztopine s
koncentracijami: 5.00 x 10, 1.25 x 10°, 3.13 x 10° in 7.83 x 10 ug/mL.

o Priprava testnih raztopin spojine BADGE: Najprej smo pripravili izhodno raztopino, s

koncentracijo 10 mg/mL v 100 % DMSO. Nato smo v 200 uL mikroepruvetah, izhodno
raztopino Sestkrat zapored red¢ili, v razmerju 1 : 10. V sedem 1.5 mL mikroepruvet smo
odpipetirali 600 puL. DMEM+ medija in mu dodali po 6 puL predhodno red¢enih
raztopin. Dobili smo raztopine s koncentracijami: 1.00 x 102 1.00 x 10%, 1.00 x 10°,
1.00 x 10, 1.00 x 10, 1.00 x 10 in 1.00 x 10 pg/mL.

d) Priprava raztopin za celostni test

o Priprava raztopine metoksiklora: Z red¢enjem v 100 % DMSO smo najprej pripravili

raztopino s koncentracijo 10 mg/mL. 94 uL te raztopine smo nato prenesli k 2.906 mL
100 % DMSO. 10 uL te raztopine (s koncentracijo 313 pug/mL) smo prenesli k 990 uL
medija DMEM+. Dobili smo testno raztopino s koncentracijo 3.13 pg/mL.

o Priprava raztopin referencnega standarda E,: Osnovno pripravljeno raztopino E; s
koncentracijo 1.0 x 10 pg/mL smo desetkrat zapored redgili s 100 % DMSO, v 200 pL
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mikroepruvetah, v razmerju 1 : 2. V enajst 1.5 mL epruvet smo odpipetirali 990 pL
medija DMEM+, ki smo mu dodali po 10 pL osnovne raztopine in deset predhodno
redGenih raztopin. Dobili smo raztopine s koncentracijami: 1.00x 10, 5.00 x 10, 2.5 x
10, 1.25x 10, 6.25 x 10°®,3.13 x 10®, 1.56 x 10, 7.83 x 107, 3.92 x 107, 1.95 x 10"/
in9.78 x 10® ug/mL.

o Priprava testnih raztopin spojine BADGE: Na podlagi testa iskanja obmocij

koncentracij smo dolo¢ili red¢itveni rezim v razmerju 1 : 5. Izhodno raztopino BADGE,
s koncentracijo 10 mg/mL, smo red¢ili v 100 % DMSO, v razmerju 1 : 5, desetkrat
zapored. V enajst 1.5 mL epruvet smo predhodno odpipetirali 800 uL. medija DMEM+
in vanje dodali 8 pL vsebine iz izhodne raztopine in predhodno red¢enih raztopin v
DMSO. Dobili smo raztopine s koncentracijami: 1.00 x 10% 2.00 x 10*, 4.00 x 10°, 8.00
x 10, 1.60 x 107, 3.20 x 10, 6.40 x 10, 1.28 x 10°%, 2.56 x 10, 5.12 x 10® in 1.02 X
10° pg/mL.

e) Tretiranje celic

Celice na mikrotiterski plos¢i smo po 24 urni inkubaciji v mediju vzeli iz inkubatorja in jih
pregledali pod mikroskopom. Pri pregledu smo bili pozorni predvsem na enakomerno
preraséenost celic v vdolbinici. Preden smo k celicam dodali pripravljene raztopine, smo z
reverznim pipetiranjem odstranili medij in pri tem pazili, da celic nismo poskodovali. Za
test iskanja obmocja smo na mikrotitersko plosc¢o, v duplikatih, nanesli 4 pripravljene
koncentracije referencnega standarda E; in 7 koncentracij testne spojine. Kontrolo 1 %
DMSO v mediju smo nanesli v $tiri vdolbinice. Pri celostnem testu smo v vdolbinice
nanesli 11 razli¢nih koncentracij E; v duplikatih, in 11 koncentracij BADGE v triplikatih.
Kontrolo z 1 % DMSO v mediju smo nanesli v $tiri vdolbinice, prav tako smo nanesli v
stiri vdolbinice tudi pozitivno kontrolo metoksiklor s koncentracijo 3.13 pg/mL. Pri obeh
testih smo plosco s tretiranimi celicami postavili v inkubator s standardnimi pogoji za 24

ur. V tem cCasu je priSlo do maksimalne indukcije encima luciferaze.

) Vizualna ocena zivosti celic

Po 24 urni inkubaciji celic z raztopinami, smo mikrotitersko plosco vzeli iz inkubatorja. Iz
vdolbinic smo z reverznim pipetiranjem odstranili raztopine in vdolbinice dodatno sprali z
1x DPBS. Z invertnim svetlobnim mikroskopom smo naredili vizualni pregled celic in

ocenili njihovo Zivost. Zivost celic smo ovrednotili z ocenami od 1 do 4 ter z oznako P.
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Ocena s stevilko 1 opisuje celice z normalno celicno morfologijo in gostoto (vsaj 80 %).
Pod oceno 2 smo uvrstili celice z spremenjeno celiéno morfologijo in malo zmanj$ano
gostoto (60-80 %), medtem ko smo pod oceno 3 uvrstili celice s spremenjeno morfologijo
in zelo zmanj$ano gostoto (40-60 %). Pri oceni s Stevilko 4 celic skoraj ni, ali pa jih je zelo
malo. Oznaka P pa opisuje prisotnost preciptatov med celicami.

Pri pregledu celic tretiranih z raztopinami spojine BADGE, smo ugotovili, da ima
koncentracija 1.00 x 10> pg/mL toksi¢ne u¢inke na celice, zato smo Zivost celic pri te]
koncentraciji ocenili s 4. Citotoksi¢nost te koncentracije smo dokazali tudi pri MTS testu.
Pri ostalih koncentracijah nismo zaznali spremenjene morfologije celic, zmanjsane gostote

ali prisotnosti preciptatov.

g) Liza celic

Pred zacetkom testa smo na spodnjo stran mikrotiterske ploSce nalepili belo nalepko,
katere vloga je bila povecanje ucinkovitosti luminometra. Za lizo celic smo v vsako
vdolbinico dodali 50 pL pripravljene 1x lizirne raztopine in nato nezno, s kroZzenjem,
mikrotitersko plosco stresali priblizno 1 minuto. S tem smo celice pripravili na merjenje

luminescence.

h) Merjenje luminescence

Luminescenco smo merili v obmoé¢ju od 300 do 650 nm z uporabo injekcijskega
luminometra in programsko opremo, s katero smo nadzorovali injekcijski volumen in
merilni interval. Pred prietkom nanosa reagenta smo v prostoru ugasnili luc¢i, zaradi
svetlobne obcutljivosti reagenta. V vsako vdolbinico smo nanesli 50 pL luciferaznega
reagenta, nato pa smo ploS¢o polozili v luminometer. Luminescenco smo merili pri ¢asu
stresanja 5 sekund, intervalnem ¢asu 1 sekunde in obcutljivosti 180.

Emitirano svetlobo smo podali v RLU za posamezno vdolbinico. Podatke iz luminometra
smo nato prenesli v Excel-ovo predlogo, kjer smo jih ustrezno obdelali. Luminescenco
ozadja (povpreéne RLU vrednosti DMSO kontrole) smo odsteli od ostalih vdolbinic z
referencnim standardom, pozitivno kontrolo in raztopinami s preucevano spojino. Najvisje
RLU vrednosti referen¢nega standarda E, smo prilagodili in normalizerali na 10,000 RLU,

¢emur smo nato prilagodili $e odzive ostalih raztopin.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 IN VITRO PREUCEVANJE METABOLIZMA IN NASTANKA
REAKTIVNIH METABOLITOV

4.1.1 Inkubacija s humanimi jetrnimi mikrosomi

Med razvojem LC-MS/MS metode za detekcijo BADGE in konjugatov z GSH smo
uporabili razli¢ne separacijske kolone (Kinetex 50 x 2.1 mm, Phenomenex; Kinetex 30 X
2.1 mm, Phenomenex; Hilic kolona, Phenomenex; Phenyl Hexyl 50 x 3 mm, Phenomenex;
in Kinetex Pentafluorophenyl kolona, Phenomenex), mobilne faze (0.1 % formié¢na Kislina
(A) in MeOH (B); 15 mM amonijev acetat (A) in MeOH (B); 15 mM amonijev acetat (A)
in 98 % acetonitril (B); 0.1 % formicna kislina (A) in 98 % acetonitril (B); 15 mM
amonijev acetat (A) in MeOH(B)) in razlicne nacine ionizacije (pozitiven in negativen
ESI- ang. electrospray ionization). Najboljso lo¢bo smo dosegli s kolono Phenyl Hexyl 50
x 3 mm in mobilno fazo sestavljeno iz 15 mM amonijevega acetata (A) in MeOH (B). Za
ionizacije smo uporabili negativni nacin, kjer je prislo do nastanka anionov in tipi¢nega
fragmenta GSH, m/z 272. Spojine BADGE nam ni uspelo detektirati, najverjetneje zaradi
slabe ionizacije, saj spojina v strukturi nima ionizirajocih skupin (glej Slika 4). Ob iskanju
prekurzorskih ionov fragmenta m/z 272 smo zaznali nastanek dveh [M-H] ionov, m/z 648
in m/z 610.7. Spojina z m/z 648 prestavlja konjugat spojine BADGE z GSH, z obema
odprtima epoksidnima obro¢ema ter molsko maso 649 g/mol. Druge spojine, z m/z 610.7,
nam ni upelo popolnoma pojasniti, vendar gre najverjetneje za GSH dimer, z molsko maso
612 g /mol. Ob inkubaciji spojine z razli¢nimi rekombinantnimi CYP450 izoencimi, smo
ugotovili, da v primerjavi s slepim vzorcem (fosfatni pufer), posamezni izoencimi ne dajo
bistveno vi§jih odzivov (glej 4.1.2), kar nakazuje, da te encimi ne Kkatalizirajo nastanka
detektiranih konjugatov z GSH. Vendar, ker smo v inkubacijskih raztopinah z mikrosomi
hoteli imeti primerjalni in vitro sistem, smo zato naklju¢no izbrali izoencim CYP1A2.
Slepo raztopino je predstavljal fosfatni pufer. Naredili smo dve neodvisni paraleli, ki sta
nam podali med seboj primerljive rezultate. Na spodnjih slikah (Slika 11 in Slika 13) so

prikazana povpre¢ja odzivov obeh ponovitev za obe spojini.
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a) Spremljanje nastanka spojine z m/z 648

Povpredje odzivov za spojino z m/z 648
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Slika 11. Rezultati detekcije spojine z m/z 648 v razli¢nih inkubacijskih raztopinah. Vrednosti so
predstavljene v obliki povpre¢ja = SD odzivov, posnetih z LC-MS/MS metodo v negativni
ionizaciji.

Na Sliki 11 vidimo bistveno ve¢ji odziv v raztopinah, kjer smo kot in vitro model uporabili
mikrosome. Najvecji odzivi so bili detektirani v raztopinah, kjer smo BADGE inkubirali
skupaj s HLM, GSH in NADPH. Njihova povpre¢na vrednost je znaSala 15858. Do
nekoliko nizjih odzivov (v povprecju 12151) pa je priSlo v raztopinah brez dodanega
NADPH. V raztopinah s primerjalnim in vitro modelom, izoencimom CYP1Az2, pa so bili
odzivi vseh raztopin bistveno manjsi. Pri CYP1A2 velikih razlik, v raztopinah z dodanim
kofaktorjem NADPH, v primerjavi z raztopinami brez dodanega NADPH, ni bilo opaziti.
Povprec¢na vrednost odzivov v raztopinah s kofaktorjem NADPH je tako znasala 1683, v
raztopinah brez kofaktorja pa je bil povprecen odziv 1760. Pri raztopinah obeh in vitro
testnih modelov, mikrosomov in izoencima CYP1A2, kjer GSH eksogeno nismo dodali, je
bil odziv nizek. Pri mikrosmih je bilo povprecje odzivov tako le 396, pri izoencimu
CYP1AZ2 pa 444.

Na podlagi zgornjih rezultatov, prikazanih na Sliki 11, sklepamo da je nastanek spojine z
m/z 648 posledica encimsko Kkatalizirane reakcije. Na encimsko katalizo kaze predvsem
velika razlika v odzivih med obema in vitro testnima modeloma, saj je bil odziv v
raztopinah z mikrosomi bistveno vi$ji, kot v inkubacijskih raztopinah z rekombinantnim

izoencimom CYP1A2. Encima z najpomembnejSo vlogo pri metaboli¢ni pretvorbi spojine,
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nam ni uspelo dolo¢iti, saj mikrosomi vsebujejo Sirok nabor encimov, tako prve kot tudi
druge faze (41). Z inkubacijo spojine BADGE ob prisotnosti razli¢énih rekombinantnih
CYP450 izoencimov (glej 4.1.2), pa smo dokazali, da nobeden izmed testiranih
izoencimov, nima bistvene vloge pri tvorbi detektirane spojine.

Prav tako lahko zaklju¢imo, da je nastala spojina produkt reakcije med spojino BADGE in
eksogeno dodanim GSH, saj so odzivi v raztopinah brez dodanega GSH bistveno nizji od
odzivov raztopin z dodanim GSH.

Poleg zgoraj omenjenih razlogov pa encimski nastanek spojine z m/z 648 nakazuje tudi
primerjava odzivov zgornjih rezultatov, prikazanih na Sliki 11, in rezultatov na Sliki 15,
kjer smo spremljali ¢asovno reaktivnost same spojine BADGE z GSH (glej 4.1.3), v
odsotnosti encimov. V inkubacijskih raztopinah z mikrosomi je po samo 1 urni inkubaciji

nastalo kar desetkrat ve¢ spojine, kot po 20 urni inkubaciji brez prisotnosti encimov.

Na podlagi molske mase spojine (649 g/mol), ki ji ustreza molekulska formula spojine z
monohidroksilnima skupinama na epoksidnih mestih, konjugirana z molekulo GSH (Slika
12), sklepamo da je najverjetneje potekla redukcija obeh epoksidnih obroéev. To podpira
tudi dejstvo, da je ve¢ konjugata nastalo v raztopinah z dodanim kofaktorjem encimov
NADPH, ki ima reducirajoce lastnosti (12). Vendar nam to¢nega mehanizma te pretvorbe
ni uspelo razjasniti.

OH

e
VAR

oo Ty

Slika 12. Strukturna formula spojine z m/z 648 in molsko maso 649 g/mol.

HO

Potek in vitro redukcije, ob prisotnosti razli¢nih sesalskih celic so dokazali tudi v Studiji, ki
so jo izvedli Fleck in sodelavci. V §tudiji so namre¢ raziskovali metabolizem spojine
alterotoksina I, ki se nahaja v glivah rodu Alternia. Spojina v strukturi vsebuje epoksidno
skupino, za katero so dokazali, da se ob prisotnosti razli¢nih sesalskih celic, Caco-2 (celice
Cloveskega kolorektalnega adenokarcinoma), HCT-116 (celice ¢loveskega raka debelega

Crevesa), HepG2 (celice c¢loveSskega jetrnega karcinoma) in V79 (fibroblasti pljué
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kitajskega hrcka), lahko reducira do monohidroksilne skupine. To¢nega molekularnega

mehanizma te redukcijske pretvorbe pa jim tudi v $tudiji ni uspelo razresiti (54).

b) Spremljanje nastanka spojine z m/z 610.7

Povpredje odzivov za spojino z m/z 610.7
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Slika 13. Rezultati detekcije spojine z m/z 610.7 v razli¢nih inkubacijskih raztopinah. Vrednosti so
prefista_\fl_jene v obliki povpre¢ja = SD odzivov, posnetih z LC-MS/MS metodo v negativni
ionizaciji.

Na Sliki 13, ki prikazuje odzive spojine z m/z 610.7, v razli¢nih inkubacijskih raztopinah,
lahko vidimo, da je prislo do vi$jih odzivov ob prisotnosti rekombinantnega izoencima
CYP1AZ2. Najvisji odziv so dale raztopine z vsemi reagenti in je v povpre¢ju znasal 4636.
Zelo podoben odziv smo dobili tudi v raztopini brez dodanega NADPH, Kkjer je bil
povprecen odziv 4310. Raztopine z mikrosomi so dale v primerjavi s CYP1A2 raztopinami
nekoliko nizje odzive. Na Sliki 13 lahko vidimo, da je ve¢ spojine nastalo v mikrosomskih
raztopinah brez NADPH, kjer je bil povprecen odziv 3329, v primerjavi z raztopino z

vsemi reagenti, Kjer je bil odziv v povpre¢ju 2095.

Iz rezultatov na Sliki 13 lahko sklepamo, da je spojina z m/z 610.7, posledica reakcije, Ki ni
vodena encimsko. To¢ne strukture te spojine nam ni uspelo dokon¢no razjasniti, vendar
rezultati nakazujejo, da bi lahko Slo za GSH dimer. Molska masa dimera GSH namre¢
znasa 612 g/mol, ki ustreza [M-H] ionu z m/z 611 (55). Z zaokrozitvijo m/z 610.7 na m/z
611 ter upostevanjem morebitne masne napake LC-MS/MS metode, pa bi lahko prisli do
zakljucka, da je detektirana spojina dimer dveh molekul GSH (Slika 14). Za GSH dimer je
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bilo namre¢ Ze ugotovljeno, da lahko v in vitro pogojih spontano nastane (55), kar smo
dokazali tudi mi pri spremljanju reaktivnosti spojine BADGE z GSH (Slika 16), v
odsotnosti encimov. Poleg tega je ve¢ konjugata nastalo v raztopinah, kjer se je manj GSH
porabilo za tvorbo konjugata z m/z 648, in ga je bilo tako ve¢ na voljo za domnevno
dimerizacijo.

OH
S

HO. _O HoN
o]
HoN
o]
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=

OH
Slika 14. Strukturna formula spojine z m/z 610.7 in z molsko maso 612 g/mol.

Vendar kljub temu, da rezultati in dosedanje ugotovitve v raziskavah (55) nakazujejo, da
gre za dimer GSH, vseeno za dokon¢no potrditev priporo¢amo nadaljne analize. Inkubacije
bi tako morali izvesti pri vi§jih volumnih, kar nam bi omogocilo lazjo izolacijo in kemijske

analize za potrditev strukture.

Metabolizem spojine BADGE $e danes velja za precej neraziskano podrocje, saj je bila do
sedaj opravljena zgolj ena podrobna Studija na to temo. Leta 1981 je Climie s sodelavci
preuceval metabolizem [**C]BADGE na misih, kjer so ugotovili, da je glavna pot
metabolizma hidroliza, ki vodi do nastanka bis-diola. Le-ta lahko potece tako encimsko z
epoksidno hidrolazo kot tudi neencimsko, z nadaljno dealkilacijo do gliceraldehida. Poleg
tega je bila ugotovljena tudi direktna oksidacija do mutagenega glicidaldehida (33, 34). O
prisotnosti hidroliziranih derivatov BADGE v urinu, pa so porocali tudi v raziskavi, ki so

jo izvedli Wang in sodelavci (36).

Pri nasi Studiji smo med razvojem metode opazili povecan nastanek dveh spojin, spojine z
m/z 648 ter spojine z m/z 610.7. Strukturo prve nam je uspelo pojasniti in gre za konjugat
spojine BADGE z GSH, z monohidroksilnima skupinama na epoksidnih mestih. Nastanek
spojine je bil v veCjem obsegu najverjetneje posledica encimske katalize, natancneje
encimske redukcije, vendar nam to¢nega mehanizma poteka redukcije ni uspelo razresiti.

Za drugo spojino (m/z 610.7), pa smo sklenili, da gre najverjetneje za GSH dimer, ki je
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posledica neencimske reakcije in poteka spontano. Za dokon¢no potrditev te domneve pa

priporo¢amo nadaljne kemijske analize.

4.1.2 Inkubacija z rekombinantnimi CYP450 izoencimi

Glavna skupina encimov, ki sodelujejo pri nastanku reaktivnih metabolitov, so CYP450

encimi (6). Spojino BADGE smo inkubirali s Sestimi najpogostejsimi predstavniki, s ¢imer

smo hoteli ugotoviti najpomembnejs$i izoecim v metabolizmu spojine BADGE. V

Preglednici VII so prikazani uporabljeni encimi in odzivi za spojini z m/z 648 in m/z 610.7

v razli¢nih inkubacijskih raztopinah.

Preglednica VII. Odzivi spojin z m/z 648 in m/z 610.7, posnetih z metodo LC-MS/MS, po
inkubaciji z razli¢nimi rekombinantnimi CYP izoencimi.

In vitro testni

Vsebina v

Spojina z m/z 648

Spojina z m/z 610.7

model mikroepruveti* [odziv] [odziv]
Slepa raztopina 76 293
(fosfatni pufer)
CYP2C19 Vse 42 12413
Brez NADPH 92 13538
Brez GSH 46 35
CYP1A2 Vse 784 10134
Brez NADPH 907 10508
Brez GSH 41 34
CYP3A4 Vse 45 13223
Brez NADPH 121 14549
Brez GSH 18 151
CYP2E1 Vse 61 10437
Brez NADPH 100 12872
Brez GSH 41 189
CYP2C9 Vse 24 13300
Brez NADPH 59 14053
Brez GSH 10 88
CYP2C8 Vse 7 14057
Brez NADPH 25 14987
Brez GSH 61 35

*Mikroepruveta z oznako VSE je vsebovala fosfatni pufer, BADGE, encime, GSH in NADPH, v ustreznih
koncentracijah. Mikroepruveta Brez NADPH je vsebovala vse zgoraj naStete reagnete, razen NADPH.
Mikroeruveta Brez GSH je vsebovala vse zgoraj nastete reagente, razen GSH.

Ob pregledu rezultatov za spojino z m/z 648 vidimo, da glede na slepi vzorec (fosfatni

pufer) v nobeni raztopini izoencimov ni prislo do bistveno poviSanega odziva. To kaze na

potek reakcije, ki je ne katalizira nobeden izmed testiranih CYP450 izoencimov.
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Odzivi spojine z m/z 610.7 so bili sicer bistveno visji v primerjavi z m/z 648, vendar pa se
med seboj niso veliko razlikovali. Zato smo tukaj zakljucili, da je spojina posledica
neencimske reakcije. Do enakih zaklju¢kov smo prisli tudi v inkubacijsih raztopinah z
mikrosomi (glej 4.1.1) ter pri spremljanju ¢asovne neencimske reaktivnosti spojine
BADGE z GSH (glej 4.1.3). Na podlagi rezultatov smo sklenili, da spojino najverjetneje
predstavlja GSH dimer, z molsko maso 612 g/mol.

4.1.3 Casovno spremljanje reaktivnosti spojine BADGE z GSH

V spojini BADGE se nahajata dva epoksidna obroca, ki veljata za zelo reaktivna strukturna
fragmenta. Zato smo se odlocili za neencimsko spremljanje reaktivnosti spojine, ob
prisotnosti GSH in v odvisnosti od ¢asa. Ker zaradi slabe ionizacije nismo uspeli detektirati
BADGE z LC-MS/MS metodo, smo tudi tokrat spremljali nastanek spojin z m/z 648 in m/z
610.7.

Ker so se zacetni pogoji detekcije izkazali za neustrezne, saj je bil zaznan zelo slab odziv,
smo po 25 minutah povecali injekcijski volumen iz 1 uL na 5 pL, ter delta EMV na 200 V.
Rezultate casovnega spremljanja reaktivnosti spojine BADGE smo podali z odzivi,

prikazanih na Sliki 15 in Sliki 16, od 25 minute naprej.

Odziv spojine z m/z 648, v odvisnosti od ¢asa
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Slika 15. Odziv spojine z m/z 648, v odvisnoti od ¢asa, pri 120 minutnem spremljanju reaktivnosti
BADGE ob prisotnosti GSH.

Na Sliki 15 vidimo, da je pri spremljanju odzivov spojine z m/z 648 sprva vidno nihanje

odzivov v obmo¢ju od 100 do 300. Na prvi pogled je delovalo, kot da reakcija ne poteka,
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zato smo se odlocili vzorec pomeriti Se naslednji dan, po priblizno 20 urni inkubaciji v LC-

MS/MS aparaturi. Takrat smo zaznali nekoliko visji odziv, ki je znasal 1227.

Iz rezultatov lahko povzamemo, da ima kemijska reaktivnost spojine BADGE, pri
nastanku opazovane spojine, majhen pomen. Dobljeni odzivi so bili tudi po 20 urni
inkubaciji $e vedno 10x nizji, v primerjavi z odzivi raztopin, ki Smo jih inkubirali 1 uro ob

prisotnosti mikrosomov.

Odziv spojine z m/z 610.7, v odvisnosti od ¢asa
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Slika 16. Odziv fragment m/z 610.7, v odvisnoti od &asa, pri 120 minutnem spremljanju
reaktivnosti BADGE ob prisotnosti GSH.

Na Sliki 16 vidimo pocasno naraianje odzivov spojine z m/z 610.7 skozi ¢as. Ze od
samega zacetka vidimo veliko vi§je odzive, v primerjavi z m/z 648, kar lahko pomeni, da
reakcija sprva potece izredno hitro, nato pa se upocasni. Po 20 urah inkubacije se je odziv

Se povecal in je znasal 37707.

Ze na podlagi odzivov, pridobljenih v inkubacijskih raztopinah z mikrosomi in razli¢nimi
rekombinantnimi  CYP450 encimi, smo sklepali na neencimski izvor spojine, Ki
najverjetneje predstavlja dimer GSH. S spremljanjem neencimske ¢asovne reaktivnosti
spojine, pa smo se dodatno potrdili naso domnevo, saj sSmo z visokimi odzivi dokazali

obsezen neencimski nastanek te spojine.
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4.2 REZULTATI MTS TESTA Z RAZPRAVO

Citotoksicen ucinek spojine BADGE smo na celi¢ni liniji BG1LuUc4E; dolocali z MTS
testom. Test smo izvedli v dveh neodvisnih paralelah (Slika 17 in Slika 18), kjer smo
celice na mikrotiterski plos¢i izpostavili 11 razliénim koncentracijam BADGE. Testne
koncentracije so prikazane v Preglednici Il. Za kontrolo in slepi vzorec smo uporabili
DMEM+ medij z 1 % DMSO.

MTS test, 1. paralela
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Slika 17. Rezultati 1. paralele MTS testa po 24-urni inkubaciji 10. pasaze BG1LUC4E, celi¢ne
linije skupaj z 11 razlicnimi koncentracijami BADGE v primerjavi s kontrolo. Vrednosti
predstavljajo povprecje = SD preZivetja celic, podano v odstotkih.

Iz rezultatov 1. paralele MTS testa (Slika 17) lahko vidimo, da je bilo prezivetje celic v
primerjavi s kontrolo, pri koncentracijah 50 pg/mL in 100 pg/mL bistveno znizano.
Prezivetje celic pri 50 pg/mL je znasalo 3.1 %, pri 100 ug/mL pa 8%. Pri vseh ostalih
koncentracijah (0.1, 0.19, 0.39, 0.78, 1.56, 3.13, 6.25, 12.5 in 25 pug/mL ) je bilo prezivetje
nad 80 % in se je gibalo okoli 100 %. Pri koncentracijah 0.1 pg/mL (102.9 %), 0.19 pg/mL
(103 %) in 12.5 pg/mL (103.8 %) je bilo prezivetje celo visje kot 100 %, kar je posledica
dodatne proliferacije celic. Iz podatkov prve paralele MTS testa sklepamo na citotoksi¢nost
raztopin s koncentracijama 50 pg/mL in 100 pg/mL.
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MTS test, 2. paralela
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Slika 18. Rezultati 2. paralele MTS testa po 24-urni inkubaciji 18. pasaze BG1Luc4E, celi¢ne
linije skupaj z 11 razli¢nimi koncentracijami raztopin BADGE. Vrednosti predstavljajo povprecje +
SD prezivetja celic, podano v odstotkih.

Tudi na podlagi rezultatov 2. paralele MTS testa (Slika 18) vidimo da je prislo do
citotoksi¢nega ucéinka (manj kot 80 % prezivetje) le pri koncentracijah 50 pg/mL in 100
ug/mL. Prezivetje pri 50 ug/mL je bilo 19.7 %, pri 100 ug/mL pa zgolj 5.2 %. Tudi pri tej
paraleli je bil pri nekaterih koncentracijah odstotek prezivetja veéji od 100 %: 0.1 ug/mL
(104.9 %), 0.19 pg/mL (108.4 %), 0.39 ug/mL (106.5 %), 0.78 pg/mL (107.7 %), 1.56
ug/mL (109.8 %), 3.13 ug/mL (113.3 %), 6.25 ug/mL (100.9 %) in 25 ug/mL (112.9 %).
To lahko ponovno pripisemo dodatni proliferaciji celic. Torej lahko tudi iz druge

ponovitve MTS testa koncentraciji 50 pg/mL in 100 pg/mL ovrednotimo za citotoksi¢ni.

SRRl a8 ol . -

Slika 19. Obarvana mikrotiterska plos¢a po izvedbi MTS testa s koncentracijsko razli¢nimi
raztopinami BADGE. Na sliki je prikazana plos¢a 2. paralele, izvedena na 18. pasazi BG1Luc4E,
celi¢ne linije. V prvih 5 vdolbinicah vrstice A je bil naneSen slepi vzorec, v vrstici B pa kontrola.

oo

Nato sledijo raztopine razli¢nih koncentracij, od najmanjse proti najvisji.
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Tudi na podlagi Slike 19, posnete po dve urni inkubaciji z MTS reagentom lahko jasno
lo¢imo citotoksi¢ne in necitotoksi¢ne koncentracije. Do nastanka vijolicno obarvanega
formazana ni prislo pri slepem vzorcu ter pri koncentracijah 50 in 100 pg/mL. Pri slepem
vzorcu ni priSlo do obarvanja, saj ni bilo prisotnih celic, ki bi z oksidativnhim
metabolizmom povzrocile nastanek formazana. Pri koncentracijah 50 in 100 pg/mL pa je

bilo prezivetje celic premajhno, da bi lahko vizualno zaznali njegov nastanek.

Pri testu LUMI CELL"ER lahko upostevamo le koncentracije spojin, ki ne izkazujejo
citotoksi¢nega potenciala. Zato smo le-to preverili z MTS testom, kasneje pa Se z vizualno
oceno zivosti celic. Pri obeh paralelah smo pri nekaterih koncentracijah opazili
proliferacijo celic, zato je bila tam viabilnost celic celo vi§ja od kontrole, ki jo je
predstavljal 1 % DMSO v DMEM+ mediju. Za citotokisi¢no je veljala koncentracija, ki je
povzrocila prezivetje celic nizje od 80 % v primerjavi s kontrolo. V obeh paralelah smo
ugotovili, da sta to raztopini s koncentracijo 50 ug/mL (150 uM) in 100 ug/mL (300 uM).
Pri koncentraciji 50 pg/mL je pri prvi paraleli viabilnost znasala zgolj 3.1 %, pri drugi pa
19.7 %. Pri koncentraciji 100 pg/mL je bila zivost celic pri prvi paraleli 8 % in 5.2 % pri
drugi. Vse ostale koncentracije so izkazovale zivost celic veliko visjo od 80 % zato jih
nismo ovrednotili za citotoksicne.

Rezultati MTS testa so se ujemali tudi z vizualno oceno Zivosti celic, ki smo jo izvedli med
testom LUMI CELL®ER. Pri vizualni oceni Zivosti celic smo z oceno 4 ocenili le
koncentracijo 100 pg/mL, kar pomeni, da v vdolbinici skoraj ni bilo celic. Ostale
koncentracije niso izkazovale sprememb v celi¢ni morfologiji ali njihovi gostoti, zato smo
jih ocenili z oceno 1. Na podlagi rezultatov MTS testa in vizualne ocene Zivosti celic, pri
LUMI CELL"ER testu nismo upostevali le koncentracije 100 pg/mL.

Da lahko BADGE povzroci celi€éno smrt pri vi§jih koncentracijah, na razli€nih celi¢nih
linijah (npr.: ECV304 celice - humana celi¢na linija epitelija), SO porocali ze v nekaterih
Studijah (39, 40). V Studiji, ki so jo izvedli Ramilo in sodelavci, so preucevali citotoksic¢ne
uc¢inke BADGE (1uM in 200 uM) na Caco-2 celi¢ni liniji (humana rakava kolorektalna
celi¢na linija). Raztopina BADGE, s koncentracijo 200 uM, je po 24 urni inkubaciji s
celicami, povzrocila priblizno 80 % odcepitev od podlage in spremembno njihove

morfologije. Vpliv na proliferacijo celic je bil ¢asovno in koncentracijsko odvisen.
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Raztopina s koncentracijo 200 puM je povzrocila inhibicijo proliferacijo ze po 6 urah

skupne inkubacije. Pri koncentraciji 1 uM ucinkov na celi¢ni kulturi ni bilo (56).

Kot smo ze omenili, sc BADGE lahko spro$¢a iz notranjih premazov ploc¢evink v hrano.
Vendar, ali lahko to resni¢no pripelje do in vivo toksi¢nosti, ne vemo, saj do sedaj Se ni
bilo narejenih Studij, ki bi merile plazemsko oziroma krvno koncentracijo spojine BADGE
pri ljudeh ali zivalih. Na podlagi $tudije, ki so jo naredili Wang in sodelavci, kjer so ocenili
dnevni vnos spojine BADGE za prebivalce ZDA, pa je to le malo verjetno, saj so ocenjene
zauzite doze (69.4 — 9.14 ng/kg telesne teze) (36), bistveno nizje od dokazanih
citotoksi¢nih koncentracij (50 in 100 pg/mL) v MTS testu. Kljub vsemu pa skodljivih

u¢inkov ne moremo povsem izkljuciti brez trdnih in vivo dokazov.

4.3 DOLOCANJE ESTROGENE AKTIVNOSTI

43.1 Rezultati LUMI CELL®ER

Estrogeno aktivnost spojine BADGE smo testirali na humani celi¢ni liniji raka jajénika,
BG1Luc4E,. Te celice imajo vgrajen reporterski plazmid pGudLuc7.ere, na katerem se
nahaja gen (luc) za protein luciferazo, ki ga ob dodatku ustreznega substrata detektiramo z
luminometrom. Testna metoda LUMI CELL®ER je sestavljena iz dveh testov. Prvi je test
iskanja obmocija koncentracij, s katerim smo dolocili za¢etno koncentracijo in red¢itveni
rezim, drugi pa je celostni test, s katerim smo ovrednotili agonisti¢no aktivnost BADGE na
ER.

a) Test iskanja obmocja koncentracij

S testom iskanja obmocij koncentracij (Slika 20) smo dolocili najvi§jo zacetno
koncentracijo in red¢itveni rezim (razmerje 1 : 2 ali 1 : 5 ), ki smo ju upostevali pri
celostnem testu. S tem smo zagotovili, da smo pri testiranju agonisticne aktivnosti na ER
zajeli ustrezno koncentracijsko obmocje in vse odzive spojine. Pri testu smo celice tretirali
s 7 razli¢nimi koncentracijami spojine BADGE, red&enih v rezmerju 1 : 10 (1.00 x 10,
1.00 x 10 1.00 x 10%, 1.00 x 10%, 1.00 x 10% 1.00 x 10" in 1.00 x 107 pg/mL), 4
razli¢nimi koncentracijami referen¢nega standarda E; (5.00 x 10'5, 1.25 x 10'5, 3.13 x 10°

in 7.83 x 107 pg/mL) in kontrolo podlage (1% DMSO v mediju). Najvi§jo izmerjeno
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vrednost referen¢nega standarda E,, smo normalizirali na 10,000 RLU, ¢emur smo potem

prilagodili ostale rezultate.

LUMI CELL®ER: Test iskanja obmoc¢ja koncentracij
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Slika 20. Rezultati testa iskanja obmoc¢ja koncentracij po 24-urni inkubaciji 18. pasaze
BG1Luc4E, celicne linije s 7 razlicnimi koncentracijami raztopin BADGE in 4 razlicnimi
koncentracijami referenénega standarda E,. Vse vrednosti so prilagojene na normalizirano vrednost
10,000 RLU, ki velja za najvisjo vrednost E,. VVrednosti predstavljajo povpreéje + SD, podano v
RLU.

Za sprejemljivost testa mora biti indukcija E; (dolo¢imo jo z deljenjem najvi§je povpreéne
RLU vrednosti referen¢nega standarda E; s povpre¢jem RLU DMSO kontrole) vsaj 3-
kratna, RLU vrednost kontrole topila pa znotraj 2.5-kratne SD Ze obstoje¢ih RLU podatkov
za to kontrolo. Ker so bili pri nasem testu ti kriteriji izpolnjeni (indukcija je 3.6-kratna,
RLU vrednost za kontrolo je znotraj 2.5-kratne SD ), je bil test veljaven.

Pri testu sta agonisticno aktivnost na ER pokazali samo dve koncentraciji (1.00 X 10' in
1.00 x 10" ug/mL), ostale pa so bile negativne. Zato smo se odlo¢ili pri celostnem testu za
red¢itveni rezim 1 : 5, kjer smo zajeli kar 7.5 logaritemskih razredov. Pri reZimu red¢enja 1
: 2 pa bi zajeli samo 3.5 logaritemske velikostne razrede in bi tako lahko izpustili nekatere
pomembne odzive spojine. Kot zac¢etno koncentracijo za celostni test smo dolo¢ili 1.00 X
10? pg/mL. Koncentracija je sicer po rezultatih MTS testa in vizualni oceni celic,
citotoksi¢na (povzroca ve¢ kot 20 % zmanjSanje prezivetja celic), tako da je pri
vrednotenju rezultatov nismo upostevali. Ampak ker nam je izbrani red¢itveni rezim

omogocal zelo Siroko koncentracijsko obmocje, nam to ni predstavljalo tezave.
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b) Celostni test

Pri celostnem testu (Slika 21) smo preucevali estrogeno aktivnost na ER. Pri testu smo
celice tretirali z 11 razlicnimi koncentracijami testne spojine, red¢enih v razmerju 1 : 5
(1.02 x 10°,5.12 x 10, 2.56 x 10, 1.28 x 10, 6.40 x 10, 3.20 x 10?, 1.60 x 10%, 8.00 x
107, 4.00 x 10°, 2.00 x 10' in 1.00 x 10° pg/mL), 11 razli¢nimi koncentracijami
referenénega standarda E, (1.00x 10, 5.00 x 10°, 2.5 x 10°, 1.25 x 10”, 6.25 x 10, 3.13
x 10, 1.56 x 10, 7.83 x 107, 3.92 x 107, 1.95 x 10" in 9.78 x 10°® pg/mL), s kontrolo
topila (1 % DMSO v DMEMH+) in pozitivno kotrolo metoksiklora (3.13 pg/mL). Najvisjo
izmerjeno vrednost referencnega standarda E,, smo normalizirali na 10,000 RLU, ¢emur
smo potem prilagodili tudi rezultate vseh ostalih meritev. Narejene so bile 4 neodvisne

paralele, kriterijem sprejemljivosti pa je ustrezala le zadnja, zato so prikazani rezultati

slednje.
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Slika 21. Rezultati celostnega testa po 24-urni inkubaciji 10. pasaza BG1Luc4E, celi¢ne linije z
11 razliénimi koncentracijami raztopin BADGE, 11 razlicnimi koncentracijami referenénega
standarda E, in pozitivno kontrolo metoksiklor. Vse vrednosti so prilagojene na normalizirano
vrednost 10000 RLU, ki velja za najvisjo vrednost E,. Vrednosti predstavljajo povprecje + SD,
podano v RLU.

Za sprejemlivost testa mora biti indukcija E; (dolo¢imo jo z deljenjem najvisje povprecne
RLU vrednosti referen¢nega standarda E, z povpre¢jem RLU DMSO kontrole) vsaj 3-
kratna, RLU vrednost kontrole topila pa znotraj 2.5 kratne SD Ze obstoje¢ih RLU podatkov
za to kontrolo. Koncentracijska krivulja referen¢nega standarda E; mora biti sigmoidne
oblike, z vsaj 3 linearnimi vrednosti. RLU vrednosti za metoksiklor pa morajo biti nad

¢rto, ki jo predstavlja DMSO+ 3 SD povpre¢ja DMSO. Pri testu so bili vsi kriteriji
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izpolnjeni, zato je bil test veljaven. Indukcija E; je bila 3.1 in koncentracijska krivulja
sigmoidne oblike, s tremi linearnimi to¢kami (1.25 x 10°, 6.25 x 10® in 3.13 x 10°
pg/mL). RLU vrednost za metoksiklor je nad ¢rto DMSO+ 3 SD in RLU vrednosti za
DMSO so bile znotraj 2.5-kratne SD.

Krivulja spojine najprej polozno naras¢a vse do koncentracije 1.00 x 10° pg/mL, nato pa
strmo pade. Vse necitotoksi¢ne koncentracije, razen 2.00 x 10" in 4.00 x 10° pg/mL, imajo
RLU vrednost nad DMSO+ 3 SD (modra érta). Koncentracije 1.00 x 10> pg/mL pa, kot Ze

omenjeno, nismo upostevali zaradi njenih citotoksic¢nih ucinkov.

Glede na rezultate lahko spojino ocenimo za Sibkega agonista na estrogenskih receptorjih,
saj ustreza potrditvenim kriterijem. Spojina namre¢ izkazuje bazno linijo, ki pocasi
nara$¢a, se konca z vrhom, nato pa strmo pade pod modro ¢rto. Tudi amplituda odziva je
ustrezna, saj znasa ve¢ kot 20 % maksimalne vrednosti refrenecnega standarda (nad 2000
RLU, ¢e je maksimalen odziv za E, normaliziran na 10,000 RLU). Spojino bi ovrednotili
za antagonista na ER, Ce kriteriji za agonizem ne bi bili izpolnjeni in ¢e bi bili vsi odzivi
pod 20 % maksimalne vrednosti referen¢nega standarda E; (2000 RLU, ¢e je maksimalen

odziv za E; normaliziran na 10,000 RLU).

Zgoraj prikazani rezultati pripadajo 4. izvedeni paraleli, saj so bili prvi trije neodvisni
poskusi neuspesni, ker niso izpolnjevali pogojev sprejemljivosti. Cetrti neodvisen poskus
je bil izveden na nizji celicni pasazi (10.) kot predhodni eksperimenti (18., 20. in 21.), zato
bi lahko bila vzrok za neuspeh previsoka pasaza, ¢eprav je v literaturi navedena stabilnost
in aktivnost BG1LuUc4E; celic vse do 30. pasaze (25).

4.3.2 YES test (ang. Yeast estrogen screen)

Presejalni test (anti)-estrogenosti na celicah kvasovk (YES) je bil opravljen na Katedri za

farmacevtsko kemijo, Fakultete za farmacijo.

a) Princip testa
Test YES uvr§€amo med teste z reporterskim genom. Poteka na gensko modificiranih
kvasovkah Saccharomyces cerevisiae, katere imajo v glavni kromosom vklju¢eno DNK

sekvenco za humani ERa (hERa) in ekspresijski plazmid, na katerem se nahaja zapis za
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reporterski gen lac-Z. Ta gen kodira encim [-galaktozidazo, s katerim dolo¢amo
receptorsko aktivnost. Vezava agonista na ER, aktivacija transkripcijskih faktorjev in
ostalih transkripcijskih komponent, namre¢ sprozi prepisovanje genov, kar pripelje do
sinteze encima [-galaktozidaze. Encim se izlo¢a v medij, kjer metabolizira kromogeni
substrat klorofenol rdece-p-D-galaktopiranozid (CPRG) in ga pretvori iz rumene v rdece
obarvan produkt, ki ga lahko kolorimetri¢no dolo¢imo pri 540 nm. Izmerjena absorbanca je
premosorazmerna koli¢ini izlo¢enega encima kot tudi aktivnosti testne spojine, ki se veze
na receptor. S testom lahko identificiramo agoniste (aktivacija receptorja) in antagoniste
(inhibicija receptorja) na ER. Kot pozitivna kontrola za agonisti¢no aktivnost sluzi E,, kot
kontrola za antagonizem pa se uporablja 4-hidroksitamoksifen. Test velja za visoko

obcutljivega, saj lahko kvasovke zaznajo prisotnost E; Ze pri koncentraciji 2 ng/L (57).

b) Opis izvedbe testa

Rastoca celi¢na linija kvasovk Saccharomyces cerevisiae je bila pri testiranju agonisti¢ne
aktivnosti izpostavljena seriji razlicnih koncentracij BADGE, pozitivne kontrole (E) in
negativni kontroli (1% DMSO v mediju). Pri testiranju antagonizma na ER pa so bile
celice izpostavljene razlicnim koncentracijam spojine BADGE, pozitivne kontrole (4-
hidroksitamoksifen) in negativni kontroli (1 % DMSO v mediju). Poleg tega je bila pri
testiranju antagonizma v vse vdolbinice naneSena $e bazna raztopina E, s koncentracijo
2.00 x 10™° M. Kot topilo je bil v obeh testih uporabljen 100 % DMSO. Celice so bile
inkubirane 18 ur pri 31 °C, s stalnim stresanjem (100 rpm). Po inkubaciji so celice lizirali
ob prisotnosti rumenega substrata klorofenol rdece-p-D-galaktopiranosid (CPRG), ki se ob
prisotnosti B-galaktozidaze obarva rdece. Pred dodatkom lizirnega pufra so rast celic
dolo¢ili z merjenjem absorbance pri 690 nm. Po lizi kvasovk pa so pri 570 nm dolo¢ili
nastanek rdece obarvanega substrata. Absorbanco pri tej valovni dolzini so odsteli od
absorbance pri 690 nm, ter tako zmanjsali napako, ki bi sicer nastala zaradi uklona svetlobe

in mrtvih celic.

¢) Rezultati

e Agonisti¢na aktivnost
Najprej je bil narejen presejalni (ang. screening) test za dolocitev agonisti¢ne aktivnosti na
ERa (Preglednica VIII). Osem razli¢nih koncentracij spojine (3.00 x 102, 3.00 x 10™,
3.00 x 10, 3.00 x 10°%, 3.00 x 10°®, 3.00 x 107, 3.00 x 10°%, 3.00 x 10°, 6.00 x 10 in 1.00
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x 10™ M) je bilo inkubiranih skupaj s celicami kvasovk. Kot pozitivna kontrola je sluzil E,
v osmih razli¢nih koncentracijah (2.1 x 10, 6.7 x 10, 2.1 x 10" 6.7 x 10", 2.1 x 10™,
6.7x 10, 2.1 x 10" in 6.7 x 10° M).

Preglednica VIII. Rezultati presejalnega YES testa za agonisti¢no aktivnost spojine BADGE.

Koncentracija spojine Razmerje indukcije
BADGE [M] [IR]

3.00x 10 1.03

3.00x 10™ 0.89

3.00 x 10 0.51

3.00 x 107 1.04

3.00 x 10° 0.85

3.00x 10" 0.55

3.00 x 10° 0.51

3.00 x 10~ 68.95

Rezultate smo izrazili v obliki razmerja indukcije (IR) za posamezno koncentracijo. Za
agonisticno aktivnost mora biti IRyzoca vecji od IR 10. IR10, ki predstavlja 10 %
maksimalne indukcije celic, je v nasem primeru znasal 12.98. Le-tega smo dolo¢ili iz
rezultatov za pozitivno kontrolo (E;) in kontrolo topila (1 % DMSO v mediju). 1z
vrednosti, ki so prikazane v Preglednici VIII, vidimo da je BADGE izkazoval ustrezno
visoko razmerje indukcije zgolj pri koncentraciji 30 uM, vse ostale koncentracije pa

bistveno nizje. Zato za spojino agonisticno delovanje na ERa ni bilo dokazano.

¢ Antagonisti¢na aktivnost

Ker agonisti¢no delovanje na ER, izrazenih na celicah kvasovk, za spojino BADGE, ni bilo
dokazano, je bil izveden tudi presejalni test za antagonizem. Tokrat so bile celice kvasovk
izpostavljene kar 12 razli¢nim koncentracijam spojine (3.00 x 10*%, 3.00 x 10!, 3.00 x 10"
*,3.00 x 10°, 3.00 x 10°%, 3.00 x 107, 1.00 x 10°°, 3.00 x 10°®, 1.00 x 107, 3.00 x 10~,
6.00 x 10™ in 1.00 x 10™* M). Kot pozitivna kontrola za antagonistiéno delovanje pa je bil
uporabljen 4-hidroksitamoksifen (4-HT) v osmih razli¢nih koncentracijah (2.1 x 10, 6.7 x
10°, 2.1 x 108, 6.7 x 10%, 2.1 x 107, 6.7 x 107, 2.1 x 10 in 6.7 x 10° M). V vse testne
vdolbinice na mikrotiterski plos¢i je bila naneSena tudi osnovna koncentracija
estrogenskega agonista E, 2.00 x 10™° M. Pri testiranju antagonisti¢ne aktivnosti smo iz
rezultatov doloéili, da spojina BADGE deluje antagonisti¢no na hERa, kar prikazuje Slika
22.
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Slika 22. Indukcija celic kvasovk Saccharomyces cerevisiae v odvisnosti od koncentracije. Celice
so bile 18 ur inkubirane ob prisotnosti razlicnih koncentracij spojine BADGE (vijoli¢na) in
pozitivne antagonisticne kontrole 4-hidroksitamoksifen (modra). Rezultati so prikazani kot
povprecje + SD, podani v odstotkih.

Antagonisticno delovanje spojine na ER, se je izrazilo z zmanjSanjem sinteze f3-
galaktozidaze, v odvisnosti od koncentracije, ki smo jo prikazali z zmanj$anjem %
indukcije. Kot vidimo na Sliki 22, spojina BADGE pri nizjih koncentracijah ni povzrocila
bistvene inhibicije ER. Vse od najniZje koncentracije, 3.00 x 10 M, pa vse do 1.00 x 10°®
M je indukcija nihala med 100 % in 80 %. Z visanjem koncentracije pa je indukcija padala.
Pri 3.00 x 10 M je znagala 64.6 %, pri 1.00 x 10° M 63.4 %, pri 3.00 x 10° M 43.1%, pri
6.00 x 10° M 25.9 %, pri 1.00 x 10™ M pa le 16.3 %. Torej je bila maksimalna inhibicija
Inhibicija je pri tej koncentraciji znaSala kar 83.7 %. Za pozitiven rezultat pa bi
zadostovalo ze 50 % maksimalne inhibicije doloCene s pozitivno kontrolo. S tem
presejalnim testom smo torej dokazali antagonisti¢no aktivnost visjih koncentracij spojine
na ER.

e Obnovitveni (ang. recovery) test
Za spojino BADGE smo s testom dokazali antagonisti¢no aktivnost na ER. Prav tako je
bila spojina testirana tudi za delovanje na androgenskih receptorjih (rezultati niso
prikazani), kjer je BADGE prav tako deloval kot antagonist. V taksnih primerih je ocena
antagonisticnega delovanja otezena, saj je lahko le-ta posledica nespecifi¢nih inhibitornih
uc¢inkov, ki niso vodeni preko steroidnih receptorjev in dajo lazno pozitivne rezultate. Zato
je bil izveden obnovitveni (ang. recovery) test na celicah kvasovk, s katerim smo preverili

ali je mehanizem antagonisticnega delovanja spojine BADGE resni¢no voden preko ER
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(Slika 23), saj agonist z visanjem koncentracije izpodrine antagonista iz receptorja in
povzroci povecanje indukcije.

Pri testu je bila uporabljena stalna koncentracija testne spojine BADGE, ki je znasSala 1.00
x 10 M. Osnovno koncentracijo agonista E, smo postopoma povedevali (vrednosti so

prikazane v Preglednici 1X), do kon¢ne koncentracije, ki je bila 10 x vi§ja od zacetne.

Obnovitveni test za spojino BADGE

200,00

150,00 - —

100,00 T —

50,00 —

Indukcija [%]

0,00 -

-50,00 =
Koncentracija [M]

Slika 23. Test kontrole obnovitve indukcije pri stalni koncentraciji spojine BADGE (1.00 x 10™
M). Koncentracija agonista E, je bila postopno povisana vse do najvisje koncentracije (vrednosti
prikazane v Preglednici IX), s ¢imer smo prikazali obnovitev signala indukcije. Indukcija je
prikazana s povprec¢jem + SD, izrazena v odstotkih.

Preglednica IX. Vrednosti koncentracij agonista E, in testne spojine BADGE za posamezen
stolpec na Sliki 23.

Barvastolpca | Koncentracija | DelezE, | Koncentracija Indukcija [%0]
E, [M] [%6] spojine BADGE [M]

Temno modra | 2.00 x 107 100 0 100

Rdeda 2.0x 107 100 1.00 x 10™ 14.22

Zelena 3.0x10™ 150 1.00 x 10™ 33.49

Temno 40x 10" 200 1.00 x 10™ 54.67

vijoli¢na

Modra 6.0x 10 300 1.00 x 10™ 88.22

OranZna 1.2 x 107 600 1.00 x 10™ 188.57

Vijoli¢na 2.0x 107 1000 1.00 x 10™ 153.52

Z obnovitvenim testom smo dokazali, da spojina antagonisticno deluje res preko
receptorjev, saj se je z veCanjem koncentracije agonista E; vecal tudi odstotek indukcije.
Pri YES testu je bila spojina BADGE testirana za njeno (anti-) estrogeno aktivnostjo na
rekombinantnih celicah kvasovk, kjer smo dokazali, da spojina deluje antagonisti¢no na

ER. Vendar je pri vrednotenju rezultatov potrebno upostevati, da so rezultati lahko v
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nekaterih primerih lazno pozitivni ali negativni za in vivo pogoje. Kvasovke namreé
normalno ne izrazajo estrogenskih receptorjev, kot tudi ne ostalih receptorjev, ki lahko
sicer vplivajo na aktivacijo endogenih ER (57). Poleg tega pa so koncentracije z
dokazanim antagonisti¢nim u¢inkom (3.00 x 10° M - 1.00 x 10 M), bistveno visje od
ocenjenih zauzitih koncentracij prebivalcev ZDA (69.4 — 9.14 ng/kg telesne teze) (36),
zato ne vemo, ¢e bi se antagonisti¢en ucinek resni¢no izrazal tudi in vivo pri zivalih ali

ljudeh.

4.3.3 Vrednotenje rezultatov estrogenosti

Z izvedenima testoma nismo prisli do enakih zaklju¢kov o delovanju spojine na ER. Z
YES testom, ki je bil izveden na celicah kvasovk, smo dokazali antagonisti¢no delovanje
na hERo, medtem ko smo z LUMI CELL®ER testom dobili pozitiven rezultat za $ibko
agonisti¢no aktivnost spojine na ERa in ERP. Kar pa bi morali, zaradi zelo Sibkega 0dziva,
potrditi e z dodatnimi ponovitvami.

Ob pogledu na strukturo spojine BADGE agonisti¢nega delovanja na ER ne bi pri¢akovali,
saj struktura nima tipiénih lastnosti estrogenskih agonistov (glej poglavje 1.2.2).
Hidroksilni skupini na para mestu obeh benzenovih obroCev sta namre¢ zaetreni z
glicidilno skupino, za estrogeno delovanje pa bi morali biti prosti. Razdalja med obema

hidroksilnima skupinama (C3 in C17) pa je manj$a od optimalne, saj zna$a zgolj 9.31 A.

Tudi nekatere in vitro raziskave estrogenosti spojine BADGE, narejene na razli¢nih
celi¢nih linijah in z razli¢nimi testi, si v rezultatih niso enotne (56, 57, 58, 60). Olea je s
sodelavci preuceval spojino BADGE v testu proliferacije na celicah MCF-7 (celice raka
dojke) in v testu kompetativne vezave na ER. Ugotovili so, da spojina sicer spodbuja
proliferacijo celic pri koncentraciji 10 uM, vendar za vezavo na ER ne tekmuje z
radioaktivno oznacenim E; (58). Enaki rezultati so bili navedeni tudi v $tudiji, ki so jo
izvedli Perez in sodelavci, kjer so potrdili, da ima pri estrogenosti pomembno vlogo
razdalja med obema hidroksilnima skupinama na para mestu fenolnega obroca. Glede na
to, da je spojina BADGE izkazovala estrogeno aktivnost kljub zaetrenim hidroksilnim
skupinam, pa so sklenili, da so MCF-7 celice najverjetneje zmozne razcepiti eterno vez
(59). Terasaki in sodelavci so testirali estrogeno aktivnost spojine BADGE s testom

reporterskega gena na rekombinantnih celicah kvasovk SC Y190, kjer so ugotovili sibko
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antagonistiéno delovanje spojine na hERa pri koncentraciji 2.8 x 10™ M, odstotek
inhibicije pa je bil manjsi od 20 % (60).

V nekaterih Studijah so se posvetili tudi preucevanju estrogene aktivnosti derivatov
BADGE (BADGEe 2H,0 in BADGEe 2HCI), ki prav tako lahko povzroc¢ijo hormonske
motnje v telesu. Derivata sta namreC izkazala pozitivne ucinke v testu proliferacije na
TA47D celicah (celi¢na linija raka dojke). Teh ucinkov derivatov pa nikakor ne gre
zanemariti, saj po sprostitvi monomera BADGE v hrano, iz epoksidnih oblog na
plo¢evinkah, hitro potee odprtje epoksidnega obroca, ki vodi do nastanka le-teh (61).
Satoh in sodelavci pa v testu proliferacije na MCF-7 celicah niso detektirali estrogene

aktivnosti ne za BADGE kot tudi ne za derivate spojine (62).

Za razli¢ne razultate testov YES in LUMI CELL"ER je lahko razlog tudi uporaba razli¢nih
celi¢nih linij (celice kvasovk pri YES in tumorske celice pri LUMI CELL"ER), saj lahko
pride do razli¢nih odzivov zaradi razlik v njihovem metabolizmu, izraZzenih receptorjih,
transkripcijskih faktorjih in aktivnosti spojine (45). V zgoraj omenjenih rezultatih smo
namrec¢ Videli, da so nekatere tumorske celi¢ne linije celo zmozne cepiti eterno vez zaradi
prisotnosti encimskega sistema (59). Poleg tega in vitro testni modeli predstavljajo le del
metaboli¢nega sistema in ne nujno odrazajo resni¢nega toksikoloskega ali bioloskega

potenciala spojin in vivo (45, 57).

Ker s testoma LUMI CELL®ER in YES nismo uspeli skladno dokazati delovanja spojine
BADGE na ER, je potrebna izvedba dodatnih in vitro testov. Predvsem pa je potrebno
izvesti §¢ ponovitve testa LUMI CELL"ER, s katerimi bi dokoné¢no potrdili ali zavrgli
Sibko estrogeno delovanje na ER. Le-temu pa morajo slediti tudi in vivo raziskave, ki bodo
zajele celoten metabolicen sistem in ostale pomembne celicne mehanizme.

Kaj rezultati obeh Studij pomenijo za ljudi, tezko ocenimo, saj nismo zasledili $tudij, ki bi
merile in vivo krvno oziroma plazemsko koncentracijo BADGE pri ljudeh ali Zivalih.
Glede na ocenjeno dnevno zauzitje spojine (69.4 — 9.14 ng/kg telesne teze) v eni izmed
studij (36), pa so te koncentracije bistveno nizje od testiranih, zato najverjetneje do
toksi¢nega ucinka Vv in vivo pogojih ne bi prislo. Vendar kljub vsemu skodljivih u¢inkov ne

moremo povsem izkljuciti brez trdnih in vivo dokazov.
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5 SKLEP

BADGE je derivat znanega hormonskega motilca BPA in je glavna sestavina epoksidnih
smol, ki se uporabljajo kot zasCitne obloge na notranjih straneh plocevink za zivila.
Nepolimeriziran BADGE se lahko iz teh oblog spros¢a v hrano, kjer se pretvori v razli¢ne

derivate ali pa nespremenjen vstopi v prehransko verigo.

Pri preucevanju nastanka reaktivnih metabolitov, smo ob iskanju prekurzojev tipi¢nega
fragmenta GSH, m/z 272, detektirali poviSan odziv dveh spojin, z m/z 648 in z m/z 610.7.
Prva spojina, z m/z 648, predstavlja konjugat spojine z GSH, z monohidroksilnima
skupinama na epoksidnih mestih in je najverjetneje produkt redukcije, katalizirane z
mikrosomalnimi encimi. Pri spremljnju ¢asovne reaktivnosti BADGE z GSH, v odsotnosti
mikrosomov, pa smo dobili bistveno nizje odzive, kar dodatno kaze, da spojina nastaja
predvsem z encimsko katalizo. Za spojino z m/z 610.7 predvidevamo, da najverjetneje
predstavlja GSH dimer, katerega nastanek poteka spontano v raztopino, pri 37 °C. Spojina
je namre¢ nastala v bistveno ve¢jem obsegu v raztopinah, kjer se je manj GSH porabilo za
tvorbo prve. Poleg tega je bil nastanek konjugata zelo obsezen v raztopinah brez encimov.

Vendar pa za dokon¢no potrditev domneve priporo¢amo nadaljnje kemijske analize.

Pred testiranjem estrogene aktivnosti na celicah BG1Luc4E, smo opravili MTS test, s
katerim smo dolocili citotoksi¢ne koncentracije. Manj kot 80 % prezZivetje celic sta
izkazovali le koncentraciji 50 in 100 pg/mL, kar smo potrdili tudi z vizualno oceno celic
na mikrotiterski plod¢i. Z uporabo LUMI CELL"ER testa smo dobili rezultate za $ibko
agonisti¢éno delovanje spojine na ER, ki bi ga morali $e dodatno potrditi z uspesnimi
ponovitvami. Spojina namre€¢ v svoji strukturi, na benzenovih obrocih, nima prostih
hidroksilnih skupin, ki sta klju¢ni za estrogen u¢inek. V YES testu, ki so ga izvedli na
Katedri za farmacevtsko kemijo, pa so dokazali antagonisti¢en ucinek visjih koncentracij.
Tudi ob prebiranju literature smo naleteli na razlicne zakljucke. Razlog za to je
najverjetneje uporaba razliénih celi¢nih linij z razlicno metaboli¢no aktivnostjo ter
razli¢nim izraZanjem receptorjev in transkripcijskih faktorjev. Zato, za potrditev delovanja

na ER, predlagamo ponovitev LUMI CELL"ER testa z ve¢ uspe$nimi poskusi.

59



Janja Plut: Preucevanje reaktivnih metabolitov in estrogene aktivnosti bisfenol A diglicidiletra. Magistrska naloga.

6 LITERATURA

10.

11.

12.

Frlan R, Sollner Dolenc M: Induktorji citokromov P 450. Farmacevtski vestnik 2007;
58: 92-5.

Timbrell JA: Principles of Biochemical Toxicology, 4. izdaja, Informa Healthcare
USA, New York, 2009:1-5, 75-125.

Lemke TL, Williams DA: Foye's Principles of Medicinal Chemistry, 5. izdaja,
Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, 2008: 174-179; 202-209; 685-697.
Wermuth CG, Testa B: The practice of medicinal chemistry: Biotransformation
Reactions and Their Enzymes, 3. izdaja, Elsevier, London, 2008: 655-83.
Korfmacher WA: Using Mass Spectrometry for Drug Metabolism Studies, 2. izdaja,
CRC Press, Boca Raton, 2010: 148-9; 210.

Park BK, Laverty H, Srivastava A, Antoine DJ, Naisbitt D, Williams DP: Drug
bioactivation and protein adduct formation in the pathogenesis of drug-induced
toxicity. Chemico-Biological Interactions 2011; 192: 30-6.

Zhou S, Chan E, Duan W, Huang M, Chen YZ: Drug bioactivation, covalent binding
to target proteins and toxicity relevance. Drug Metabolism Reviews 2005; 1: 41-5,
146-51.

Hodgson E: A textbook of modern toxicology, 3. izdaja, John Wiley & Sons,
Hoboken, New Jersey 2004, 149-161, 529.

Leung L, Kalgutkar AS, and Obach RS: Metabolic activation in drug-induced liver
injury. Drug Metabolism Reviews 2012; 44(1): 18-33.

Ma S, Subramanian R: Detecting and characterizing reactive metabolites by liquid
chromatography/tandem mass spectrometry. Journal of Mass spectrometry 2006; 41:
1121-39.

Testa B, Krimer SD: The Biochemistry of Drug Metabolism: Conjugations,
Consequences of Metabolism, Influencing Factor, 1. Izdaja, Wiley-WCH 2008: 204-
206.

Farmacevtska kemija I1l: Vaje in seminarji - Antioksidanti. Dostopano 9.12.2013,
na:

http://www.ffa.uni-
lj.si/fileadmin/datoteke/FK/Gradiva_FK/2010/Seminarji/Antioksidanti.pdf

60



Janja Plut: Preucevanje reaktivnih metabolitov in estrogene aktivnosti bisfenol A diglicidiletra. Magistrska naloga.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Kerdivel G, Habauzit D, Pakdel F: Assessment and Molecular Actions of Endocrine-
Disrupting Chemicals That Interfere with Estrogen Receptor Pathways, Review
Article. International Journal of Endocrinology 2013; 2013: 1-14.

Zoeller TR, Brown TR, Doan LL, Gore AC, Skakkebaek NE, Soto AM, Woodruff
TJ, Vom Saal FS: Endocrine-Disrupting Chemicals and Public Health Protection: A
Statement of Principles from The Endocrine Society. Endocrinology 2012; 153(9):
4097-110.

Baker VA: Endocrine disrupters - testing strategies to assess human hazard.
Toxicology in Vitro 2001; 15: 413-9.

Wuttke W, Jarry H, Seidlova-Wuttke D: Definition, classification and mechanism of
action of endocrine disrupting chemicals, Mini Review. Hormones 2010; 9 (1): 9-15.
Endocrine Disruptors, National Institute of Environmental Health Science (NIEHS)
Dostopno dne 16.10.2013, na:
http://www.niehs.nih.gov/health/materials/endocrine_disruptors_508.pdf

Schug TT, Janesick A, Blumberg B, Heindel JJ: Endocrine disrupting chemicals and
disease susceptibility, Review. Journal of Steroid Biochemistry and Molecular
Biology 2011; 127: 204-15,

Sonnenschein C, Soto AM: An Updated Review of Environmental Estrogen and
Androgen Mimics and Antagonists. The Journal of Steroid Biochemistry and
Molecular Biology 1998; 65: 143-50.

Marino M, Pellegrini M, La Rosa P, Acconcia F: Susceptibility of estrogen receptor
rapid responses to xenoestrogens: Physiological outcomes, Review. Steroids 2012;
77:910-7.

Fang H, Tong W, Shi LM, Blair R, Perkins R, Branham W, Hass BS, Xie Q, Dial
SL, Moland CL, Sheehan DM: Structure-Activity Relationships for a Large Diverse
Set of Natural, Synthetic, and Environmental Estrogens. Chemical Research in
Toxicology 2001; 14 (3): 280-94.

Eertmans F, Dhooge W, Stuyvaert S, Comhaire F: Endocrine disruptors: effects on
male fertility and screening tools for their assessment. Toxicology in Vitro 2003; 17:
515-24.

Gray LE Jr et al.: Endocrine screening methods workshop report: Detection of

estrogenic and androgenic hormonal and antihormonal activity for chemicals that act

61


http://www.niehs.nih.gov/health/materials/endocrine_disruptors_508.pdf

Janja Plut: Preucevanje reaktivnih metabolitov in estrogene aktivnosti bisfenol A diglicidiletra. Magistrska naloga.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

via receptor or steroidogenic enzyme mechanisms. Reproductive Toxicology
1997;11 (5): 719-50.

Streck G: Chemical and biological analysis of estrogenic, progestagenic and
androgenic steroids in the environment. Trends in Analytical Chemistry 2009; 28 (6):
635-52.

OECD, Test No. 457: OECD guidelines for the testing of chemicals — BG1Luc
estrogen receptor transactivation test method for identifying estrogen receptor
agonists and antagonists, OECD Publishing 2012, Section 4: Health Effects.

Schmidt J, Kotnik P, Trontelj J, Knez 7, Peterlin Masi¢ L: Bioactivation of bisphenol
A and its analogs (BPF, BPAF, BPZ and DMBPA) in human liver microsomes.
Toxicology in Vitro 2013; 27: 1267-76.

Vifias R and Watson CS: Mixtures of xenoestrogens disrupt estradiol-induced non
genomic signaling and downstream functions in pituitary cells. Environmental
Health 2013; 12 (26): 1-11.

Lintelmann J, Katayama A, Kurihara N, Shore L, Wenzel A: Endocrine Disruptors in
the Environment (IUPAC Technical Report). Pure and Applied Chemistry 2003; 75
(5): 664-6.

Bisphenol A diglycidyl ether (Wiley Online Library). Dostopano dne 22.11.2012, na:
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/3527600418.mb167554e0019/pdf
Bisphenol A diglycidyl ether (DOW Product Safety Assessment). Dostopano dne
22.11.2012, na:
http://msdssearch.dow.com/PublishedL iteratureDOWCOM/dh_0056/0901b8038005
6968.pdf?filepath=productsafety/pdfs/noreg/233-00241.pdf&fromPage=GetDoc
PubChem  (Compound Summary). Dostopano dne 23.10.2013, na:

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cqgi?cid=2286

Hazardous Substances Data Bank: Bisphenol A diglycidyl ether- Chemical/Physical
Propreties. Dostopano dne 12.12.2013, na: http://toxnet.nlm.nih.gov/cqi-
bin/sis/search/r?dbs+hsdb: @term+@rn+1675-54-3

Bisphenol A diglycidyl ether (IARC Monographs volume 71). Dostopano dne
22.11.2012, na: http://monographs.iarc.fr/ENG/Monographs/vol71/mono71-71.pdf
Hutson DH: Bisphenol A Diglycidyl Ether as a Potential Metabolic source of
Bisphenol A. Environmental Health Perspectives 1998; 106 (10): 473.

62


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/3527600418.mb167554e0019/pdf
http://msdssearch.dow.com/PublishedLiteratureDOWCOM/dh_0056/0901b80380056968.pdf?filepath=productsafety/pdfs/noreg/233-00241.pdf&fromPage=GetDoc
http://msdssearch.dow.com/PublishedLiteratureDOWCOM/dh_0056/0901b80380056968.pdf?filepath=productsafety/pdfs/noreg/233-00241.pdf&fromPage=GetDoc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=2286
http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/search/r?dbs+hsdb:@term+@rn+1675-54-3
http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/search/r?dbs+hsdb:@term+@rn+1675-54-3
http://monographs.iarc.fr/ENG/Monographs/vol71/mono71-71.pdf

Janja Plut: Preucevanje reaktivnih metabolitov in estrogene aktivnosti bisfenol A diglicidiletra. Magistrska naloga.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Slovensko kemijsko drustvo: Zbornik referatov s posvetovanja, 2. del, FKKT
Maribor 2000: 560-64.

Wang L, Wu Y, Zhang W, Kannan K: Widespread Occurrence and Distribution of
Bisphenol A Diglycidyl Ether (BADGE) and its Derivatives in Human Urine from
the United States and China. Environmental Science & Technology 2012; A-I.
Suarez S, Sueiro RA, Garrido J: Genotoxicity of the coating lacquer on food cans,
bisphenol A diglycidyl ether (BADGE), its hydrolysis products and chlorohydin of
BADGE. Mutation Research 2000; 470: 221-8.

Sueiro RA, Suarez S, Araujo M, Garrido, MJ: Study on mutagenic effects of
bisphenol A giglycidyl ether (BADGE)and its derivatives in the Escherichia coli
tryptophan reverse mutation assay. Mutation Research 2006; 609: 11-6.
Bishop-Bailey D, Hla T, Warner TD: Bisphenol A diglycidyl ether (BADGE) is
PPARYy agonist in an ECV304 cell line. British Journal of Pharmacology 2000; 131:
651-4.

Fehlberg S, Trautwein S, Goke A, Goke R: Bisphenol A diglycidyl ether induces
apoptosis in tumour cells independently of peroxisome proliferator-activated
receptor-y, in caspase-dependent and -indpendent manners. Biochemical Society
2002; 362: 573-8.

Trontelj J, Lusin TT: In vitro modeli za preucevanje metabolizma ucinkovin v jetrih.
Farmacevtski vestnik, 2011; 62: 2-5.

Fasinu P, Bouic PJ, Rosenkranz B: Liver-Based In Vitro Technologies for Drug
Biotransformation Studies - A Review. Current Drug Metabolism, 2012; 13: 1-10.
National Toxicology Program (NTP) Interagency Center for the Evaluation of
Alternative Toxicological Methods (NICEATM): BG1Luc ER TA TEST METHOD
AGONIST PROTOCOL: 1-36. Dostopan dne 23.11.2012, na:
http://www.oecd.org/chemicalsafety/testing/48660864.pdf

Baldwin WS, Curtis SW, Cauthen CA, Risinger JI, KORACH KS, Barrett JC: BG-1
ovarian cell line: An alternative model for examining estrogen dependent growth in
vitro. In Vitro Cellular and Developmental Biology-Animal 1998; 34: 649-54.

Rogers JM, Denison MS: Recombinant Cell Bioassays for Endocrine Disruptors:
Development of a Stably Transfected Human Ovarian Cell Line for the Detection of
Estrogenic and Anti-Estrogenic Chemicals. In vitro & molecular toxicology 2000; 13
(1): 67-82.

63


http://www.oecd.org/chemicalsafety/testing/48660864.pdf

Janja Plut: Preucevanje reaktivnih metabolitov in estrogene aktivnosti bisfenol A diglicidiletra. Magistrska naloga.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Annex G1: ICCVAM/NICEATM BG1Luc4E2 ER TA — Cell Viability Manual: G1-
6. Dostopano dne 23.11.2012, na:
http://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/endo_docs/ERTA-TMER/AppxC/AnnexG/G1-
Cell-Viab-Manual.pdf

Geisinger KR et al.: Characterization of a Human Ovarian Carcinoma Cell Line With

Estrogen and Progesterone Receptors. Cancer 1989; 63: 280-8.

Appendix C: Final Background Review Document - Validation Study of the
BG1Luc4E2 Estrogen Receptor (ER) Transcriptional Activation (TA) Test Method:
C39-C41. Dostopano dne 28.11.2013, na:
http://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/endo_docs/ERTA-TMER/AppxC/BRD.pdf
Gordon JD, Chu AC, Chu MD, Taylor CL, Denison MS, Clark GC: Validation of the

LUMI-CELL™ ER recombinant bioassay for rapid evaluation of chemicals for
potential estrogenic. Organohalogen Compounds, Dioxin 2003; 65: 78-81.

Riss T and Moravec R: Improved Non-Radioactive Assay to Measure Cellular
Proliferation or Toxicity: The CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell
Proliferation Assay. Promega Notes Magazine Number 1996; 59: 1-5.

Stoddart MJ: Cell Viability Assays: Introduction. Mammalian Cell Viability:
Methods and Protocols. Methods in Molecular Biology 2011; 740: 1-6.

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega. Dostopano
dne 16.10.2012, na:
http://www.promega.com.br/~/media/Files/Resources/Protocols/Technical%20Bullet
ins/0/Cell Titer%2096%20AQueous%200ne%20Solution%20Cell%20Proliferation%
20Assay%20System%20Protocol.pdf

Luciferase Assay System, Promega. Dostopano dne 16.10.2012, na:

https://www.promega.com/~/media/Files/Resources/Protocols/Technical%20Bulletin
s/0/Luciferase%20Assay%20System%20Protocol.pdf
Fleck Scet al.: Epoxide Reduction to an Alcohol: A Novel Metabolic Pathway for

Perylene Quinone- Type Alternaria Mycotoxins in Mammalian Cells. Chemical
Research in Toxicology 2014; 27: 247-53.

Dieckhaus C et al.: Negative lon Tandem Mass Spectrometry for the Detection of
Glutathione Conjugates. Chemical Research in Toxicology 2005; 18: 630-8.

64


http://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/endo_docs/ERTA-TMER/AppxC/AnnexG/G1-Cell-Viab-Manual.pdf
http://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/endo_docs/ERTA-TMER/AppxC/AnnexG/G1-Cell-Viab-Manual.pdf
http://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/endo_docs/ERTA-TMER/AppxC/BRD.pdf
http://www.promega.com.br/~/media/Files/Resources/Protocols/Technical%20Bulletins/0/CellTiter%2096%20AQueous%20One%20Solution%20Cell%20Proliferation%20Assay%20System%20Protocol.pdf
http://www.promega.com.br/~/media/Files/Resources/Protocols/Technical%20Bulletins/0/CellTiter%2096%20AQueous%20One%20Solution%20Cell%20Proliferation%20Assay%20System%20Protocol.pdf
http://www.promega.com.br/~/media/Files/Resources/Protocols/Technical%20Bulletins/0/CellTiter%2096%20AQueous%20One%20Solution%20Cell%20Proliferation%20Assay%20System%20Protocol.pdf
https://www.promega.com/~/media/Files/Resources/Protocols/Technical%20Bulletins/0/Luciferase%20Assay%20System%20Protocol.pdf
https://www.promega.com/~/media/Files/Resources/Protocols/Technical%20Bulletins/0/Luciferase%20Assay%20System%20Protocol.pdf

Janja Plut: Preucevanje reaktivnih metabolitov in estrogene aktivnosti bisfenol A diglicidiletra. Magistrska naloga.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Ramilo G, Valverde I, Lago J, Vieites JM, Cabado AG: Cytotoxic effects of BADGE
(bisphenol A diglycidyl ether) and BFDGE (bisphenol F diglycidyl ether) on Caco-2
cells in vitro. Molecular Toxicology 2006; 80: 748-55.

Routledge EJ, Sumpter JP: Estrogenic activity of surfactants and some of their
degradation products assessed using a recombinant yeast screen. Environmental
Toxicology and Chemistry 1996; 15 (3): 241-8.

Olea N et al.: Estrogenicity of Resin-based Composites and Sealants Used in
Dentistry. Environmental Health Perspectives 1996; 104 (3): 298-305.

Perez P et al.: The Estrogenicity of Bisphenol A-related Diphenylalkanes with
Various Substituents at the Central Carbon and the Hydroxy Groups. Environmental
Health Perspectives 1998; 106 (3): 167-74.

Terasaki M, Kazama T, Shiraishi F, Makino M: Identification and estrogenic
characterization of impurities in commercial bisphenol A diglycidyl ether (BADGE).
Chemosphere 2006; 65: 873-80.

Nakazawaa H, Yamaguchia A, Inouea K, Yamazakib T, Katoa K, Yoshimuraa Y,
Makinoc T: In vitro assay of hydrolysis and chlorohydroxy derivatives of bisphenol
A diglycidyl ether for estrogenic activity. Food and Chemical Toxicology 2002; 40:
1827-32.

Satoh K, Ohyama K, Aoki N, lida M, Nagai F: Study on anti-androgenic effects of
bisphenol a diglycidyl ether (BADGE), bisphenol F diglycidyl ether (BFDGE) and
their derivatives using cells stably transfected with human androgen receptor, AR-
EcoScreen. Food and Chemical Toxicology 2004; 42: 983-93.

65



