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POPIS KRATICA KORISTENIH U RADU

e ADME - (engl. absorption, distribution, metabolism, excretion) - apsorpcija,
distribucija, metabolizam i eliminacija nekog spoja (toksikokinetika)
e AGD - anogenitalna udaljenost
e BBP - butil - benzil ftalat
e BPA - bisfenol A
e BSA - (engl. bovine serum albumin) - albumin govedeg seruma
e (CaCo2 - kontinuirana stani¢na linija adenokarcinoma epitela debelog crijeva
e CAR 2 - konstitutivni receptor androstana (CAR) u ljudi
o CAT - katalaza
e CERHR - (engl. Evaluation of Risks to Human Reproduction) Centar za procjenu
rizika za humanu reprodukciju
e CHO (K1) - stani¢na linija ovarija kineskog hrcka
e CPSC - (engl. U. S. Consumer Product Safety Commission) - Ameri¢ka komisija za
sigurnost potro$ackih proizvoda
e DBEP - bis - (2 - n - butoksietil) ftalat
e DBP - dibutil ftalat
e DCEF - diklorofluorescein
e DCF-DA -2, 7' - diklorofluorescein diacetat
e DCFH -2', 7'- diklorofluorescein
e DCHP - dicikloheksil ftalat
e DEHP - bis - (2 - etilheksil) ftalat
e DEP - dietil ftalat
e DIiBP - di - izo - butil ftalat
e DIiDP - di - izo - decil ftalat
e DIiNP - di - izo - nonil ftalat
e DMP - dimetil ftalat
e DMSO - dimetil sulfoksid
e DnBP -di - n - butil ftalat
e DNHP - diheksi ftalat
e DnOP - di - n - oktil ftalat
e DPP - diamil ftalat



EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina
EFSA - (engl. European Food Safety Authority) - Europska agencija za sigurnost
hrane

EPA - (engl. United States Environmental Protection Agency) - Americ¢ka agencija za
zastitu okolisa

FBS - (engl. fetal bovine serum) - fetalni govedi serum

GPX - glutation peroksidaza

GSH - glutation

HEK293 - humana embrionska stani¢na linija bubrega

HelLa - humana stani¢na linija epitela karcinoma vrata maternice

HEp2 - kontinuirana stani¢na linija karcinoma larinksa ¢ovjeka

HepG2 - kontinuirana stani¢na linija hepatocelularnog karcinoma jetre u ¢ovjeka

HO - hem oksigenaza

IARC - (engl. International Agency for Research on Cancer) - Medunarodna agencija

za istrazivanje raka

KGN - (engl. human ovarian granulosa-like tumor cell line) - ljudska stani¢na linija
granuloza tumora jajnika

LNCaP - stani¢na linija humanog adenokarcinoma prostate

MA-10 - (engl. mouse Leydig tumor cells) - stanice tumora Leydigovih stanica miSa

MEHP - mono - (2 - etilheksil) ftalat

MEP - monoetil ftalat

MIiBP - mono - izo - butil ftalat

MMP - monometil ftalat

NB - Nutrient broth kompletna teku¢a podloga

NIEHS - (engl. National Institute of Environmental Health Sciences) - Nacionalni

institut za znanosti zaStite okoliSa

NR - (engl. neutral red) - neutralno crvena boja

NTP - (engl. The National Toxicology Program) - Nacionalni toksikoloski program

PBS - fosfatni pufer

PE - esteri ftalne kiseline

PET - poli (etilen - tereftalat)

PPARa - alfa izoforma peroksisomnim proliferatorom aktivirani receptor



PVC - polivinil klorid

ROS - (engl. reactive oxygen species) - reaktivne kisikove vrste

S9 - metabolicki aktivator, mikrosomalni homogenat jetre Stakora

SOD - superoksid dismutaza

TA - povrsinski (top) agar

TDI vrijednosti - (engl. tolerable daily intake) - prihvatljivi dnevni unos
TSA - (engl. Tryptone soya agar) - sojin tripton agar

VB - Vogel - Boner minimalna podloga



1. UVOD

Ftalati su po kemijskom sastavu esteri ftalne kiseline i alifatskih alkohola. Dodaju se u
plastiku (Cesto uz bisfenol A (BPA)) da bi se omoguéila njihova savitljivost, rastezljivost,
trajnost te da bi ona omeksSala. Esteri ftalata su Siroko rasprostranjeni u okolisSu (u
kucanstvima i u prirodi), $to je rezultat njihove primjene u raznovrsnim proizvodima.
Primjerice, nalaze se u kozmetickim proizvodima za osobnu njegu, ponekim dodacima
prehrani, lijekovima, tiskarskim bojama, lakovima, ljepilima (Aurela i sur., 1999), u
igracakama koje sadrze vinil (Peters, 2003), fleksibilnim PVC materijalima koji se koriste u
potrosackim proizvodima kao S§to su pakiranje hrane, podovi, kuéni namjestaj, ostali
gradevinski materijal i medicinska oprema (Cao, 2010; Wormuth i sur., 2006). Zbog svojih
fizikalno - kemijskih svojstava ftalati su vrlo mobilni i lako migriraju iz plasti¢nih proizvoda
u prostor koji ih okruzuje pa tako dospijevaju u okoli§ (Jurica i sur., 2013). Hrana u
plastiénom pakiranju jedan je od znacajnijih prehrambenih izvora ftalata (Cirillo i sur., 2011),
a buduci da oni nisu kovalentno vezani unutar molekule PVC-a, po principu sli¢no otapa
sli¢no, male koli¢ine masne hrane ili ulja, dovoljne su za ekstrakciju tih lipofilnih omeksavala
u hranu (HAH, 2014). Ftalati su (kao i BPA) endokrini disruptori (utje¢u na funkcije
hormona) te su kategorizirani kao kemikalije koje uzrokuju zabrinutost, od strane Americke
agencije za zaStitu okoliSa. Epidemioloske studije, kao i studije na Zivotinjama, pokazale su
da izlozenost tim kemikalijama moze uzrokovati poremecaje u razvoju i reprodukciji
(Meeker, 2012) te brojne druge. Ftalati su se uglavnom pokazali kao negenotoksi¢ni spojevi, a
prema CPSC (engl. U. S. Consumer Product Safety Commission - Komisija za sigurnost
potrosackih proizvoda, U. S.) bilo koji tumor izazvan ftalatima vjerojatno nastaje putem
negenotoksi¢nih mehanizama (CPSC, 2010).

Jedan je od najopasnijih ftalata bis - (2 - etilheksil) ftalat (DEHP), kojemu su ljudi
svakodnevno izlozeni (Silva i sur., 2006), a u organizam dospijeva gastrointestinalnom
apsorpcijom, apsorpcijom kroz kozu i parenteralno.

Baze podataka o genotoksi¢nosti DEHP-a i srodnih ucinaka su vrlo Siroke i sloZene,
sadrze studije koje obuhvacaju vise godina istrazivanja, odraZavaju promjene U Stanju
znanosti, a sadrze 1 veliki broj razli¢itih tipova modela i paradigmi (Caldwell, 2012). Poseban
problem predstavljaju okoliSno znacajne koncentracije DEHP-a za ¢ije potencijalno

genotoksi¢no djelovanje ili ne postoje podaci ili su vrlo Sturi.



U ovom radu istrazit ¢e se citotoksi¢no, prooksidativno i genotoksicno djelovanje
okolisno znacajnih koncentracija DEHP-a koriStenjem humanih stani¢nih linija karcinoma
larinksa, adenokarcinoma epitela debelog crijeva, hepatocelularnog karcinoma te bakterijskih
sojeva TA98 i TAL00 Salmonella typhimurium. Dobiveni rezultati ovog istrazivanja
doprinijet ¢e boljem razumijevanju uc¢inaka niskih koncentracija DEHP-a, a ujedno ¢e se

dobiti bolji uvid u moguce posljedice izlozenosti DEHP-u u okolisu.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MUTACIJE I GENOTOKSICNO DJELOVANJE KEMIKALIJA

Geneticka toksikologija (genotoksikologija) je primijenjena disciplina kojoj je cilj
detektirati agense koji oSteCuju nasljedni materijal, DNA, te objasniti mehanizme nastanka
mutacija (mutagenezu) (Timbrell, 2000).

Mutacija je nasljedna promjena vezana uz genotip stanice, dakle, njezina pojava
podrazumijeva da je dvostruka uzvojnica DNA u vecoj ili manjoj mjeri promijenjena.
Genetske mutacije nastaju u somatskim i generativnim stanicama. Somatske mutacije mogu
uzrokovati bolesti (npr. tumore), a germinativne (spolne) mutacije nastaju u gametama te se
prenose na potomstvo.

Mutacije nastaju spontano ili su inducirane. Spontane mutacije najces¢e nastaju
zbog gresaka u replikaciji DNA, a inducirane mutacije nastaju djelovanjem fizikalnih i
kemijskih mutagena (Lodish i sur., 2000).

Bilo koja promjena u redoslijedu dusi¢nih baza u molekuli DNA uzrokuje mutaciju
koja se moze ili ne mora ispoljiti u obliku fenotipa, pri cemu se jedinka sa ispoljenim novim
fenotipom oznacava kao mutant.

Genetske mutacije mogu biti Stetne i letalne (uslijed ¢ega stanica s promijenjenim
genetickim kodom odumire te s njom nestaje izmijenjena DNA), zato $to geni utjeCu na
ekspresiju razli¢itih svojstava preko biokemijskih procesa. Ukoliko mutacija nije letalna,
promijenjena DNA Ce se dalje nasljedivati, a mutacija Ce biti fiksirana. Sve sljedece stanice ¢e
sadrzavati izmijenjenu informaciju za redoslijed aminokiselina u nekom proteinu. Ipak,
mutacije su naj¢eSce recesivne jer je u heterozigota prisutan i normalni alel gena, zbog cega je
mutirani alel sakriven iza funkcije normalnoga. S druge strane, dominantne mutacije mogu
biti povezane s gubitkom funkcije nekog proteina §to moze imati brojne posljedice.

Neke od mutacija su supstitucija parova baza i mutacije pomaka okvira Citanja (tzv.
frameshift mutacije), koje se zajedno nazivaju to¢kastim mutacijama.

Do supstitucije parova baza moze doci zbog kemijske modifikacije dusi¢ne baze ili
ugradnje nekog kemijskog spoja u molekulu DNA tijekom procesa replikacije. Do kemijske
modifikacije baze moze do¢i u bilo kojoj fazi stani¢nog ciklusa djelovanjem nekog
ksenobiotika, primjerice, adenin se moze deaminirati i prije¢i u hipoksantin koji strukturno
nalikuje gvaninu pa afinitet prema njemu ima citozin, koji se moze s njim vezati u molekuli

DNA. Ugradnja nekog kemijskog spoja u lanac DNA moze se dogoditi samo tijekom
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replikacije, i to zbog kemijske sli¢nosti tog spoja nekoj od baza zbog Cega se ona ugradi u
jedan lanac molekule DNA umjesto odgovarajuce dusi¢ne baze, primjerice, 5 - bromouracil je
analog timina pa se moze inkorporirati nasuprot adeninu u novonastalom lancu DNA (Lodish
i sur., 2000).

Mutacije pomaka okvira Citanja javljaju se uslijed insercije ili delecije jedne ili viSe
baza u DNA. Nakon toga, geneticki kod viSe nije isti jer se pomice tzv. okvir Citanja
(redoslijed dusSi¢nih baza na DNA je pomaknut za jednu ili viSe umetnutih ili izgubljenih
baza). Primjerice, etidij bromid je molekula koja moze interkalirati u molekulu DNA i tako
uzrokovati frameshift mutaciju (Lodish i sur., 2000).

Aneuploidija je mutacija koja podrazumijeva gubitak ili povecanje broja
kromosoma za jedan (2n + 1), a uzrokovana je neravhomjernom distribucijom kromosoma
prilikom mejoze ili mitoze. Do aneuploidije dolazi zbog nefunkcioniranja diobenog vretena
prilikom mejoticke ili mitoticke diobe, promijenjene strukture kinetohora, tubulina ili
centromera, inhibicije proteina na centromeri ili iz drugih razloga (Lodish i sur., 2000).

Kromosomske aberacije su strukturne promjene kromosoma koje nastaju kao
posljedica neuspjeSnog crossing overa (rekombinacije homolognih kromosoma) ili loma
kromosoma uzrokovanog nekim sredstvom. Nakon loma, moguce je spajanje prelomljenih
krajeva bez posljedica (za $to postoji mala vjerojatnost). U slucaju kada ne dode do
povezivanja, nastaju acentri¢ni (bez centromera) ili centricni fragmenti (S centromerom).
Acentri¢ni se fragment tijekom mitoze gubi, a s njime 1 geneticke informacije (slijed baza)
koje sadrzi. Dva centri¢na fragmenta se mogu povezati u novu strukturu - dicentrik.
Dicentri¢ni kromosom tijekom anafaze puca i u novonastalim stanicama kéerima jedna ima
duplicirane gene, a druga deletirane gene. Osim delecije i duplikacije, moze do¢i i do
inverzije koja ukljucuje dva loma, rotaciju za 180° i ponovno vezanje u strukturu kromosoma.
Klastogeneza podrazumijeva gubitak, dodatak ili rearanzman dijelova kromosoma, a spojevi

koji izazivaju lomove nazivaju se klastogeni (Lodish i sur., 2000).

2. 1. 1. Uloga oksidacijskog stresa u nastanku mutacija

Oksidacijski stres je pomak ravnoteze u stani¢nim oksidativno - redukcijskim
reakcijama u smjeru oksidacije, pri ¢emu se prekomjerno stvaraju slobodni radikali kisika.
Pritom stanica gubi moguénost da ih razgradi i narusena je ravnoteza nastajanja slobodnih
radikala. Rezultat takvih dogadaja su promjene vezane uz oStecenje stanica. Oksidacijsko
oSte¢enje Cesto utjeCe na strukturu i1 funkciju brojnih biomolekula (polinezasi¢enih lipida,
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ugljikohidrata, proteina i nukleinskih kiselina), §to kona¢no rezultira promjenama u strukturi i
funkciji stanica, tkiva i organa. Tako nastala oSte¢enja mogu narusSiti normalne fizioloske
procese u organizmu, naruSavaju¢i homeostazu iona, prijenos signala u stanici, gensku
transkripciju te dovesti do drugih poremecaja. Oksidacijski stres ima znacajnu ulogu u
patogenezi brojnih bolesti, primjerice, kardiovaskularnih i infektivnih bolesti, karcinoma,
dijabetesa, neurodegenerativnih bolesti, fibroze, hemolize, ali i u procesu starenja (Sies,
1985).

Slobodni radikali su vrlo reaktivne molekule koje nastoje spariti svoj nespareni
elektron reakcijom s drugim elektronom neke molekule, pri ¢emu nastaje kemijska veza pa se
oni tako stabiliziraju. Slobodni radikali, dakle, oksidiraju stani¢ne strukture primajuci njihov
elektron. Oni se u tijelu stvaraju kao posljedica losih Zivotnih navika: nekvalitetne prehrane
(prekomjerna konzumacija masnoca zivotinjskog porijekla, suhomesnatih proizvoda, pecene
hrane, alkoholnih pica itd.), izlozenosti pesticidima, smogu, ultravioletnim zrakama sunca,
zraku zagadenom ispuSnim plinovima i olovom u benzinu, pusenja, sjedilackog nacina zivota,
debljine, psihickih stresova, kao i svskodnevne izlozenosti kemikalijama koje induciraju
nastanak slobodnih radikala (Slika 1). Slobodni radikali nastali zbog svega navedenog
nadmasuju koli¢inu radikala potrebnih za normalne fizioloSke procese, a prekobrojni slobodni
radikali Stetno djeluju na stani¢ne strukture Covjec¢jeg tijela. U naSem tijelu to su najcesce
superoksidni radikal (0,%), hidroksilni radikal (OH-), vodikov peroksid (H;O5) i jo§ poneke
druge molekule kisika koje se zajednicki nazivaju reaktivnim kisikovim vrstama (engl.
reactive oxygen species - ROS). Nastajanje navedenih oksidansa pospjeSuju nabrojene lose
navike, koje induciraju izbacivanje jednog negativnog elektrona iz ljuske atoma, zbog Cega
takav atom postaje slobodni radikal. Takve molekule kisika procesom oksidacije mogu
razorno djelovati i na DNA u stani¢noj jezgri, pri ¢emu mogu narusiti funkciju DNA ili
mijenjati njezina svojstva (uzrokovati mutaciju), ili ju mogu razoriti (Ruzi¢ka, 2001). Ako
slobodni radikali ostete DNA i dovedu do mutacija gena, dolazi do stvaranja tumorskih
stanica, a ako se tumorske stanice po¢nu razvijati neograni¢eno, nastaju tumori. Posljednjih
godina doslo je do epidemije malignih oboljenja, a pretpostavlja se da je to velikim dijelom
zbog mnogo ucestalije izloZenosti stanovniStva zagadenoj vodi, zraku, hrani, zivota pod
stalnim stesom te zbog brojnih sveprisutnih kemikalija. Slobodni radikali takoder dovode do
ubrzanog propadanja stanica, stoga ubrzavaju starenje organizma (Sies, 1985).

Oksidacijski stres, dakle, uzrokuje oStecenja tkiva zbog nastalog poremecaja ravnoteze

pro - i anti - oksidativnoga sustava.



Endogeni antioksidansi igraju klju¢nu ulogu u odrzavanju optimalne stani¢ne funkcije
i na taj nacin sistemsko zdravlje Covjeka. Najucinkovitiji enzimski antioksidansi Su
superoksid dismutaza (SOD), glutation peroksidaza (GPX), hem oksigenaza (HO) i katalaza
(CAT) (Mates i sur., 1999). Medutim, pod uvjetima koji promi¢u oksidacijski stres, endogeni
antioksidansi mozda nece biti dovoljni za odrzavanje ili povratak ravnoteze u stanici pa
prehrambeni antioksidansi mogu biti potrebni za odrzavanje optimalne stani¢ne funkcije.
Neenzimatski antioksidansi uklju¢uju vitamin E i C, sulfonil antioksidanse (glutation,
tioredoksin i lipoi¢na kiselina), melatonin, karotenoide, polifenole te brojne druge spojeve
(MccCall i Frei, 1999).
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Slika 1. Mogu¢nost nastanka ROS-a i njihove posljedice (Holmstréom i Finkel, 2014)

Dakle, slobodni radikali svakodnevno nastaju u stanicama, a organizam posjeduje
mehanizme da ih neutralizira i sprije¢i njihovo razorno djelovanje. Antioksdansi iz hrane su

prije svega fitokemikalije voca 1 povr¢a (Sies, 1985).

2. 1. 2. Popravak oSte¢enja DNA

Molekulu DNA svakodnevno oSteCuju zracenje, kemijski mutageni, temperatura i
drugo (enzimske greske, spontani gubitak baza - dnevno do nekoliko tisu¢a baza u svakoj

stanici sisavaca). Evolucija nastoji maksimalno reducirati Stetne ucinke mutacija, stoga su
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stanice razvile razliCite mehanizme za popravak oSteene ili krivo replicirane DNA.
Tri su glavna mehanizma popravka: vracanje na staro (engl. ,,damage reversal”), ekscizijski

popravak i postreplikacijski popravak (Timbrell, 2000).

2. 1. 3. Detekcija mutacija

Mutacije u haploidnom organizmu (koji sadrzi n kromosoma) lako se otkrivaju jer su
sve - i dominantne i recesivne - izrazene u fenotipu. Za detekciju mutacija u bakterija vrlo je
djelotvorna tehnika otiska ili “replica plating” tehnika. U diploida (koji sadrze 2 n
kromosoma) ¢e se dominantna mutacija u gameti pojaviti u fenotipu potomstva, dok recesivna
mutacija neée biti vidljiva u prvoj generaciji (ukoliko nije spolno - vezana).

Bakterijskim testovima moze se detektirati mutageni potencijal neke kemikalije.
Najpoznatiji i najée$¢e upotrebljavani test je Amesov test (Ames, 1973). Bakterijski testovi
od testova na zivotinjama, daju rezultate u kratkom periodu (2 dana) te mogu otkriti i slabe
karcinogene. Kada se supstanca okarakterizira kao potencijlni mutagen pomoéu Amesova

testa, njezin mutageni (karcinogeni) potencijal istrazuje se dalje na sisavcima (Adler, 1984).

2.2. ESTERI FTALNE KISELINE

Plastifikatori su kemijski aditivi koji daju trajnost, elasticnost i fleksibilnost
polimernim proizvodima (Wilkes i sur., 2005). Ftalati su dominantni u skupini plastifikatora
te se (uz BPA) uvelike koriste kao industrijske kemikalije, posebice u raznim plasti¢nim
materijalima 1 proizvodima, a najceSc¢e korisSten (Sampson 1 de Korte, 2011) je DEHP. Ftalati
su esteri ftalne kiseline (PE) (Slika 2) i uglavnom se koriste kao omekSivac¢i u brojnim
potroSackim proizvodima - glavni razlog tomu jest njihovo svojstvo davanja fleksibilnosti i

izdrzljivosti plastici, primjerice, polivinil kloridu (PVC) (Cao 2010; Wormuth i sur, 2006).
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Slika 2. Kemijska struktura ftalata;

R1 1 R2 oznacavaju arilne ili alkilne skupine (Marie i sur., 2015)

2. 2. 1. Vrste i upotreba ftalata

PE su S$iroko rasprostranjeni u okoliSu (u kucanstvima 1 u prirodi), Sto je rezultat
njihove primjene u raznovrsnim proizvodima. Kratkolancani ili ftalati niskomolekularne
mase, kao $to je dimetil ftalat (DMP), dietil ftalat (DEP), di - izo - butil ftalat (DiBP) i di - n -
butil ftalat (DnBP), uglavnom se koriste u kozmetickim proizvodima za osobnu njegu,
odredenim dodacima prehrani, lijekovima, tiskarskim bojama, lakovima, ljepilima (Aurela i
sur, 1999) te u igracakama koje sadrze vinil (Peters, 2003). Dugolancani ili ftalati
visokomolekularne mase, poput DEHP-a, butil - benzil ftalata (BBP), di - izo - nonil ftalata
(DINP) i di - izo - decil ftalata (DiDP) uglavnom se nalaze u fleksibilnim PVC materijalina
koji se koriste u potroSackim proizvodima kao S§to su pakiranje hrane, podovi, kuéni
namjestaj, ostali gradevinski materijal 1 medicinska oprema (Cao, 2010; Wormuth 1 sur.,
2006).

Komercijalni ftalatni plastifikatori nisu kemijski vezani za proizvode pa se mogu
izluciti iz materijala, migrirati u zatvoreni prostor zraka ili neke mase, u atmosferu ili hranu,
mogu se dislocirati iz polimera isparavanjem u zrak, abrazijom polimera, ispiranjem
tekuc¢inama i izravnom difuzijom iz polimera praSine na povrsinu i tako kontaminirati okolinu
u kojoj mogu biti potencijalna opasnost za ljudsko zdravlje (Afshari i sur., 2004). Dakle,
budu¢i da ftalati nisu kovalentno vezani unutar molekule PVC-a, po principu sli¢no otapa
sli¢no, 1 male koli¢ine masne hrane ili ulja dovoljne su za gotovo potpunu ekstrakciju
lipofilnih omeksavala u hranu (HAH, 2014). S obzirom da je DEHP lipofilna molekula, otapa

se u punoj krvi, plazmi, koncentratu trombocita, infuzijskim otopinama koje sadrze lipide,



parenteralnim otopinama, kao i otopinama koje otapaju intravenske lijekove (Vidié-Strac,
2008).

Zbog rasirene upotrebe tih kemikalija, izloZenost ljudi je neizbjezna. Biomonitoring
studije izvjestavaju da su ftalati (kao 1 BPA) pronadeni u viSe od 95% uzoraka urina ljudi na

svijetu (Koch i Calafat, 2009).

2.2. 2. Hrana i kozmeticki proizvodi kao glavni izvori ftalata

Prehrana je jedan od glavnih izvora izloZenosti ljudi odredenim ftalatima poput DnBP,
DEHP, DiNP i DiDP (Cao, 2010; Wormuth i sur., 2006). Namirnice mogu biti kontaminirane
ftalatima za vrijeme obrade, pakiranja, skladistenja ili transporta nekog proizvoda. Sukladno
tome, brojni su izvori ftalata u hrani: polimerni filmovi (npr. od PVC-a) koji se koriste kao
ambalaZa za pakiranje hrane, PVC cijevi i tube (za muznju i prijenos mlijeka), PVC brtve u
metalnim poklopcima za staklenke (dodane radi $to boljeg prianjanja poklopca za grlo
staklenke), tinte za ispis (za pobolj$anje adhezije na povrSinama te otpornosti na savijanje i
guzvanje), papirnata i kartonska ambalaza (proizvedene od recikliranog materijala, u koje su
dospjeli iz tinte ili ljepila koje su sadrzavali prethodni materijali), PVC rukavice (prilikom
rukovanja s njima kod pripreme ili prerade hrane), aluminijske folije (slojevi aluminija
povezuju se ljepilima koja sadrzavaju ftalate), premazi u kuhinjskom posudu (koji sprjecavaju
sljepljivanje hrane prilikom termic¢ke obrade) te poli (etilen - tetraftalat) (PET) boce (Cao,
2010). Valja naglasiti kako je hrana u plasticnom pakiranju jedan od znacajnijih izvora
kontaminacije hrane i pi¢a ftalatima (Cirillo i sur., 2011).

Ipak, podaci 0 koncentraciji ftalata u hrani su vrlo ograni¢eni. To moze biti povezano s
metodoloskim izazovima prilikom kemijske analize, primjerice, zbog potrebnog odrzavanja
niske kontaminacije laboratorija tijekom analize, $to predstavlja izazov zbog opcenite
sveprisutnosti tih kemikalija. Primijecene su velike razlike u koncentraciji i prisutnosti ftalata
unutar kategorija hrane 1 medu razli¢itim geografskim lokacijama (Sakhi 1 sur., 2014). Na
primjer, DMP je cesto detektiran u hrani u Kini, ali ne 1 u europskim zemljama (Guo 1 sur.,
2012). Nadalje, pojava razlicitih ftalata takoder se mijenja tijekom vremena, a ftalati ¢ija je
upotreba ograni¢ena, kao Sto je DEHP, postepeno se zamijenjuju drugim, zamjenskim
ftalatima kao $to su DiNP i DiDP. Za procjenu izlozenosti vazno je koristiti novije podatke iz
pojedinih zemalja za ¢iju se populaciju izloZenost izraCunava.

U Republici Hrvatskoj provedeno je istrazivanje prisutnosti ftalata, prvenstveno u
krutoj hrani (HAH, 2014). Analizirano je 43 uzoraka hrane podijeljene u cetiri skupine. U
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svim uzorcima utvrdivani su DEP, dibutil ftalat (DBP), DiDP, DiNP, BBP, DEHP te di - n -
oktil ftalat (DnoP), a rezultati istrazivanja pokazali su prisutnost ftalata u hrani u 32,6%
ispitivanih uzoraka. Od svih ispitivanih PE, naj¢esc¢e primijec¢eni su DEP - u 27,9% uzoraka,
zatim DBP u 25,6% uzoraka te DEHP - u 16,3% uzoraka, pri ¢emu valja istaknuti ¢injenicu
da vise od polovice uzoraka, u kojima je zabiljeZena prisutnost ftalata, sadrzi DEHP. Ftalati su
odredeni u razli¢itim koncentracijama, a maksimalno odredena vrijednost DEP-a od 51,3 mg
kg', zabiljezena je u mramornom koladu. Iz detektiranih koncentracija ftalata u
prehrambenim proizvodima te iz grube procjene konzumacija prehrambenih proizvoda (na
temelju ispitivanja prehrambenih navika), s obzirom na uspostavljene TDI vrijednosti (engl.
tolerable daily intake - prihvatljivi dnevni unos) za pojedine ftalate, u ovoj studiji je
zakljuceno da ne postoji rizik od utjecaja ftalata na zdravlje ljudi u ispitivanim uzorcima
hrane prikupljene u Republici Hrvatskoj.

Rezultati iste studije (HAH, 2014) upucuju da kisela 1 lipofilna hrana koja se ¢uva pri
temperaturi od 5 °C nema nikakav utjecaj na prisutnost ftalata u hrani. Istrazivanje Fierens i
sur. (2012) ukazuje da se termickom obradom hrane smanjuju koncentracije ftalata u hrani,
Sto moZe umanjiti potencijalni zdravstveni rizik izlozenosti ftalatima, posebice ako se uzme u
obzir da je vecina izmjerenih ftalata odredena u sirovoj (HAH, 2014) hrani. S druge strane,
ftalati mogu biti prisutni u premazima posuda pribora i opreme za pripremu hrane iz kojih se
tijekom toplinske pripreme hrane mogu otpustiti u hranu (Fierens i sur., 2012) i tako ju
kontaminirati.

U istrazivanju provedenom u NorveSkoj (Sakhi i sur., 2014) ftalati su pronadeni u
gotovo svoj hrani i pi¢u koji se svakodnevno konzumiraju u toj zemlji. Udjel ftalata u
prehrambenim proizvodima varirao je od 11% za dicikloheksil ftalat (DCHP), do 84% za
DiNP - jedan od zamjenskih ftalata za DEHP. Medu razli¢itim ftalatima najvise koncentracije
su pronadene za DEHP i DINP u prehrambenim proizvodima. Procijenjena prehrambena
izloZenost takoder je bila jednako visoka, pri ¢emu dominira izlozenost DEHP-u i DiNP-u
(400 - 500 ng kg™ tjelesne mase / dan), a zatim DiBP-u, DnBP-u, DnOP-u te DiDP-u (30 - 40
ng kg™ tjelesne mase / dan). DMP, DEP i DCHP pronadeni su u najnizim koncentracijama,
pri emu se izloZzenost procijenuje na oko 10 - 20 ng kg™ tjelesne mase / dan. IzloZenosti
odrasle populacije tim kemikalijama u Norveskoj najviSe doprinose zitarice i mesni proizvodi.

Ipak, procijenjena prehrambena izloZenost ljudi ftalatima je znatno niza od
odgovarajuce TDI vrijednosti, utvrduje Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA) (Sakhi 1

sur., 2014).
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Osim hrane, jedan od =znacajnijih izvora ftalata jesu kozmeti¢ki proizvodi. U
istrazivanju Sathyanarayana i sur. (2008) mjereno je 9 metabolita ftalata u djece, koja su
(prema izvjestaju majki) bila izlozena nekom proizvodu za njegu dojencadi u roku od 24 sata
prije analize urina. U ve¢ini slucajeva, tj. kod 81% dojencadi kojima je analiziran urin,
detektirano je 7 metabolita ftalata. Zakljueno je da je izlozenost novorodencadi losionu,
dje¢jem puderu i Samponu znacajno povezana s poveéanom koncentracijom monoetil ftalata
(MEP) (koji se nalazi u losionima), monometil ftalata (MMP) (u losionima, Samponima) i
mono - iz0 - butil ftalata (MiBP) (u dje¢jim puderima) u mokraci, a koncentracija se povecava
s koli¢inom kozmeti¢kih proizvoda koji se koriste. Najvisa je koncentracija primije¢ena u
dojencadi, koja mogu biti osjetljivija na razvojnu i reproduktivnu toksi¢nost ftalata s obzirom
na njihov nezreli metaboli¢ki sustav i izloZzenost visokoj dozi s obzirom na jedinicu povrSine

tijela.

2. 2. 3. Toksikokinetika ftalata

Pod pojmom toksikokinetika podrazumijeva se depozicija nekog kemijskog spoja
(ksenobiotika) u organizmu, tj. ona opisuje nain njegove apsorpcije, distribucije,
metabolizam u organizmu te eliminaciju iz organizma (engl.
absorption, distribution, metabolism, excretion - ADME). Podaci studija provedenih na
ljudima pokazuju da je moguca gastrointestinalna apsorpcija ftalata, dermalna, inhalatorna i
parenteralna (buduci da se razni ftalati ¢esto nalaze u brojnoj plasticnoj medicinskoj opremi)
(Miles-Richardson i sur., 2002).

Ftalati pokazuju toksi¢ni potencijal uglavnom zbog metabolicke transformacije u vise
toksi¢nih metabolita. Oni se u pravilu vrlo brzo apsorbiraju i eliminiraju nakon oralne
konzumacije (HAH, 2014). Ulaskom u ljudsko tijelo, ftalatni diesteri se vrlo brzo
metaboliziraju bitransformacijama u probavnom traktu pomocu reakcija faze I (hidroliza i
naknadne oksidacijske reakcije) u monoestere (Albro i Thomas, 1973). Dalje se mogu
metabolizirati do oksidativnih spojeva njihovog lipofilnog dijela lanca. Monoesteri se
opc¢enito smatraju odgovornim za razne toksi¢ne ucinke, a mogu se dodatno razgraditi u oblik
orto - fosfat ftalata s duzim bo¢nim lancima (4 ugljikova atoma ili duze) i podlijezu
oksidativnom metabolizmu. Razli¢iti metaboliti mogu biti prisutni kao slobodni i
nepromijenjeni ili konjugirani s glukuronskom kiselinom (HAH, 2014). Relativno polarni,
kao i ftalati niske molekularne mase uglavnom su metabolizirani u stabilne monoestere, dok
su visokomolekularni ftalati, tj. ftalati s > 8 ugljikovih atoma u alkilnom lancu, metabolizirani
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do njihovih hidroliti¢kih monoestera, koji su pak u velikoj mjeri transformirani ® -, (® - 1) -
i B - oksidacijom u oksidativne produkte (alkohole, ketone i karboksilne kiseline) (Hauser i
Calafat, 2005). Ftalati i njihovi metaboliti niskih molekulskih masa izlu¢uju se urinom, kao
monoesteri ili konjugati glukuronida (Wittassek i sur., 2011). Ftalati sa srednjom ili visokom
molekulskom masom, poput DEHP-a i DiNP-a izlu¢uju se takoder urinom, ali i fecesom
(HAH, 2014). Primjerice, manje od 10% pocetne doze DEHP-a izlu¢i se urinom Kkao
monoester mono - (2 - etilheksil) ftalat (MEHP), a ostalo se izluci kao sekundarni oksidirani
metabolit. Primjerice, ve¢ina unesene koli¢ine DEHP-a te nastalih MEHP-a i 2 - etilheksanola
izluCuje se iz tijela u roku od 24 sata urinom i fecesom. Svi metaboliti mogu se detektirati u
urinu i serumu u obliku sekundarnih metabolita DEHP-a (Jurica i sur., 2013). Metabolicki
putevi ftalata i njihovih metabolita koji se izlu¢uju urinom su dobro poznati za neke ftalate, ali
podaci za metaboli¢ku distribuciju u tijelu i ostalim bioloskih teku¢inama (zuc, krv, slina),
ukljucujuéi 1 maj¢ino mlijeko, vrlo su ograni€eni. U odnosu na urin, maj¢ino mlijeko moze
sadrzavati viSe hidrofobnih ftalata, kao Sto su DnBP i dugolanc¢ani DEHP te DiNP, kao i
njihove monoesterske metabolite (Frederiksen i sur. 2007).

Smatra se da ftalati monoestera i sekundarni oksidacijski metaboliti imaju biolosku
aktivnost (Koch i Calafat, 2009).

2.2. 4. Toksicnost ftalata

Studije na ljudima

U istrazivanju Colon 1 sur. (2000) ispitivana je povezanost koncentracije zagadivaca
(pesticida i plastifikatora koji se u Puerto Ricu Cesto koriste) u serumu portorikanskih
djevojaka s preranom telarhom. Prijevremeni razvoj dojki (telarha) je rast tkiva dojke u
djevojcica mladih od 8 godina bez drugih obiljezja puberteta, a njena je pojavnost u Puerto
Ricu izuzetno Cesta. Rezultati navedene studije pokazali su prisutnost vise od 80% ispitivanih
spojeva u krvotoku testiranih djevojcica. U serumu kontrolnih ispitanica nisu otkriveni ostaci
pesticida ili njihovih metabolita, dok su znacajno visoke razine ftalata (dimetil, dietil, dibutil, 1
di- (2 - etilheksil) i njegov glavni metabolit - MEHP) identificirani u 68% uzoraka pacijentica
s telarhom. Prosje¢ne izmjerene koncentracije ftalat estera u serumu pacijentica s telarhom
iznosile su od 6,3 pg L™ (MEHP) do 2098 pg L™ (DEHP). Ova studija dokazala je da

odredeni plastifikatori imaju estrogenu i antiandrogenu aktivnost te njihovu mogucu
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povezanost s prijevremenim razvojem dojki Zenske populacije, tj. dokazala je njihovo
svojstvo endokrinih disruptora.

Endokrini disruptori su kemijske tvari (prirodne ili sintetizirane) koje imaju svojstvo
imitacije prirodnih hormona. Ulaskom u organizam, oni se mogu vezati na receptore hormona
1 tako remetiti normalnu funkciju hormona. Oni imaju sposobnost oponasanja aktivnosti
endogenih hormona i postizu ekvivalentne ucinke. Takoder, mogu blokirati aktivnost
endogenih hormona kompetitivnom inhibicijom za receptore hormona. NaruSena endokrina
ravnoteza se oCituje promjenama na sustavima organa te uzrokuje negativne reproduktivne i
razvojne ucinke u ljudi (Bigsby i sur., 1999).

Istrazivanje Huang i sur. (2014) procijenjuje odnos izmedu razine 15 razli¢itih ftalata
(DEP-a, diheksil ftalata (DNHP), BBP-a, DiNP-a, DnBP-a, DCHP-a, DEHP-a, diamil ftalata
(DPP), bis - (2 - n - butoksietil) ftalata - DBEP i dr.) u krvi pupkovine mladih Kineskinja i
prijevremenog poroda te rasta fetusa, pri ¢emu je dokazano je da je izloZenost odredenim
ftalatima (osim DCHP-u) povezana sa smanjenom gestacijskom dobi i prijevremenim
porodom te smanjenim rastom fetusa (niza porodajna tezina, smanjeni trbusni opseg i duljina
bedrene kosti u Zenske djece te manja duljina muske novorodencadi). Odredene koncentracije
ftalata u krvi pupkovine majki koje odgovaraju navedenim obiljezjima kao i1 njihova dojencad,
detektirane su u rasponu od 8,1 pg L™ (DNHP) do 187 ug L™ (DEHP).

Epidemioloske studije, kao 1 studije na Zivotinjama pokazale su da izlozenost tim
kemikalijama moZe uzrokovati poremecaje u razvoju i reprodukciji (Meeker, 2012), a takoder

povecavaju rizik od alergije / astme (Bertelsen i sur, 2013).

Studije na Zivotinjama

Razvojni ucinci ftalata su dobro istraZeni na zivotinjama. Perinatalno izlaganje Stakora
odredenim ftalatima povezano je sa smanjenom anogenitalnom udaljenosti (AGD),
zadrzavanjem bradavica, nespuStenim testisima, atrofijom testisa, histopatologijom testisa,
nerazvijanjem tkiva koje omogucava spuStanje testisa u mosnju, hipospadijama itd.
(Howdeshell i sur., 2008). Uc¢inci ftalata na razvoj muZzjaka Stakora manifestiraju se uglavnom
kao inhibicija sinteze testosterona (Foster i sur., 2001) te indukcija promjene ekspresije
brojnih gena uklju¢enih u metabolizam testosterona i estrogena (Corton i Lapinskas, 2005).
Ucinci ftalata na testise su takoder bili zabiljezeni u zamorcadi, miSeva (Gray 1 sur., 2000),

ftalata u maternici, ali izloZenost ve¢im dozama ftalata takoder izaziva ucinke na testisima u
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mladih i odraslih muzjaka (Higuchi i sur., 2003). Istovremeno izlaganje ve¢em broju razlicitih
ftalata dovodi do dodatnog nepovoljnog ucinka na reproduktivni sustav (Howdeshell i sur.,
2008).

Nadalje, u studijama sa Stakorima i misevima, dokazano je da je nakon 103 tjedna
unosa hrane s odredenim koli¢inama DEHP-a (6000 ili 12 000 mg kg™ hrane; 3000 ili 6000
mg kg™’ hrane, redom) poveéana incidencija hepatocelularnih tumora (David i sur., 2000a).
Postoji opca korelacija izmedu peroksisomne proliferacije (povecanje broja peroksisoma u
jetri Stakora 1 induciranje rasta jetrenih tumora) i hepatocelularne karcinogenosti u Stakora 1
miSeva.

PPARa receptor je povezan s mnogim toksi¢nim ucincima ftalata (Peraza i sur., 2006),
bududi da je aktivacija alfa izoforme peroksisomnim proliferatorom - aktiviranog receptora
(PPARa) i indukcija peroksisomne proliferacije u Stakora i miSeva karakteristika mnogih
ftalata. PPARa je nuklearni receptor (protein) koji uzrokuje pleiotropske odgovore u
glodavaca, ukljucujuéi i povecani metabolizam lipida, poveéanu hepatocelularnu proliferaciju
i smanjenu hepatocelularnu apoptozu, zbog Cega se vjeruje da igra srediSnju ulogu u
hepatokarcinogenezi ftalata i drugim toksi¢nim ucincima. Dakle, aktivacija PPARa dovodi do
peroksisomne proliferacije i indukcije hepatokarcinoma u jetri glodavaca, ali aktivacija
humanog PPARa ne dovodi do hepatocelularne proliferacije i tumorske geneze (Morimura i
sur., 2006) - sto svakako treba uzeti u obzir prilikom procjene toksi¢nosti ftalata posredovane
PPARa receptorom za ljude (Klaunig i sur., 2003).

Mali broj dokaza ukazuje na povezanost ftalata s tumorima testisa 1 guSterace.
Ucestalost adenoma gusterace 1 adenoma 1ili karcinoma bila je poviSena u Stakora izloZenih
BBP-u (NTP, 1997). Benigni tumori Leydigovih stanica (neintersticijske stanice tumora)
pronadeni su u Stakora izlozenih DEHP-u (Carlson, 2010). Nedavno je sugerirano da ftalati
mogu doprinijeti pojavi sindroma disgeneze testisa u ljudi, tj. raka testisa zametnih stanica,
kriptorhizmu, hipospadiji i smanjenom broju spermija (Mahood i sur., 2007). Marsee i sur.
(2006) izvijestili su da je smanjeni AGD povezan s prenatalnom izlozenos¢u DBP-u, DiBP-u,
DEP-u i BBP-u, mjerenjem urinarne razine metabolita.

Ftalati su se uglavhom pokazali kao negativni u standardnim testovima
genotoksi¢nosti. Bilo koji tumor izazvan ftalatima vjerojatno nastaje putem negenotoksi¢nih

mehanizama (CPSC, 2010).
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2. 2. 5. Zakonska regulativa o ftalatima

Ftalati su (kao i BPA) endokrini disruptori te su, od strane Americke agencije za
zaStitu okolisa (engl. United States Environmental Protection Agency - EPA), kategorizirani
kao kemikalije koje uzrokuju zabrinutost.

Europska agencija za sigurnost hrane - EFSA (engl. European Food Safety Authority)
navodi TDI vrijednost za ove kemikalije. TDI vrijednosti za DnBP, BBP i DEHP iznose 10,
500 i 50 pg kg™ tjelesne mase / dan, redom (EFSA, 2005a). Za DiNP i DiDP, TDI iznosi 150
g kg™ tjelesne mase / dan (EFSA, 2005b). Uporaba i primjena ftalata kao omek3avala ili kao
agenasa tehnicke potpore u materijalima i predmetima koji dolaze u neposredan dodir s
hranom, u Republici Hrvatskoj je regulirana Zakonom o materijalima i predmetima koji
dolaze u neposredan dodir s hranom (2014), odnosno Uredbom Komisije (EU) br. 10/2011 od
14. sijenja 2011. o plasti¢nim materijalima i predmetima koji dolaze u dodir s hranom, koja
je izravno preuzeta citiranim Zakonom (2014).

Zbog njihove reproduktivne i1 razvojne toksi¢nosti utvrdene ispitivanjima na
zivotinjama, ftalati kao DnBP, BBP i DEHP zabranjeni su u igrackama u Europskoj Uniji od
2007. godine. U EU, DEHP je zbranjen i u proizvodma za njegu djece, kozmetici i
medicinskim proizvodima (EC, 2007; 2008; 2009).

Zbog njihove dokazane toksi¢nosi i istovremene Siroke primjene, opsezno istraZivanje
je provedeno u vezi pronalazenja alternativnih plastifikatora umjesto PE. Trenutno, razmatra
se mogucénost uporabe razlicitih alternativnih plastifikatora poput adipata, benzoata, citrata,
cikloheksan dikarboksilne kiseline, epoksidiranih biljnih ulja, glicerol acetiliranih estera,
fosfatnih estera, sebakata, tereftalata i trimelitata (Bui i sur., 2016), ali, globalno gledano,

njihova upotreba jo$ uvijek nije ni priblizna upotrebi ftalata i BPA kao plastifikatora.

2.3. DEHP

Jedan od najzastupljenijih i najopasnijih ftalata jest DEHP, kojemu ljudi mogu biti
izloZzeni dermalno, inhalacijom, oralno i1 intravenozno, a u slu¢aju da DEHP disocira iz
medicinske opreme za pacijente u neonatalnoj jedinici intenzivnog lijecenja, razina moze biti
vrlo visoka (Silva i sur., 2006). Studija prvedena u Kanadi (Meek i Chan, 1994) procijenjuje
da ¢ovjek (20 - 70 godina), prosjecne tjelesne mase 70 kg, dnevno unese 0,03 - 0,3 ng DEHP-
a kg™ tjelesne mase / dan samim udisanjem zraka na otvorenom prostoru, 850 ng DEHP-a /
kg™ tjelesne mase / dan udisanjem zraka u zatvorenim prostorima, 20 — 60 ng DEHP-a kg™

15



tjelesne mase / dan putem vode za pice, 4900 ng DEHP-a kg™ tjelesne mase / dan hranom,
oko 0,03 ng DEHP-a kg™ tjelesne mase / dan dodirom sa zemljanim povrinama. Dakle,
procijenjena ukupna izloZenost ljudi DEHP-u dnevno iznosi 5800 ng kg™ tjelesne mase, stoga

je izuzetno vazno smanjiti, ili barem bolje kontrolirati izvore te kemikalije.

2. 3. 1. Toksikokinetika DEHP-a

Toksikokinetika (ADME) DEHP-a u ljudi, eksperimentalnih Zivotinja i sustavima
stanica, ima vaznu ulogu u predvidanju potencijalnh Stetnih ucinaka DEHP-a (Caldwell,
2012). Podaci studija provedenih na ljudima pokazuju da gastrointestinalna apsorpcija
DEHP-a i njegovih metabolita iznosi oko 20 - 25% oralno unesene koli¢ine. Takoder, tragovi
DEHP-a mogu se apsorbirati kroz kozu, a parenteralna izlozenost je takoder moguca jer se on
nalazi u plasti¢énim proizvodima koji se koriste u brojim medicinskim uredajima. Za sada nisu
dostupni podaci o toksikokinetici inhaliranog DEHP-a, iako se pretpostavlja da se odredeni
stupanj takoder apsorbira i putem respiratornih tkiva.

Nakon ingestije DEHP-a, vecina unesene koli¢ine se brzo razlaze u crijevima
esterskim ili hidrolitickim cijepanjem, pri ¢emu nastaju MEHP i 2 - etilheksanol. Pankreaticke
lipaze (esteraze) koje su odgovorne za hidroliticka cijepanja DEHP-a nalaze se u brojnim
tkivima, a najvise u lumenu crijeva i gusteraci. Reakcije hidrolize provode se brze i lakse
nakon oralnog izlaganja zbog visokog sadrZaja esterske aktivnosti u probavnom traktu. S
druge strane, razlaganje je puno sporije ako DEHP ude u krv direktno, primjerice putem
transfuzije. MEHP se dalje metabolizira brojnim oksidativnim reakcijama, Sto rezultira
formiranjem 30 ili viSe metabolita, od kojih neki mogu konjugirati s glukuronskom kiselinom
te se u tom obliku izluciti u urin ili feces (Albro i Lavenhar, 1989; Silva i sur., 2006).
Oksidacijom 2 - etilheksanola primarno nastaje 2 - etilheksanska kiselina i nekoliko derivata
keto kiselina, koje se izluCuju urinom. Iako se dio MEHP-a apsorbira u krvotok iz crijeva,
MEHP se opcéenito slabo apsorbira pa se velik dio unesenog DEHP-a ubrzo izlucuje iz tijela
fecesom. Metaboliti koji se apsorbiraju u krvotok, putuju njime do jetre, bubrega, testisa i
drugih tkiva, a male koli¢ine se mogu pohraniti u tjelesnom masnom tkivu i bubrezima. Kod
trudnica se pak mogu izluciti u mlijeko. Veéina unesene koli¢ine DEHP-a te nastalin MEHP-a
I 2 - etilheksanola izlucuje se iz tijela u roku od 24 sata urinom i fecesom. U oralno izloZenih
ljudi, oko 65% DEHP metabolita se izluCuje u urinu kao konjugat glukuronida. Aglikonski

dio tih konjugata kao i nekonjugirani metaboliti DEHP-a izluc¢uju se fecesom, a u nekim
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sluajevima su povezani s izluivanjem zajedno s proizvodima zuci (Miles-Richardson i sur.,
2002).

Dakle, metabolizam DEHP-a u ljudi je vrlo slozen i ukljucuje nekoliko oksidativnih
metabolita. Brojni su metaboli¢ki putevi i metaboliti DEHP-a (prikazani na Slici 3). MEHP je
medu najispitivanijim te se upravo njemu pripisuju mnogi toksi¢ni ué¢inci DEHP-a. Ispitivanje
ADME od DEHP, bilo u ljudi ili eksperimentalnih Zzivotinja, otezano je zbog njegove
sveprisutnosti u okoliSu, laboratorijskoj opremi te zbog njegove hidrolize u abioti¢kim
uvjetima (Fromme i sur., 2007).

Na farmakokineticki profil DEHP-a i njegovih metabolita ovisi primjenjena doza,
dob te mjerni podaci o dozi i tkivu koje se ispituje. Postoji razlika u ADME i u fizioloskim

reakcijama izmedu vrsta nakon izlaganja DEHP-u (Caldwell, 2012).

DEHP
di(etilheksil) ftalat

!

MEHP
mono(2-etilhelsil) ftalat

0 . T

MEHHP strulcturalni izomer MHEHP MHEHP strukuraln izomer MEHHP
mono-(2-etil-5- mono-2(2-hidroksietil) mono-2-(1-hidroksietil) mono-(2-etil-6-
hidroksiheksil) ftalat heksil ftalat heksil ftalat hidroksihelkesil) ftalat
MEQHP MCMIP MOEHP MECPP
mono-(2-etil-3- o . mono-2-(1-olcsieti) mono-(2-etil-5-

MHECPP MECEP MEHCPP
mono-2-(hidroksietll)- ~ mono-(2-etil-4- mono-(2-etil-4-hidroksi-5-
5-karboksipentil flalat  karboksibutil) ftalat karboksipentil) ftalat

MHECBP MECP:P MEOCPP
mono-2-(hidroksietil)- ~ mono-(2-etil-3- mono-(2-¢til-4-okso-5

4-karboksibutil ftalat  karboksipropil) ftalat karboksipentil) fralat

Slika 3. Metaboliti DEHP-a (prilagodeno iz Silva i sur., 2006)
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2. 3. 2. Toksi¢nost DEHP-a

Velik broj istrazivanja pruza dokaze o ozbiljnim posljedicama DEHP-a na zdravlje
eksperimentalnih zivotinja, kao §to su akutne toksicnosti u jetri i bubregu (Miura i sur, 2007;
Takashima i sur., 2008), poremecaj endokrinog sustava i indukcija tumora (Lenie i Smitz,
2009). Nekim studijama je utvrdeno da DEHP ima citotoksi¢ni, imunotoksic¢ni, genotoksi¢ni
ucinak te je toksi¢an za reproduktivni sustav (Yokoyama i sur., 2003; Seo i sur., 2004;
Svechnikova i sur., 2007; Kleinsasser i sur., 2004). Dugorocne toksikoloske studije o ucinku
DEHP-a pokazale su da ima kancerogeno djelovanje u miSeva i Stakora (Cattley i sur., 1987).
Osim toga, DEHP, kao i njegov glavni metabolit - MEHP, uzrokuje oksidativni stres i
naknadno oste¢enje DNA u mnogim vrstama stanica (Seo i sur., 2004; Yang i sur., 2010).

Toksi¢nost DEHP za razne organe potvrdena je novim, kao i starijim strazivanjima u

brojnim test sustavima (Tablica 1).
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Tablica 1. Toksi¢nost DEHP za razne organe (ovarije, testise, pluca, srce, bubrege, jetru te

sam embrij)
Vrstai
Organ U¢inak v br(.)J . Primijenjena .Vrljeme . Referenca
Zivotinja doza izloZenosti
(n)
Smanjena 5
razina progesterona i Stakorice, 2
estradiola u serumu, grupe 1 Svechnikova
O inhibicija ex vivo n=10u  00Mgkg 10dana o (2007)
steroidogeneze u grupi
granuloza stanicama
Testikularna i
epididimalna atrofija i 14. dan od
testikularna ageneza, x . 1 gestacije do
hemoragi¢ni testisi, Snta_k%g’ J;no irgr?rgr?orfw 3. dana Gray i sur.
hipospadija - ’ dojenja (2000)
Testisi Smanjena AGD, x )
zadrzavanje areola i Stakori, DEHP (0, 375, 1. dan Moore i sur.
. . promjenjiv 750, ili 1500 mg .
bradavica, nespusteni . 1 gestacije do (2001)
C . broj kg™ / dan, per
testisi, smanjena masa 21. dana
. P 0S)
testisa, epididimisa, nakon
mosnja, smanjena poroda
produkcija sperme
Edematozno oticanje
—_ alv?g][ﬁrt?;’g .Za'da’ Stakori, 200;(399 mg akutna Schulz i sur.
L . ja n=80 X9 aplikacija (1975)
polimorfonuklearnih intravenozno
leukocita 5
Mokraéni Tumor mokraénog Stakori, 3000 ppm, . Hagiwara i
. - (n 16 tjedana
mjehur mjehura oralno sur. (1990)
nepoznat)
Bubrezi Cisti¢na renalna tubularna Misevi, 12000 mg kg™ u 48i24 Ward i sur.
bolest, lezije na bubrezima n=129 hrani tjedana (1998)
Jetra Hepatomegalija, Stakori, 2203?31520500 104 tiedana David i sur.
hepatocelularni tumori np* mg kg ] (1999)

*np - nije pronadeno

2. 3. 2. 1. Genotoksicnost DEHP-a

Studije na stanic¢nim linijama

Razne su ljudske stani¢ne linije upotrijebljene za in vitro testove za proucavanje
ucinaka DEHP-a, ¢esto pomo¢u Komet testa. Komet test procijenjuje oStecenja staniCne

DNA, tj. detektira lomove lanaca DNA (kromosomske aberacije) koji se o€ituju povecanjem
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duljine repa, repnog momenta i intenziteta repa. U istrazivanju Choi i sur. (2010) dokazano je
genotoksi¢no djelovanje DEHP-a (9,8 pg mL™) na HepG2 stanice nakon 24 sata i 48 sati
inkubacije. HepG2 stani¢na linija je hepatocitna linija humanog karcinoma koja se koristi kao
model ljudskih hepatocita zbog njegove prikladnosti za ispitivanje genotoksi¢nosti i
mogucnosti prikazivanja stani¢ne morfologije slicne parenhimskim stanicama jetre (Yang i
sur., 2010).

Wang i sur. (2015) utvrdili su oksidativno oste¢enje DNA inducirano DEHP-om, na
humanu embrionsku stani¢nu liniju bubrega (HEK293). U istrazivanju su stanice inkubirane s
razli¢itim koncentracijama DEHP-a (0, 100, 200, 400, 800, 1000 i 1600 uM) kroz 24 sata te je
prividno smanjenja stani¢na vijabilnost. Dobivena krivulja rasta pokazala je da je inhibicija
rasta ovisna o dozi, a Komet testom je utvrdeno povecéanje lomova lanaca DNA u HEK?293
stani¢noj liniji pri viSim primijenjenim koncentracijama. Takoder je utvrdeno povecanje
unutarnjin ROS-a kod stanica tretiranin DEHP-om. Stani¢na razina glutationa (GSH) je
smanjena s povecanjem koncentracije DEHP-a (0 - 400uM), a dokazan je i utjecaj DEHP na
(ne)stabilnost membrane lizosoma te na mitohondrijski membranski potencijal. Dakle, DEHP
u navedenom istraZivanju nije imao ucinak na lizosomalno ili mitohondrijsko oStecenje pri
niskim dozama, medutim, lizosomska stabilnost membrana je uniStena i potencijal
mitohondrijske membrane je smanjen nakon izlaganja DEHP-u visokih doza. Istrazivanjem
(Wang i sur., 2015) je dokazan ucinak DEHP-a na osteéenje DNA u HEK293 stanicama,
vjerojatno preko indukcije oksidativnog stresa. Lizosomi i mitohondriji vjerojatno su
primarne mete u toksi¢nosti induciranoj djelovanjem DEHP-a, a GSH, kao glavni
intracelularni antioksidans, ima nezamjenjivu ulogu u obrani stanice protiv DEHP -
induciranih oSte¢enja DNA.

Istrazivanje Erkekoglu i sur. (2010a) pokazalo je poveéana oSteCenja DNA primjenom
citotoksi¢nih koncentracija DEHP-a i MEHP-a u LNCaP stanica (stani¢na linija humanog
adenokarcinoma prostate). Tretman stanica s DEHP-om (3 mM) i MEHP (3 uM) uzrokovao
je znacajno smanjenje stani¢ne vijabilnosti, promjenu antioksidativnog statusa te indukciju
oSte¢enja DNA koja je detektirana Komet testom, pri ¢emu su povecan intenzitet repa i repni
moment inducirani nakon 24 h inkubacije s DEHP u LNCaP stani¢noj liniji.

Povecéanje u repnim momentima, ovisno o dozi, dokazano je i u ljudskim stanicama
humane stani¢ne linije epitela karcinoma vrata maternice (HeLa) inkubiranim sa DEHP-om
(nepoznatih koncentracija) tijekom 24 h (Okai i Okai, 2000).

DEHP je opsezno testiran u in Vvitro testovima genotoksic¢nosti, ali u ve¢ini mikrobnih i

testnih sustava sisavaca ne ¢ini se da je djelovao kao mutagen.
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Tablica 2. Ispitivanja genotoksi¢nosti DEHP-a u in vitro sustavima

Rezultat
Vrsta (test sustav) Krajnji u¢inak S metaboli¢kim Bez metabolickog Referenca
aktivatorom aktivatora
S. typhimurium .. .
Mutacija gena - - Sato i sur., 1994
(TA98) 129
S-typhimurium Mutacija gena - - Seed, 1982
(TA100) 129 ’
S. typhimurium .. Tomita i sur.,
Mutacija gena + np*
(TAL00) 129 P 1982
S. typhimurium .. Kozumbo i sur.,
Mutacija gena - +
(TA100) a9 1082
Esch(;rgg;a coli Mutacija gena - - Sato i sur., 1994
Stani¢na linija .
. . Butterworth i
Judsklh Popravak DNA = NP> sur.. 1984
hepatocita
. Izmjena .
CHO“ ;ti?;"cna sestrinskih - NP Tennfg;; Sur
! kromatida
CHO stani¢na Kromosomska i N Phillips i sur.,
linija aberacija P 1982

**np = nije poznato

**NP = nije primijenjivo na stani¢nu kulturu sisavaca

In vitro studije genotoksic¢nosti na stani¢énim kulturama sisavaca prikazane su u Tablici
2. Vecina njih utvrdila je da DEHP nije genotoksi¢an, a neke da jest. O vezivanju DEHP-a na
DNA u jetri Stakora izvjestili su Albro 1 sur. (1982), no taj efekt nije uocen u drugim
istrazivanjima (Gupta i sur., 1985; Lutz, 1986). 8 - hidroksideoksigvanozin je otkriven u DNA
iz jetre $takora izloZenih 1200 mg DEHP-a kg™ / dan tijekom 2 tjedna (Takagi i sur., 1990).

Proizvodnja 8- hidroksideoksigvanozina je potencijalni marker genotoksi¢nosti.

Studije na Zivotinjama

DEHP nije pokazao toksian ucinak na mikronukleus miSje koStane srzi 1 na
mehanizme popravka DNA u jetri Stakora u testovima in vivo (Cattley i sur., 1988; Putman i
sur., 1983). Stani¢na dioba povecana je u Stakora neposredno nakon izlozenosti DEHP-u zbog
poveéane sinteze DNA (Smith-Oliver i Butterworth, 1987). Stakori koji su bili izloZzeni 1,0
mg DEHP-a kg™ / dan tijekom razdoblja od 3 do 7 dana (zajedno sa 7 - dnevnim razdobljem

neizlozenosti), imali su povecan broj dioba i povecan broj tetraploidnih jezgri stanica jetre
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tijekom razdoblja izlaganja DEHP-u (Ahmed i sur., 1989). Pokazalo se da su stanice vise
osjetljive na nepovratne mutagene promjene tijekom razdoblja intenzivne stani¢ne diobe
(Marx, 1990).

Dominantne letalne mutacije povecane su kod miseva koji su bili izlozeni DEHP-u
injekcijom pri dozi koja takoder rezultira smanjenom plodnosti, ali ne nakon oralnog unosa
(Autian, 1982; Rushbrook i sur., 1982). Rezultati tih istrazivanja nisu nuzno dokazi
genotoksi¢nosti DEHP-a jer u vecini studija nije dokazano da on potice lezije DNA, a
pozitivni rezultati mogu se tumaciti na razli¢ite na¢ine. Na primjer, dominantni letalni testovi
mogu se tumaciti kao pokazatelj da je testna keiikalija utjecala na ekspresiju gena, a ne da je

inducirala mutacije. Genotoksi¢nost DEHP-a je ispitivana u brojnim studijama (Tablica 3).

Tablica 3. Rezultati ispitivanja genotoksi¢nosti DEHP-a u in vivo sustavima

Vrsta (test sustav) Krajnji utinak Rezultat Referenca
Jetra Stakora Vezanje DNA - Gupta i sur., 1985
Jetra Stakora Vezanje DNA - Lutz, 1986
Jetra $takora DNA modifikacija baze + Takagi i sur., 1990
Jetra miSeva Popravak DNA - Smith-Oliver i Butterworth, 1987
Jetra $takora Vezanje DNA A Albro i sur., 1982
Jetra $takora Popravak DNA - Cattley i sur., 1988
Kostana srz Mitoti¢ki indeks - Putman i sur., 1983
Stakora

Jetra §takora Tetraploidna jezgra + Ahmed i sur., 1989
Misevi Dominantni letalni test - Rushbrook i sur., 1982
Misevi Dominantni letalni test + Adutian, 1982

Humani leukociti Ostecenje DNA + Anderson i sur., 1999
Embrij hréka Kromosomalne aberacije + Tomita i sur., 1982b
Jetra $takora Lomovi lanaca - Tamura i sur., 1991

Studije na ljudima

Genotoksic¢ni u¢inak DEHP-a na ljuski genom nije u potpunosti potvrden.

Opasnost od DEHP-a kao potencijalnog kancerogena za ljude, utvrdena je od strane
Medunarodne agencije za istrazivanje raka (engl. International Agency for Research on
Cancer - IARC) (IARC, 2011; Grosse i sur., 2011). DEHP je dva puta ocijenjen kao opasan
za reproduktivni sustav od povjerenstava NTP-a Centra za procjenu rizika za humanu

reprodukciju (engl. Evaluation of Risks to Human Reproduction - CERHR), zajedni¢kim
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pothvatom Nacionalnog toksikoloskog programa (engl. The National Toxicology Program -
NTP) i Nacionalnog instituta za znanosti zaStite okoliSa (engl. National Institute of
Environmental Health Sciences - NIEHS) (Kavlock i sur., 2006).

Medutim, brojne se objavljene studije (Koch 1 sur., 2005; Koch i sur., 2006; DeKeyser
1 sur., 2009) kriticki osvréu na tumacenje relevantnosti glodavaca i Marmoset majmuna kao
modela za procjenu toksi¢nog u¢inka DEHP-a za ljude, $to upravo i jest najces$¢i slucaj
(Caldwell, 2012).

2. 3. 3. Mehanizam toksi¢nosti DEHP-a

Dokazi o toksi¢nosti DEHP-a povezana je s njegovim uc¢incima na metabolizam
endogenih i ksenobiotickih spojeva i ilustrirana je promjenama u tim aktivnostima i ekspresiji
gena. U sklopu povezanih u¢inaka DEHP-a na genom su njegovi ucinci na niz nuklearnih
receptora koji mogu specifiéno utjecati na ljudski metabolizam i1 gene pod njihovom
kontrolom. DEHP aktivira novi konstitutivni receptor androstana - CAR 2 u ljudi (tj. CAR)
koji je (za razliku od konstitutivnog, aktivnog referentnog oblika receptora) ligand aktivirani
receptor koji sadrzi priblizno 30% referentne razine transkripta u humanim hepatocitima
(DeKeyser 1 sur., 2009). Stoga, usporedba genomske analize tipicnog miSa, Stakora i
Marmoset majmuna (prilikom procjene toksi¢nosi DEHP-a) ne moze potuno to¢no prikazati
njegovu potencijalnu toksi¢nost za ljude, upravo zato Sto navedene vrste ne mogu
sinteteizirati transkript za CAR 2.

Velika razlika u toksi¢nosti DEHP-a je utvrdena razlikama u vremenu inkubacije i
primijenjenim dozama u nizu studija (Pereira, 1996; Takeshita i sur., 2006). Studije o
promjenama u ekspresiji gena 1 apoptoze, u€inku na proliferaciju i transformaciju opcenito su
provedene pri nizim koncentracijama od onih koje uzrokuju precipitaciju, a citotoksi¢nost je
pak dokazana tek u nekim sluc¢ajevima.

Nekoliko je razliC¢itih mehanizama koji mogu biti uzrokom toksi¢nosti DEHP-a.
Primjeri utjecaja na promjenu molekularne strukture (genotoksi¢nost) ukljucuju mutacije
gena, stvaranje DNA adukata i lomove lanaca DNA, kromosomske aberacije te promjene u
metilaciji DNA (IARC, 2006).

Brojna su istrazivanja pokazala da oSteCenje DNA moZe biti uzrokovano
proizvodnjom ROS-a, a nastala oSte¢enja DNA mogu dovesti do apoptoze. Ravnoteza
unutarnjih stani¢nih signala za zaStitu od apoptoze 1 onih koji induciraju apoptozu
promijenjena je unutarnjim oSteCenjem stanice radikalima (Walczak-Jedrzejowska i sur.,
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2013). Prevladavaju¢a ROS molekula je superoksid radikal, koji se generira jednovalentnom
redukcijom molekularnog kisika, uglavnom tijekom mitohondrijalne respiracije. Ovaj visak
ROS-a moZze ostetiti razne stanicne komponente i biomolekule kao §to su lipidi, proteini,
DNA i ugljikohidrati, a time i mijenjati njihove bioloSke funkcije (Lavie i Lavie, 2009).
Mitohondriji su glavna mjesta generacije ROS-a. Uoceno je da disfunkcija mitohondrija
promice proizvodnju ROS-a (Lu i Gong, 2009). Radikali mitohondrijskog podrijetla mogu
utjecati na lizosome i uzrokovati permeabilizaciju lizosoma te, s druge strane, oStec¢enje samih
mitohondrija (Guicciardi i sur., 2004).

Baze podataka o genotoksi¢nosti DEHP-a i srodnih ucinaka su vrlo Siroke i slozZene,
sadrze studije koje obuhvacéaju viSe godina istrazivanja, odrazavaju promjene u stanju
znanosti, a sadrze i veliki broj razli¢itih tipova modela i paradigmi. Baze podataka o
toksicnom djelovanju DEHP-a takoder ilustriraju razvoj i sve vecu slozenost alata i1
primijenjenih metoda u toksikoloSkim istraZivanjima, a takoder i daju uvid u podatke koji se
smatraju najboljima za opise genetickih odgovora stanice (na primjer, eksperimentalne

paradigme i statisticke metode) (Caldwell, 2012).
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3. MATERIJALI | METODE

3. 1. MATERIJALI

3. 1. 1. Bioloski test sustavi za utvrdivanje genotoksicnih u¢inaka

a) Stani¢ne linije HEp2, CaCo2 i HepG2

Istrazivanja u ovome radu provedena su na kontinuiranoj stani¢noj liniji karcinoma
larinksa ¢ovjeka (HEp2) (Slika 4), kontinuiranoj humanoj stani¢noj liniji adenokarcinoma
epitela debelog crijeva (CaCo2) (Slika 5) te kontinuiranoj humanoj stani¢noj liniji
hepatocelularnog karcinoma (HepG2) (Slika 6).

ATCC Number: CCL-23
Designation:  HEp-2

Scale Bar = 100pm

Low Density Scale Bar= 100ym  High Density

Slika 4. Komercijalno dostupna HEp2 stani¢na linija (Anonymus 1, 2016)

ATCC Number: HTB-37
Designation:  Caco-2

Scale Bar = 100pm

Scale Bar=100um  High Density

Low Density

Slika 5. Komercijalno dostupna CaCo2 stani¢na linija (Anonymus 2, 2016)
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ATCC Number: HB-8065
Designation: Hep G2

Low Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100um
Slika 6. Komercijalno dostupna HepG?2 stani¢na linija (Anonymus 3, 2016)

Stani¢ne linije HEp2 i HepG2 rasle su kao jednoslojna kultura u kompletiranom
mediju Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640, Lonza) u koji je dodan fetalni govedi
serum (engl. fetal bovine serum (FBS); 15%) i otopina antibiotika streptomicin / penicilin
(1%, Invitrogen), pri 37 °C u vlaznoj atmosferi uz 5% CO,, Prilikom presadivanja stanica
koristena je 0,25%-tna otopina tripsina.

Stani¢na linijja CaCo2 uzgojena je u kompletiranom mediju Eagle’s Minimum
Essential Medium (EMEM, Lonza) u koji je dodan FBS (10%) i otopina antibiotika
streptomicin/penicilin (1%, Invitrogen), pri 37 °C u vlaznoj atmosferi uz 5% CO,, Prilikom

presadivanja stanica koriStena je 0,25%-tna otopina tripsina.

b) Sojevi bakterije Salmonella typhimurium

Koristena su dva soja bakterije Salmonella typhimurium: TA98 i TAL00.
Karakteristike sojeva nalaze se u Tablici 4. Za provodenje eksperimenta bakterijski sojevi
uzgojeni su kao prekono¢na kultura u 30 mL kompletne tekuée podloge - Nutrient broth (NB)
pri 37 °C.
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Tablica 4. Karakteristike sojeva TA98 i TA100 Salmonella typhimurium (Mortelmans i

Zeiger, 2000)

Vrsta promjene

Mutacija na operonu
Ciljana sekvenca DNA
Vrsta mutacija
uvrB - bio
Ostecenje LPS-a*
Prisutnost plazmida
Broj spontanih revertanata bez S9
Broj spontanih revertanata sa S9

Bakterijski sojevi

TA98 TA100
hisD3052 hisG46
-C-G-C-G-C-G-C-G- -G-G-G-

Pomak okvira Citanja

Delecija Delecija
rfa Rfa
pKM101 pKM101
20-50 75-200
20-50 75-200

Supstitucija parova baza

*LPS-lipopolisaharid

3. 1. 2. Kemikalije

- 2', 7' - diklorofluorescein diacetat (DCFH - DA), Sigma - Aldrich - Chemie, Steinheim

- agaroza niske tocke talista (LMP), Sigma - Aldrich - Chemie, Steinheim

- agaroza normalne tocke talista (NMP), Sigma - Aldrich - Chemie, Steinheim

- amonij - natrij - hidrogenfosfat tetrahidrat, p.a., Kemika, Zagreb

- ampicilin, Sigma - Aldrich - Chemie, Steinheim

- Bacto Nutrient Broth, Difco, Lawrence

- Bovine serum albumin (BSA), Sigma - Aldrich - Chemie, Steinheim

- D - biotin, Sigma - Aldrich - Chemie, Steinheim

- D - glukoza - 6 - fosfat, p.a., Kemika, Zagreb

- dioktil - ftalat (> 99,5% DEHP), Sigma - Aldrich - Chemie, Steinheim

- dimetil sulfoksid (DMSO), p.a., Kemika, Zagreb
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- EMEM medij, Gibco, Carlsbad

- etanol, p.a., Kemika, Zagreb

- etidij - bromid, Sigma - Aldrich - Chemie, Steinheim

- FBS, Gibco, Carlsbad

- glukoza, p.a., Kemika, Zagreb

- kalij - dihidrogenfosfat, p.a., Kemika, Zagreb

- kalij - hidrogenfosfat trihidrat, p.a., Kemika, Zagreb

- kalij - klorid, p.a., Kemika, Zagreb

- kristal violet, Sigma - Aldrich - Chemie, Steinheim

- L - histidin - HCI, Sigma - Aldrich - Chemie, Steinheim
- limunska kiselina monohidrat, p.a., Kemika, Zagreb

- magnezij - sulfat heptahidrat, p.a., Kemika, Zagreb

- Na,EDTA, Sigma - Aldrich - Chemie, Steinheim

- natrij - dihidrogenfosfat dihidrat, p.a., Kemika, Zagreb
- natrijev - klorid, p.a., Kemika, Zagreb

- natrij - hidrogenfosfat dodekahidrat, p.a., Kemika, Zagreb
- natrij - hidrogenfosfat, p.a., Kemika, Zagreb

- natrij - hidroksid, p.a., Kemika, Zagreb

- natrij - klorid, p.a., Kemika, Zagreb

- natrij - laurilsarkozinat, Sigma - Aldrich - Chemie, Steinheim
- neutral red, Sigma - Aldrich - Chemie, Steinheim

- Nutrient broth No.2, Oxoid, Basingstoke

- octena kiselina, p.a., Kemika, Zagreb
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- S9 frakcija homogenata jetre Stakora, Invitrogen, Carlsbad

- tripsin, Gibco, Carlsbad

- tris - HCI, Sigma - Aldrich - Chemie, Steinheim

- triton X - 100, Sigma - Aldrich - Chemie, Steinheim

- B - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, reducirani oblik, Sigma - Aldrich - Chemie,

Steinheim

a) Otopine koriStene za provodenje testa citotoksi¢nosti

Fosfatni pufer - PBS (pH =7,2 - 7,4):

Natrijev klorid 409
Kalijev klorid 0,19
Natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat 1,169
Kalijev hidrogenfosfat 0,19
Destilirana voda 500,0 mL

Sterilizira se 20 minuta pri 120 °C.

Ishodi¥na otopina neutral red (5 mg mL™):

Neutral red 5090

Destilirana voda 1,0 mL

Radna otopina neutral red (0,1 %):

Ishodi$na otopina neutral red 250,0 mL
RPMI 1640 medij 24,750 mL

Otopina za odbojavanje:

Octena kiselina 1,0 mL
Etanol 50,0 mL
Destilirana voda 49,0 mL
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Ishodis$na otopina 2',7'- diklorofluorescin diacetat (DCF- DA) (2 mL):

DCF- DA 1,0 mg
Dimetil- sufoksid 1,0 mL

Radna otopina 2°, 7* - diklorofluorescin diacetat (DCF - DA) (50 uL):

Ishodisna otopina DCF - DA 500,0 uL
PBS pufer (pH =7,2-7,4) 9,3mL
BSA (1 %) 200 uL

b) Otopine koristene za povodenje Komet testa
Otopina NMP agaroze (1%0)

NMP agaroza 100,0 mg

Otopina NMP agaroze (6%0)

NMP agaroza 60,0 mg
PBS pufer (pH=7,2 - 7,4) 10,0 mL

Otopina LMP agaroze (0,5%)

LMP agaroza 50,0 mg
PBS pufer (pH = 7,2-7,4) 10,0 mL

Pufer za lizu stanica (pH = 10)

Mati¢na otopina:

NaCl (2,5 M) 65 ¢
Na,EDTA (100 mM) 61g
Tris - HCI (10 mM) 0,539 ¢
Na - laurilsarkozinat (1%) 4459
destilirana voda 05L
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Jedan sat prije lize stanica, u hladan pufer za lizu dodano je 0,5 mL Triton - 100 i 5

mL dimetil sulfoksida.
Pufer za denaturaciju stanica (pH = 13)

NaOH (10 M)
Na,EDTA (200 mM)
Destilirana voda

Pufer za neutralizaciju (pH = 7,5)
Tris - HCI
Destilirana voda

Otopina etidij - bromida

Etidij - bromid

Destilirana voda

c) Podloge za uzgoj bakterije Salmonella typhimurium

30,0 mL
5,0 mL
965,0 mL

48,5 g
1000,0 mL

2,0 ug
1,0 mL

Sve navedene podloge se steriliziraju 20 min na 120 °C.

Kompletna tekuca podloga (OX):

Hranjivi bujon br. 2
Destilirana voda

Kompletna kruta podloga (NB):

Hranjivi bujon
Natrijev - klorid
Agar

Destilirana voda

0,759
30,0 mL

409
2,50
759
500,0 mL
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Minimalna kruta podloga (VB):

Agar
Destilirana voda

Nakon sterilizacije (20 min na 120 °C) dodaje se:

VB soli
Biotin

40% glukoze

Povrsinski (top) agar (TA):

Agar

Destilirana voda

Prije razlijevanja agar se otopi u mikrovalnoj peé¢nici te mu se dodaje:

VB soli (50%)
Histidin - biotin otopina (0,5 mM)
40% glukoza

d) Otopine koristene za provodenje Amesovog testa
VB soli (50%):

Destilirana voda

Magnezijev - sulfat heptahidrat

Limunska kiselina x H,O

Kalijev - hidrogenfostat trihidrat

Natrij amonijev - hidrogenfosfat tetrahidrat

Sterilizira se 20 minuta na 120°C.

909
600,0 mL

12,0 mL
15,0 mL
7,5 mL

129
200,0 mL

4,0 mL
20,0 mL
2,5mL

167,5 mL
2,59
25,040
163,7 ¢
43,47 g
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Otopina glukoze (40 %0):

Glukoza
Destilirana voda
Otopina biotina (0,5 mM):

D - biotin
Destilirana voda
Sterilizira se 30 minuta na 110°C.

Otopina histidin- biotin (0,5 mM):
L - histidin - HCL
D- biotin
Destilirana voda
Sterilizira se 30 minuta na 110°C.
Otopina MgCl; x 6H,0 (0,254 M):
Magnezijev klorid heksahidrat
Destilirana voda
Otopina KCI (1 M):
Kalijev klorid
Destilirana voda
PO, pufer:

Natrijev hidrogenfosfat dihidrat
Destilirana voda

Sterilizira se filtracijom (0,22 pum).

Otopina NADP (0,4 M):

NADP

Destilirana voda

40,0 ¢
100,0 mL

61 mg
500,0 mL

52,4 mg
61,0 mg
500,0 mL

2,59
50,0 mL

3,80
50,0 mL

31,29
750,0 mL

0,3g
10,0 ml
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Sterilizira se filtracijom (0,22 pum).

Otopina glukoza - 6 - fosfata (0,2 M):

Glukoza - 6 - fosfat 069
Destilirana voda 10,0 ml

Sterilizira se filtracijom (0,22 um).

Smjesa S9 (10%0):

NADP (0,04 M) 1,0 mL
Glukoza - 6 - fosfat (0,2 M) 0,3mL
Magnezijev klorid heksahidrat (0,25 M) 0,3 mL
Kalijev klorid (1 M) 0,3mL
Fosfatni pufer 5,0 mL
S9 1,0 mL
Destilirana voda 2,1 mL

3. 1. 3. Laboratorijska oprema

a) Laboratorijski uredaji

- analiti¢ka vaga, MC1 Laboratory LC 620P, Sartorius, Goetingen

- autoklav, IPIM, Hrvatska

-CO; inkubator Brouwer CH, Luzern

- epifluorescencijski mikroskop, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
- fluorimetar, FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech, Offenburg

- invertni mikroskop, Optika Microscopes, Ponteranica

- klasi¢na centrifuga, Megafuge, 1.0 Heraeus, Sepatech, Gottlieb

- laminar, IBK 1 V2, Iskra, Sentjernej



- mijesalica, MS1 minishaker, IKA®Works, Inc. Wilmington, Staufen
- spektrofotometar - microreader, Tecam, Mannedorf

- termoblok, ISKRA, Slovenija

- termostat, ISKRA, Slovenija

- tresilica, ISKRA, Slovenija

b) Laboratorijski pribor

- brusena predmetna stakalca

- kiveta

- menzura, 50 - 1000 mL

- mikrofilteri

- mikropipete, 10 - 1000 uL, Eppendorf, Hamburg
- mikrotitracijske ploc¢e, Falcon, BD Company, Franklin Lakes
- Pasteurove pipete, 5 - 25 mL

- plasti¢ne epruvete

- plasti¢ne Petrijeve zdjelice, Aptaca, Canelli

- propipeta

- staklene epruvete, 3 - 10 mL

- staklene Petrijeve zdjelice

- T - boca, Falcon, BD Company, Franklin Lakes
- tikvice ravnog dna, 100 - 1000 mL

- Tiirken - Biirkova komora
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3.2. METODE RADA
3. 2. 1. Nasadivanje stani¢nih linija HEp2, CaCo2 i HepG2 u monosloju

Zamrznuta stani¢na kultura (s 10% glicerola) je s -80 °C odmrznuta u vodenoj kupelji
na 37 °C, potom je centrifugirana (100 rpm / 5 min) i uklonjen je supernatant koji sadrzi
ostatke medija i krioprotektivnog sredstva (gicerol). Na dobiveni talog dodan je 1 mL svjezeg
medija zagrijanog na 37 °C. Stanice su resuspendirane i ponovno centrifugirane (1000 rpm /
1,5 min), a zatim nasadene u Petrijevu zdjelicu promjera 5 cm (na taj nain je izvrSena
propagacija stanica). Nakon 24 sata stanice su nasadene u T - boce veéeg volumena i uzgajane
u inkubatoru s kontroliranom atmosferom (na 37 °C, uz 95% zraka i 5% CO;) do
subkonfluentnog stanja, kada se mogu koristiti za eksperiment. Rad s kulturama humanih
stanica odvija se u asepti¢kim uvjetima koji se osiguravaju radom u komori za sterilan rad
(laminaru) (Freshney, 2010).

3. 2. 2. Priprema stani¢ne suspenzije iz subkonfluentnog monosloja

Priprema je zapocCeta uklanjanjem medija (pipetom) sa stanica u T - bocama (od 25
cm? ili 75 cm?.). Potom su stanice isprane s 0,25% - tnim tripsinom kako bi se uklonile tvari iz
medija koje bi mogle inhibirati tripsin. Na stanice je dodana minimalna koli¢ina (2 mL)
otopine 0,25% - tnog tripsina, potrebna da prekrije dno T - boce. Djelovanje tripsina
oCitovano je odvajanjem stanica od podloge. Vrijeme izloZenosti tripsinu ovisi o vrsti i
starosti tripsina zbog ¢ega je potrebna stalna kontrola pod mikroskopom u cilju utvrdivanja
trenutka kada dolazi do odljepljivanja stanica s dna T - boce te njihovog poprimanja okruglog
oblika 1 pokretanja u mjeru kretanja otopine tripsina. Proteoliticki ucinak tripsina
(tripsinizacija) zaustavljen je tako da je na stanice dodan medij (5 ili 10 mL) obogacen

serumom (Freshney, 2010).

Stanice su izbrojane i nasaden je to¢no odredeni broj stanica kako bi se vrijednosti
dobivene eksperimentom mogle usporedivati te da podjednaki broj stanica bude izloZzen

djelovanju ispitivanog spoja.
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3. 2. 3. Odredivanje broja stanica pomoc¢u hemocitometra

Mikropipetom je uzeto 20 pL uzorka iz staniCne suspenzije dobivene nakon
tripsinizacije. Uzorak je ponovno resuspendiran te nanesen u Biirker - Tiirkovu komoricu
ispod pokrovnog stakalca koje je prethodno postavljeno. Stanice su izbrojane u Cetiri velika
kvadrata (prvi slijeva gore, drugi desno gore, prvi lijevo dolje, drugi desno dolje), a rezultat je
izrazen kao srednja vrijednost. Svaki veliki kvadrat sastoji se od 16 malih kvadrata. Prostor
izmedu ispravno postavljene predmetnice i pokrovnog stakalca (pri ¢emu su vidljivi
Newtonovi kolobari) iznosi 0,1 mm, a duzina i Sirina svakog kvadrata iznosi 1 mm. Iz toga
prozlazi da se iznad svakog velikog kvadrata nalazi volumen tekucine od 10* mL. Konagni

broj stanica izrazen je po 1 mL stani¢ne suspenzije.

3. 2. 4. Priprema stanica i otopina DEHP-a za eksperiment

Za sve 3 stani¢ne linije nacrtana je krivulja rasta brojanjem stanica nakon 24, 48, 72 i
96 sati. Iz krivulja rasta odreden je broj stanica (za daljne eksperimente) koji je potrebno
nacijepiti da stanice budu u eksponencijalnoj fazi rasta. Takoder, odredeno je i potrebno

vrijeme uzgoja (Tablica 5).

Tablica 5. Broj stanica i vrijeme uzgoja odredeni iz krivulje rasta

Stani¢na linija i 24h 48h 72h
vrijeme uzgoja
HEp2 10° Al 3*10*
CaCo2 10° 3*10* 3*10*
HepG2 10° 10° 10°

Za pripremu otopina DEHP-a razli¢itih koncentracija koristena je ishodisna 99,5% -
tna otopina DEHP-a, molarne mase 390,56 g mol™ i gustoée (pri 25°C) 0,985 g mL™.

Pripremljene su otopine sljede¢ih masenih koncentracija DEHP-a: 1,87 ng mL™, 18,7
ng mL™?, 93,5 ng mL™?, 187 ng mL™, 1049 ng mL™ te 2098 ng mL™. Ispitivane koncentracije

odredene su po uzoru na istrazivanja Huang i sur. (2014) te Colon i sur. (2000), koji su kao
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najvide koncentracije u krvi pupkovine, odnosno serumu utvrdili 8,1 pg L™ (DNHP) do 187
pg L™t (DEHP) te 6,3 pg L (MEHP) do 2098 pug L™ (DEHP), redom.

3. 2. 5. Odredivanje citotoksi¢nog ucinka razli¢ith koncentracija DEHP-a na stani¢nim

linijjama HEp2, CaCo2 i HepG2 Neutral red testom

Neutral red metoda se koristi za odredivanje citotoksi¢nosti kemikalija. Temelji se na
svojstvu zivih stanica da, nakon inkubacije s ispitivanim ksenobioticima, neutralno crvenu
boju (NR - engl. neutral red) (3 - amino - 7 - dimetilamino - 2 - metilfenazin hidroklorid, 5
mg mL™) unesu aktivnim transportom i veZu je u lizosomima (Repetto i sur., 2008). NR je
slabo kationska boja koja prolazi kroz stanicnu membranu neionskom difuzijom i unutar
stanice se veze na anionske dijelove lizosomskog matriksa (unutar lizosoma pH je manji u
odnosu na citoplazmatski pH). Ksenobiotici koji ostec¢uju plazmu ili lizosomalnu membranu
smanjuju unos i zadrzavanje boje. Stanice koje je ispitivani ksenobiotik oStetio, ili pak
uzrokovao nekrozu, ne zadrzavaju boju nakon ispiranja i procesa fiksiranja (u mrtve Stanice
boja ne ulazi). Dakle, ukoliko ne dode do nakupljanja boje unutar lizosoma pretpostavlja se da
je doslo do osStecenja stanica. Nakupljena boja u stanici zatim se ekstrahira te se mijeri
apsorbancija ekstrahirane boje koja je u direktnoj ovisnosti o broju zivih stanica (Babich i
Borenfreund, 1991).

Ishodna otopina NR boje pripremljena je otapanjem boje u etanolu do konacne
koncentracije od 5 mg mL™ te je inkubirana 24 sata na 37 °C. Nakon inkubacije pripremljena
je 10%-tna otopina razrjedivanjem ishodne otopine u mediju za uzgoj stanica te je filtrirana
kako bi se uklonili neotopljeni kristali¢i 1 osigurala sterilnost (Babich i1 Borenfreund, 1991).
Na mikrotitracijske ploCice nasadene su suspenzije stanica (po 100 puL) HEp2, CaCo2 i
HepG2, prema koncentracijama prikazanim u Tablici 5. Nakon nasadivanja stanica, one su
inkubirane 24 sata na 37 °C, do cksponencijalne faze rasta. Zatim su tretirane razli¢itim
koncentracijama DEHP-a (6 otopina DEHP razli¢itih koncentracija + negativna kontrola) u
trajanju od 24, 48 i 72 sata. Po zavrsetku tretmana, sadrzaj bunari¢a uklonjen je iz njih. Zatim
je u bunari¢e dodana radna otopina NR (100 pL) te je inkubirana 1 sat pri 37 °C. Nakon
inkubacije, uklonjena je NR otopina te su stanice 3 puta isprane sa 100 puL pufera PBS. Na
stanice je zatim dodano 100 pL otopine za odbojavanje koja sadrzi 50% EtOH, 49% H,O i
1% HAc (Repetto 1 sur., 2008; Durgo i sur., 2009). Intenzitet obojenja odreden je
spektofotometrijski pri 540 nm i proporcionalan je broju prezivjelih stanica. Postotak

prezivljenja odreden je u odnosu na negativhu kontrolu prema nize navedenoj formuli.
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Usporedbom intenziteta obojenja u stanicama tretiranih s razli¢itim otopinama DEHP-a i
kontrolnih stanica, odreden je postotak prezivljenja i odredena je subtoksi¢na koncentracija
otopine DEHP-a koja ¢e se koristiti u daljnjim eksperimentima. Eksperiment je ponovljen 3

puta.

% prezivljenja = (Asso nm istrazivanog spoja / Asqo Nm kontrole) x 100

3. 2. 6. Odredivanje prooksidativnog ucinka razlic¢itih koncentracija DEHP-a na stani¢nim
linijama HEp2, CaCo2 i HepG2 DCF - DA testom

Odredivanje slobodnih radikala (ROS-a) nastalih bazalnim metabolizmom ili
metabolizmom ksenobiotika kojima su stanice izlozene vrsi se 2', 7' - diklorofluorescein -
diacetat fluorimetrijskim testom. 2', 7' - diklorofluorescein diacetat (DCF - DA) je neionski,
nepolarni spoj koji ne fluorescira. Kemijska grada omogucuje mu laku difuziju kroz stanicnu
membranu gdje se u citosolu stanica djelovanjem intracelularnih enzima prevodi u 2', 7' -
diklorofluorescein (DCFH) koji takoder nije fluorescentan. U prisutnosti ROS-a, DCFH se
oksidira u diklorofluorescein (DCF) koji je izrazito fluorescentan (Li i sur., 2000) (Slika 7).
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Slika 7. Shema principa DCFH - DA testa (Cell Biolabs, Inc., 2016)

Intenzitet fluorescencije mjera je prisutnosti slobodnih radikala u stanici.
Fluorescencija je mjerena u fluorimetru pri valnim duljinama od 485 + 10 nm za ekscitaciju 1
530 + 12,5 nm za emisiju. Metoda je osjetljiva na fotooksidaciju (Wang i Joseph, 1999), stoga
je otopina DCFH - DA svjeze pripremljena. Ishodi$na otopina DCFH - DA (2 mM) dobivena
je otapanjem 1,5 mg DCFH - DA u 1,5 mL DMSO-a. Za tretman stanica, iz ishodi$ne otopine
pripravljena je u PBS-u 50 uM otopina DCFH - DA, koja sadrzi i BSA (1% ukupnog
volumena) (Silveira i sur., 2003).
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Za odredivanje prooksidativnog djelovanja razli¢itih otopina DEHP-a, stanice su
nasadene na crne mikrotitarske plocice s 96 bunari¢a u koncentracijama prema shemi iz
Tablice 5. U svaki bunari¢ uneseno je 100 pL stani¢ne suspenzije. Nakon 24 sata, nakon §to
su se stanice prihvatile za podlogu i nakon $to je pocela dioba stanica, uklonjen je medij sa
stanica. Stanice su tretirane s odabranim koncentracijama otopina DEHP-a (6 razliitih
koncentracija + negativna kontrola). Kao negativna kontrola koristen je medij za uzgoj
stanica. Nakon 24, 48 i 72 sata inkubacije, sadrzaj bunari¢a uklonjen je iz njih, a stanice su
isprane sa 100 uL. PBS-a. Na stanice je dodano 100 uL 50 uM otopine DCFH - DA.

Nakon inkubacije od 30 minuta na 37 °C, izmjeren je intenzitet fluorescencije
fluorimetrom pri valnoj duljini ekscitacije od 485 nm i valnoj duljini emisije od 520 nm.
Nakon mjerenja fluorescencije ponovno se provodi NR metoda kako bi se utvrdio postotak
prezivljenja i kako bi se vrijednosti fluorescencije mogle normalizirati s obzirom na postotak
prezivjelih stanica u kojima su izmjerene reaktivne kisikove vrste. Rezultati su izrazeni kao
umnozak fluorescencije i kvocijenta preZivljenja koji se racuna u odnosu na negativnu

kontrolu (Bradford, 1976).

3. 2. 7. Odredivanje genetickih mutacija razli¢ith koncentracija DEHP-a na HEp2, CaCo2 i
HepG2 stani¢nim linijama Komet testom

Ostecenja DNA su osjetljivi markeri koji ukazuju na genotoksi¢nu Stetu. Najcesca
tehnika u prepoznavanju lomova DNA je upravo Komet test. Tehnika omogucuje
vizualizaciju oSte¢enja DNA u pojedina¢nim stanicama, a za provodenje testa mogu se
koristiti sve stanice s jezgrom. Princip metode je horizontalna elektroforeza individualnih
stanica u gelu agaroze. Pomocu otopine visoke koncentracije etilen - diamin - tetraoctene
kiseline (EDTA) i detergenata lizirana je citoplazma i membranske strukture u stanici te je
oslobodena ukupna koli¢ina DNA. Ona je zatim denaturirana u alkalnom ili neutralnom
puferu i podvrgnuta elektroforezi tijekom koje mali fragmenti DNA, nastali lomovima
(kromosomskim aberacijama), putuju kroz pore gela prema anodi, dok glavnina DNA zbog
velike molekularne mase nema tu sposobnost. Kra¢i fragmenti brze putuju kroz gel, pa zbog
razlike u njihovoj duljini 1 brzini kretanja dolazi do razdvajanja prema veli¢ini. DNA 1 obrasci
putovanja njenih fragmenata nakon bojanja fluorescencijskom bojom pod mikroskopom su
vidljivi kao "kometi". Za njihovu analizu i mjerenje najceS¢e se koristi epifluorescencijski
mikroskop 1 racunalni program za analizu slike. Na mjerenim se kometima utvrduju tri

osnovna parametra: duzina repa kometa, intenzitet repa 1 repni moment. Duzina repa kometa
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predstavlja najvecu udaljenost na koju su otputovali najkra¢i odlomljeni fragmenti DNA, a
obi¢no se mjeri od sredine ili ruba glave kometa i izrazava u um. Intenzitet repa oznacava
postotak DNA Kkoji je migrirao u rep, a izrazava se u odnosu na ukupnu koli¢inu DNA u
kometu. Repni moment se obi¢no definira kao umnozak duzine repa i % DNA u repu (Collins
i sur., 2008; IMI, 2010).

U Petrijeve zdjelice promjera 10 mm nacijepljeno je 5,0 mL stani¢ne suspenzije (10°
stanica mL™). Nakon 24 sata od tretiranja otopinama razli¢itih koncentracija DEHP-a, sa
satnica je uklonjen medij te su stanice ispirane PBS-om. Plasti¢nim S$tapi¢em stanice su
pazljivo uklonjene s dna Petrijevih zdjelica. Stanice su prebacene u mikroepruvete, dodano je
200 uL PBS-a te su centrifugirane 5 minuta (5000 okretaja min™). Postupak je ponovljen dva
puta. Na bruseno predmetno stakalce nakapano je 100,0 pL. otopine agaroze normalne tocke
taliSta (NMP - engl. normal melting point) (1%) i prekriveno pokrovnicom da polimerizira na
sobnoj temperaturi. Nakon polimerizacije, na prethodno nanesenu agarozu, naneseno je 10 pL.
stanica resuspenriranih u 100,0 ulL agaroze s niskom tockom taljenja (LMP - engl. low
melting point). Nakon 10 minuta polimerizacije, ve¢ postojeci gel presvucen je s jo§ jednim
slojem agaroze te je nakon polimerizacije provedena liza uzoraka u ohladenom puferu za lizu
stanica (4 °C u trajanju od 1 sata). Po zavrSetku liziranja stanica, stanice su tretirane puferom
za denaturaciju te je provedena elektroforeza u istom puferu pri jakosti struje od 300 mA,
naponu od 25 V i trajanju od 20 minuta. Nakon elektroforeze provedena je neutralizacija
puferom za neutralizaciju (0,4 M Tris). Sam preparat obojen je sa 100,0 pL etidij - bromida u
trajanju od 10 minuta. Nakon isteka 10 minuta, stanice su kratko isprane u Tris - HCI puferu i
na njega je stavljena pokrovnica (Collins 1 sur., 2008). Mjerenja su provedena pomocu
program za analizu slike Comet Assay Il (Perceptive instruments Ltd., UK), a mikroskopska
analiza pomocu epifluorescencijskog mikroskopa s ekscitacijskim filterom podesenim na 515
- 560 nm. U svrhu analize genotoksi¢nog uc¢inka otopina DEHP-a razlic¢itih koncentracija, u

ovom radu koriSteni su parametri duzina repa, intezitet repa te repni moment.

3. 2. 8. Uzgoj bakterija Salmonella typhimurium iz pohranjene bakterijske kulture

Bakterijska kultura stanica je pohranjena na -80 °C (u zamrzivacu ili teku¢em dusiku)
do pocetka pripreme. Bakterijski soj pripremljen je iz jedne izolirane bakterijske kolonije. Na
bakterijskim sojevima provodeni su testovi za provjeru funkcionalnosti i prisutnosti svih
zeljenih genotipskih svojstava (mutacija na his-operonu, rfa i uvrB mutacije) te prisustvo

pKM101 plazmida i broj spontanih revertanata (Mortelmans i Zeiger, 2000).
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3. 2. 9. Odredivanje mutagenog potencijala DEHP-a pomoc¢u bakterijskog test sustava

Salmonella typhimurium

Salmonella typhimurium / mikrosomalni test je Siroko prihvacen bakterijski test koji se
koristi za identifikaciju tvari koje mogu proizvesti genetska oStecenja. Test koristi niz sojeva
bakterije S. typhimurium s postoje¢im mutacijama koje onemogucéuju bakteriji da sintetizira
potrebne aminokiseline, u slucaju ovdje koriStenih bakterija histidin, pa one posljedi¢no nisu
u mogucénosti rasti na minimalnoj podlozi i oblikovati kolonije zbog odsustva tvari koje su im
potrebne za rast i razvoj. Kada dode do novih mutacija na mjestu ranije postojecih ili negdje u
blizini u genima, one mogu vratiti funkciju gena. Novo mutirane stanice su povratni mutant -
prototrofi koje su, zbog vracene funkcije gena, ponovo sposobne sintetizirati histidin te mogu
rasti na podlogama bez prisustva histidina i formirati kolonije. KoriSteni sojevi za ovaj test su
histidin auksotrofi sa ve¢ postoje¢im mutacijama u histidinskom operonu koje im
onemoguc¢uju da rastu na minimalnim podlogama. Sojevi Salmonella typhimurium koji se
koriste u testu imaju razli¢ite mutacije u razli¢itim genima u histidinskom operonu (Tablica
4). Svaka od mutacija uzrokovana je mutagenima koji djeluju drugacijim mehanizmima
(Mortelmans i Zeiger, 2000).

Rezultati se mogu prikazati kao frekvencija mutacija te kao broj induciranih
reverzanata u ovisnosti o koncentraciji primijenjene kemikalije. Frekvencija mutacija
predstavlja omjer broja revertanata po 1 mL i srednjeg ukupnog broja bakterija na ploci.
Naknadno se moze odrediti kvocijent mutacije (Qm) koji predstavlja broj induciranih
revertanata podijeljen s brojem spontanih revertanata (dobivenih na negativnoj kontroli)
(Mortelmans i Zeiger, 2000).

Analiza genetic¢kih karakteristika sojeva

Testiranje sojeva, kako bi se utvrdila prisutnost genetickih markera, provedeno je prije
izvodenja genotoksikoloskih eksperimenta. Testovi ukljucuju provjeru rfa markera, provjeru

uvr B delecije, prisutnost plazmida pKM101 i broj povratnih mutanata.

Provjera rfa markera: Ova mutacija uzrokuje vecu poroznost stani¢ne stijenke pa kroz

nju mogu prolaziti tvari velike molekulske mase. Na kompletnu, NB podlogu nacijepljeno je
100 pL prekonoéne kulture koja je nakon toga razmazana sa sterilnim Stapi¢em po
Drigalskom. Na sredinu ploce je stavljen, sterilnom pincetom, sterilni papirnati disk na koji je

nakapano 10 pL otopine kristal violet. Tako pripremljena podloga ostavljena je 24 sata na 37
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°C. Svi Salmonella sojevi pokazali su zonu inhibicije koja okruzuje disk (Venitt i Parry, 1984;
Timbrell, 2000).

Provjera uvr B delecije: Djelovanjem UV zracenja dolazi do nastanka letalnih

mutacija te do dimerizacije timidina unutar istog lanca DNA. Izmedu dva timina se
uspostavlja kovalentna veza koja je puno ja¢a od vodikove veze izmedu timina i adenina
komplementarnog lanca DNA. Divlji sojevi mutaciju popravljaju djelovanjem enzima
fotoliaze koji se aktivira svjetlos¢u valne duljine vidljivog spektra. Aktivirana fotoliaza se
veze za dimerizirani par 1 razgraduje kovalentnu vezu izmedu dva timina te na taj nacin
popravlja oSte¢enje. Drugi mehanizam popravka, za kojeg nije potrebna dnevna svjetlost, je
nukleotidni ekscizijski popravak. On je omoguéen djelovanjem enzima ¢iji je nastanak
kodiran genima uvrA, uvrB, uvrC i uvrD. Mutacijom bilo kojeg gena uklju¢enog u nukleotidni
ekscizijski popravak, popravak je onemogucen. Divlji tip bakterija S. typhimurium ima
funkcionalan nukleotidni ekscizijski popravak, ali test sustav ima namjerno unesenu mutaciju

Na NB podlogu nakapane su 4 kapi prekonoéne kulture, na jednakoj udaljenosti. Ploca
je nagnuta u suprotnom smijeru te su kapi razlijane po podlozi u istom smjeru. Postepeno su
kroz 15 sekundi bakterije ozratene UV svjetlom. Uslijed duze izlozenosti UV svjetlu,

smanjuje se prezivljenje bakterija (Venitt i Parry, 1984; Timbrell, 2000).

Prisutnost plazmida pKM101 (ampicilin rezistentnost): Plazmid nosi muc+ gen koji u

RecA+ / LexA+ bakteriji ucestvuje u SOS popravku koji omoguéava povecanu otpornost na
letalne uc¢inke mnogih mutagena. SOS odgovor je op¢i odgovor stanice tijekom zastoja
replikacije DNA. U tom odgovoru se aktivira RecA protein. Njegova aktivacija je uvjetovana
nastankom jednolancane DNA u replikacijskoj vilici kada je omogucena aktivnost DNA
polimeraze. Aktivirani protein je ukljucen i u inaktivaciju LexA proteina koji djeluje kao
protein represor u stanici u kojoj DNA nije oStecena te sprjecava ekspresiju gena potrebnih za
SOS odgovor. Plazmid nosi gen za rezistenciju na ampicilin pa ovi sojevi mogu rasti na
podlozi koja sadrzi ampicilin (Venitt 1 Parry, 1984; Timbrell, 2000).

Na NB podlogu nacijepljeno je 100 uL bakterijskog soja koji je razmazan sa sterilnim
Stapi¢em po Drigalskom te je na sredini stavljen papirnati disk na kojeg je naneseno 10 pL
ampicilina. Tako pripremljena podloga ostavljena je 24 sata na 37 °C. (Mortelmans i Zeiger,
2000).
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Ucestalost povratnih mutanata. Svaki od ispitivanih sojeva ima karakteristiénu

ucestalost spontanih revertanata his’. Obi¢no postoje varijacije koje ovise o laboratoriju te o
izboru otopine. Neki sojevi su visoko osjetljivi na odredene koncentracije S9 i njihove
vrijednosti spontanih revertanata rastu sa porastom koncentracije S9 (Mortelmans i Zeiger,
2000).

Test citotoksi¢nosti s preinkubacijom:

U Eppendorf epruveticu dodano je 100 uL bakterijskog soja i 100 uL otopine DEHP-a
ispitivanih koncentracija. Smjesa je inkubirana 20 minuta na 37 °C. Nakon inkubacije,
napravljeno je 10 razrjedenje mikrorazrijedivanjem. Po 10 uL svakog razrjedenja, u dvije
replike, nacijepljeno je na NB podlogu. Nakon 24 h odreden je broj izraslih kolonija i

izracunat je postotak prezivljenja u odnosu na negativnu kontrolu.

Test mutageneze s preinkubacijom

Mutageni ucinak je odredivan pomocu Amesovog testa sa i bez metabolickog
aktivatora. U 2 mL top agara u mikrobioloskoj epruveti zagrijanoj na 47 °C dodano je 100 pL
otopine DEHP-a ispitivanih koncetracija, 100 uL preinkubacijske smjese (bakterijskog soja)
te 500 uL smjese S9 - koja ima ulogu metabolickog aktivatora. U slu¢aju kada nije koriSten
metabolicki aktivator, umjesto S9 smjese dodano je 500 uLL PBS-a. Kiveta je protresena na
tresilici i izlijana na minimalnu VB podlogu. Uz svaki eksperiment paralelno je izvedena i
negativna kontrola. Eksperiment je izveden u dvije replike. Nacijepljene ploce inkubirane su 2
dana na 37 °C, nakon Cega su prebrojani izrasli retromutanti i usporedeni s negativnom
kontrolom te je zaklju¢eno da li ispitivane koncentracije DEHP-a djeluju mutageno ili ne.
Rezultati su izrazeni kao odnos broja izraslih revertanata s brojem revertanata izraslih na

negativnoj kontroli te kao frekvencija mutacija. (Mortelmans i Zeiger, 2000).

3. 2. 10. Statisticka obrada podataka

Svi eksperimenti ponovljeni su tri puta. Rezultati su obradeni One-way ANOVA
statistiCkim programom uz granicu statisticke znac¢ajnosti od p < 0,05.
Rezultati su prikazani u grafickom obliku ili u tablici, kao srednje vrijednosti i njihove

standardne devijacije.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Citotoksicni, prooksidativni i mutageni ucinak otopina razli¢itih koncentracija DEHP-
a ispitivan je na bioloskim test sustavima - stani¢nim linijama HEp2 (kontinuirana stani¢na
linijja karcinoma larinksa covjeka), CaCo2 (kontinuirana stani¢na linija adenokarcinoma
epitela debelog crijeva) i HepG2 (kontinuirana stani¢na linija hepatocelularnog karcinoma
jetre Covjeka). Citotoksi¢nost otopina razli¢itih koncentracija DEHP-a odredivana je Neutral
red testom, prooksidativnost DCFH - DA testom, a u¢inak na DNA (mutagenost) ispitivan je
Komet testom koji je izvrSen u Institutu za medicinska istrazivanja i medicinu rada u Zagrebu.

Za odredivanje mutagenog djelovanja (indukcije tockasith mutacija) koriSteni su
sojevi bakterije Salmonella tymphimurium TA98 i TA100.

U provedenim testovima, po potrebi su paralelno izvedene negativna i pozitivna
kontrola. Negativna kontrola ne sadrzi testiranu kemikaliju, nego umjesto nje vodu (odnosno
otapalo u kojemu je test supstanca otopljena) i stanice bioloskog test sustava. Uglavnom
koristi tomu da se dobiveni rezultati usporeduju i izraZzavaju u odnosu na negativnu kontrolu.
Pozitivna kontrola sadrzi umjesto test supstance poznati mutagen koji dokazano ima
mutageno djelovanje na koristenu stani¢nu kulturu ili soj. Uloga pozitivne kontrole je dokaz

da se cijeli test sustav ponasa na o¢ekivani nacin.

Ako je neki ispitivani spoj citotoksi¢an, podrazumijeva se da on uzrokuje odredene
promjene u stanicama koje utje¢u na njihovu Zivotnu aktivnost. Razvijeni su brojni testovi za
detekciju citotoksicnosti ksenobiotika kojima se moZe odrediti utjecaj ispitivane tvari na
metabolizam 1 rast stanica nakon izloZenosti istomu. Uslijed takve izlozenosti, promjene u
metabolizmu i rastu stanica mogu bili ireverzibilne te posljedi¢no rezultirati redukcijom
zivotne aktivnosti stanica (Costa 1 sur., 2005).

Prooksidacijsko djelovanje imaju tvari koje olakSavaju ili ubrzavaju procese oksidacije
u stanici. Neki od njih su reaktivni kisikovi spojevi (ROS) Kkoji igraju vaznu ulogu u procesu
kancerogeneze jer djeluju kao mutageni 1 kancerogeni. Stanice raka pokazuju poviSene razine
ROS-a ¢ime je narusena ravnoteza redoks reakcija. Molekule koje su prooksidansi takoder
mogu djelovati kao selektivna citotoksi¢na sredstva koja, primjerice, djeluju protiv stanica
raka kada postignu toksi¢ne razine ROS-a (Leon-Gonzalez i sur., 2015). Indukcija slobodnih
radikala odredivana je nakon 24, 48 i 72 sata inkubacije, a prikazana je kao odnos induciranih
radikala u stanicama tretiranim otopinama DEHP-a razli¢itih koncentracija i bazalnih radikala

izmjerenih u negativnoj kontroli.

46


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006295215003871

Mutagenost neke kemikalije podrazumijeva da ona ima sposobnost izazvati mutacije u
stanicama koje se mogu prenijeti na potomstvo. Mutacija je trajna promjena u koli¢ini ili
strukturi genetskog materijala u stanici, a pojam mutagen odnosi se na fizicki ili kemijski
agens koji povecava pojavu mutacija u stanicama iznad prirodne razine, tj. pored normalnih,
spontanih mutacija koje se javljaju u stanicama, uzrokuje i inducirane mutacije.
Genotoksi¢nost nekog spoja odnosi se na sredstvo koje mijenja strukturu, sadrzaj informacija
ili segregaciju DNA, ukljucujuc¢i ona sredstva koja uzrokuju oSteCenje DNA ometanjem
normalnih procesa replikacije ili koji ih na nefizioloski nacin privremeno mijenjaju (GSH,
2010).

Statisti¢ki znacajna razlika podrazumijeva da je usporedbom dviju varijabli utvrden p

< 0,05 Scheffe-ovim testom.
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4. 1. ODREPIVANJE CITOTOKSICNOG DJELOVANJA DEHP-a RAZLICITIH
KONCENTRACIJA

Ispitivanje citotoksi¢nog djelovanja otopina DEHP-a razlicitih koncentracija (1,87 ng

mL?, 18,7 ng mL™, 93,5 ng mL™, 187 ng mL™, 1049 ng mL™ i 2098 ng mL™) provedeno je

Neutral red testom na stani¢nim linijama HEp2, CaCo2 i HepG2. Stanice su bile izlozene 24,

48 1 72 sata, nakon cega je odredeno njihovo prezivljenje u odnosu na netretirane stanice

(kontrolu).

HEp2

Na Slici 8 prikazani su rezultati citotoksi¢nog djelovanja otopina DEHP-a razli¢itih

koncentracija na stani¢nu liniju HEp2 nakon 24, 48 i 72 sata inkubacije (s pripadaju¢im

standardnim devijacijama).
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4 Nakon 24 h| 93,55816771 | 96,70573951 | 84,15006062 | 88,04675743 | 93,33789882 | 90,14925641 100
L1 Nakon 48 h| 94,63108806 | 94,17714622 | 83,97163551 | 98,92990082 | 95,86611236 | 97,76432541 100
LI Nakon 72 h| 100,1586762 | 102,9142555 | 92,96419573 | 98,4083645 | 93,60903321 | 96,58229033 100

Otopine DEHP-a razli¢itih koncentracija (ng mLt)

*oznacava da je utvrdena statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu

Slika 8. Srednje vrijednosti % prezivljenja stani¢ne linije HEp2 (u odnosu na kontrolu) 24, 48

1 72 h nakon tretmana razli¢itim koncentracijama DEHP-a
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Na grafickom prikazu iznad (Slika 8) vidljivo je da je do statisticki znacajnog (p <
0,05 Scheffe-ovim testom) smanjenja prezivljenja, a time i citotoksi¢nog ucinka, doslo nakon
tretmana stanica karcinoma larinksa s DEHP-om koncentracije 93,5 ng mL™ u prvih 48 sati.
Nakon 24 i 48 sati inkubacije navedenom koncentracijom DEHP-a, prezivljenje stanica iznosi
84% u odnosu na kontrolne stanice netretirane DEHP-om. Ostale koncentracije nisu pokazale
citotoksi¢ni uc¢inak.

U istrazivanju Choi i sur. (2010) takoder je dokazano citotoksi¢no djelovanje DEHP-a
24 i 48 sati nakon inkubacije stanica s DEHP-om, ali na stani¢noj liniji HepG2 te pri nesto
vi§im koncentracijama (9,8 pg mL™ (radi usporedbe - 9800 ng mL™) i vigim). Takoder,
citotoksi¢no djelovanje DEHP-a (koncentracije 1,95 pg mL™) nakon 24 sata inkubacije
utvrdeno je u istrazivanju Erkekoglu i sur. (2010a) na humanoj stani¢noj liniji LNCaP te u
istrazivanju Park i Choi (2007) pri koncentraciji DEHP-a od 38 pg mL™ na humanoj stani¢noj
liniji HeLa. Rezultati navedenih istrazivanja pokazali su znacajno smanjenu stani¢nu
vijabilnost te citotoksi¢ni u€inak na stanice tretnirane s odredenim koncentracijama DEHP-a
(u usporedbi s kontrolnim, netretiranim stanicama).

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu srednjih vrijednost % preZivljenja
stanica tretiranih otopinama razli¢itih koncentracija DEHP-a u usporedbi s prezivljenjem
kontrolnih, netretiranih stanica nakon 72 sata, stoga niti jedna otopina DEHP-a ne djeluje

citotoksi¢no na stani¢nu liniju HEp2 nakon 72 sata inkubacije.
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CaCo2

Na Slici 9 prikazani su rezultati citotoksi¢nog djelovanja otopina DEHP-a razli¢itih

koncentracija na stani¢nu liniju CaCo2 nakon 24, 48 i 72 sata inkubacije (s pripadaju¢im

standardnim devijacijama).
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1 Nakon 24 h| 99,09718714 | 98,69561287 | 102,7510025 | 101,4807619 | 102,0010155 | 97,69892122 100
“INakon 48 h| 93,3403818 | 94,95614453 | 96,93139615 | 92,7709467 | 91,48528929 | 98,0863449 100
“INakon 72 h| 102,4570714 | 97,47339427 | 96,58528442 | 93,40734249 | 89,90703911 | 97,97464862 100

Otopine DEHP-a razli¢itih koncentracija (ng mL™1)

Slika 9. Srednje vrijednosti % prezivljenja stani¢ne linije CaCo2 (u odnosu na kontrolu) 24,

48 1 72 h nakon tretmana razli¢itim koncentracijama DEHP-a

Na Slici 9 vidljivo je da je nakon 24, 48 1 72 sata od tretmana, preZivljenje i

proliferacija stanica tretiranih otopinama DEHP-a, priblizno jednako prezivljenju netretiranih

stanica nakon jednakog vremena inkubacije. Nije utvrdena statisticki zna¢ajna razlika izmedu

prezivljenja kontrolnih stanica i stanica tretiranih otopinama razli¢itih koncentracija DEHP-a

24, 48 1 72 sata nakon tretmana, stoga niti jedna ispitivana otopina DEHP-a ne djeluje

citotoksi¢no na stani¢nu liniju CaCo2 nakon 24, 48 i 72 sata inkubacije.

U istrazivanju Ohno 1 sur. (2009) takoder nije utvrdena citotoksicnost DEHP-a na

stani¢noj liniji granuloza tumora jajnika (KGN - engl. human ovarian granulosa - like tumor

cell line), pri ¢emu je koristena koncentracija DEHP-a od 0,39 pg mL™ (tj. 390 ng mL™), uz

kraée vrijeme inkubacije (2 1 22 sata) nego u ovom istrazivanju.
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HepG2

Na Slici 10 prikazani su rezultati citotoksi¢nog djelovanja otopina DEHP-a razli¢itih

koncentracija na stani¢nu liniju HepG2 nakon 24, 48 i 72 sata inkubacije (s pripadaju¢im

standardnim devijacijama).
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102,2690227

101,2150023

103,3181706

97,52404837

94,27686136

93,22196864

100

“INakon 48 h

101,2669549

102,5521047

99,79670943

98,63167067

99,4557509

98,37669051

100

“INakon 72 h

98,95643143

97,67228849

98,90465743

96,1840672

96,67532748

97,99571093

100

Otopine DEHP-a razli¢itih koncentracija (ng mL1)

Slika 10. Srednje vrijednosti % preZivljenja stani¢ne linije HepG2 (u odnosu na kontrolu) 24,

48 172 h nakon tretmana razli¢itim koncentracijama DEHP-a

Na Slici 10 moze se ocitati da je prezivljenje i proliferacija stanica tretiranih

otopinama DEHP-a priblizno jednako prezivljenju kontrolnih, netretiranih stanica nakon 24,

48 i 72 sata inkubacije.

Dakle, od svih ispitivanih stani¢nih linija, prema grafickim prikazima na Slikama 8, 9 i

10, upravo stani¢na linija HepG2 pokazala se najmanje osjetljivom. Mogu¢ razlog takvih

rezultata jest svojstvo metabolicke aktivnosti stanica jetre. One imaju vrlo vaznu ulogu u nizu

metabolickih (kataboli¢kih i anaboli¢kih) procesa, stoga je za ocekivati da ¢e se ishodiSne

toksi¢ne kemikalije u njima intenzivno metabolizirati te da njihovo toksi¢no djelovanje nece

biti potpuno ispoljeno. U jetri se odvija veliki dio metabolizma ugljikohidrata, lipida, proteina

1 drugih duSikovih tvari, u njoj se stvara dio faktora zgrusavanja krvi, pohranjuje se Zeljezo i
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razli¢iti vitamini. Jetra sudjeluje u detoksifikaciji tvari - pomocu jetrenih enzima odvijaju se
reakcije konjugacije i1 esterifikacije, pri ¢emu se razne toksi¢ne i organizmu strane tvari
konjugiraju sa glukuronskom ili sumpornom kiselinom ili glicinom i time se prevode u
netoksicne 1 bolje topive spojeve koji se zatim izlucuju iz tijela, najéesc¢e urinom (Guyton,
1995). Stoga je moguce da su enzimatske reakcije u hepatocitima rezultirale tvorbom manje
toksi¢nih produkata ¢ime je smanjen citotoksi¢an uc¢inak DEHP-a.

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu % prezivljenja stanica tretiranih
otopinama razli¢itih koncentracija DEHP-a u usporedbi s prezivljenjem kontrolnih stanicama
24, 48 1 72 sata nakon tretmana, stoga niti jedna otopina ne djeluje citotoksi¢no na stani¢nu

liniju HepG2 nakon 24, 48 i 72 sata inkubacije.
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4. 2. ODREPIVANJE PROOKSIDATIVNOG DJELOVANJA DEHP-a RAZLICITIH
KONCENTRACIJA

HEp2

Ispitivanje prooksidativnog djelovanja otopina DEHP-a razli¢itih koncentracija (1,87
ng mL?, 18,7 ng mL?, 93,5 ng mL™, 187 ng mL™, 1049 ng mL™ i 2098 ng mL™) provedeno
je DCFH - DA fluorimetrijskim testom na stani¢nim linijjama HEp2, CaCo2 i HepG2. Stanice

su bile izlozene 24, 48 1 72 sata, nakon Cega je odredeno prezivljenje i izraCunata indukcija

slobodnih radikala pojedine koncentracije u odnosu na netretirane stanice (kontrolu).

Na Slici 11 prikazani su rezultati prooksidativnog djelovanja otopina DEHP-a

razli¢itth koncentracija na stani¢nu liniju HEp2 nakon 24, 48 i1 72 sata inkubacije (s

pripadaju¢im standardnim devijacijama).
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1,87 18,7 93,5 187 1049 2098 kontrola

i Nakon 24 h | 86,24633684 | 86,8413527 |104,9981194 | 116,856753 | 104,1616658 | 109,5818922 100
11 Nakon 48 h | 133,8590494 | 151,3401641 | 158,6974995 | 121,8959776 | 129,914733 | 130,1371842 100
“Nakon 72 h| 92,6383463 | 95,71083445 | 112,0320003 | 107,3992025 | 107,3992025 | 107,3853453 100

Otopine DEHP-a razli¢itih koncentracija (ng mL™1)

*oznacava da je utvrdena statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu

Slika 11. Srednje vrijednosti % prooksidativnog djelovanja (u odnosu na kontrolu) DEHP-a

razli¢itih koncentracija na stani¢ne linije HEp2 24, 48 1 72 h nakon tretmana
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Nakon inkubacije od 24 sata, utvrdena je statisti¢ki znaCajna razlika izmedu razine
ROS-a u kontrolnim stanicama i stanicama tretiranim s otopinama DEHP-a koncentracija 1,87
ng mL™? i 18,7 ng mL™ koje su uzrokovale niZi stupanj indukcije slobodnih radikala (oko 86%
u odnosu na kontrolu) u stani¢noj liniji HEp2. Moguce objasnjenje ovoga jest da u prisustvu
manjih koncentracija nekog ksenobiotika (u ovom slu¢aju DEHP-a), u stanicama se nakon 24
sata vrlo malo poveca produkcija ROS-a te se posljedi¢no aktiviraju stani¢ni enzimi za
eliminaciju ROS-a, upravo kako se i aktiviraju u normalnim uvjetima kada je stanica izlozena
blagom oksidacijskom stresu, a ujedno se i inducira ekspresija gena koji kodiraju za
obrambene, detoksifikacijske i antioksidacijske enzime (Matés, 2000). Nadalje, statisticki
znacajna razlika utvrdena je izmedu razine ROS-a u stanicama tretiranim otopinama DEHP-a
koncentracija 1,87 ng mL™ i 18,7 ng mL™ u odnosu na razine u stanicama tretiranim
otopinama koncentracija 93,5 ng mL™?, 187 ng mL™, 1049 ng mL™ i 2098 ng mL™, pri ¢emu
je primjena posljednje navedenih uzrokovala visi stupanj indukcije slobodnih radikala. U
ovom slucaju, visoke koncentracije DEHP-a inducirale su povecanu proizvodnju ROS-a u
stanicama u odnosu na nize koncentracije. Sli¢no, u istrazivanju Cho i sur. (2015) dokazano je
da su najvise primijenjene koncentracije DEHP-a povecale proizvodnju ROS-a u stanicama
(za razliku od nizih testiranih koncentracija) te utjecale na smanjenu ekspresiju gena koji
kodiraju za antioksidacijske enzime SOD, GPX, HO i CAT, $to ima za posljedicu povecanu
razinu slobodnih radikala u stanici. Nije utvrdeno statisticki znac¢ajno povecanje razine ROS-a
u stanicama tretiranim otopinama DEHP-a navedenih koncentracija u odnosu na kontrolu 24
sata nakon tretmana, stoga se ne moze zakljuciti da one djeluju prooksidativno na stani¢nu
liniju HEp2.

Jednak trend smanjenja i indukcije nastajanja slobodnih radikala vidljiv je u stanicama
koje su bile izlozene DEHP-u 24 i 72 sata. Nakon tretmana stanica s DEHP-om najnizih dviju
koncentracija (1,87 ng mL™ i 18,7 ng mL™) detektirana je smanjena razina ROS-a u odnosu
na razinu detektiranu u kontroli. Nadalje, razina ROS-a u stanicama raste s povecanjem
koncentracije DEHP-a sve do koncentracije od 187 ng mL™, nakon &ega razina ROS-a s
povisenjem koncentracije DEHP-a pada. Ovakav trend nije primijec¢en u slucaju inkubacije
stanica s DEHP-om tijekom 48 sati.

Nakon 48 sati inkubacije, utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu razine ROS-a
detektirane u stanicama koje nisu tretirane DEHP-om (kontrolne stanice) u odnosu na njihovu
razinu u stanicama tretiranim bilo kojom koncentracijom DEHP-a (1,87 ng mL™ i 18,7 ng
mL™, 93,5 ng mL™?, 187 ng mL™, 1049 ng mL™, 2098 ng mL™), pri Gemu je razina radikala

znacajno visa u tretiranim stanicama. Takoder, statisticki zna¢ajna razlika utvrdena je izmedu
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razine ROS-a detektirane u stanicama tretiranim DEHP-om koncentracije 93,5 ng mL™ u
odnosu na razinu u stanicama tretiranim DEHP-om koncentracijama 187 ng mL™ i 1049 ng
mL™, pri ¢emu je kod posljednje navedenih izmjerena niza razina ROS-a.

Nije utvrdena statisticki znaCajna razlika u prooksidativnom djelovanju otopina

DEHP-a razlicitih koncentracija na stani¢nu liniju HEp2 72 sati nakon tretmana.
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CaCo2

Na Slici 12 prikazani su rezultati prooksidativnog djelovanja otopina DEHP-a

razli¢itih koncentracija na stani¢nu liniju CaCo2 nakon 24, 48 i1 72 sata inkubacije (s

pripadaju¢im standardnim devijacijama).

180

S

2 160 S -
~ O * *
SR T * T [
S 10 ] | I | J T
o 2 J_ J_ 1
g2 |
£ 100 (— I I - - - -
£z [ I
S= 8 — - - -
28
22 w0 || _—_
[
E: Y | ] ]

£ 20 - - - -

o

P 0

1,87 18,7 93,5 187 1049 2098 kontrola

LI Nakon 24 h| 113,7544045 | 118,9988172 | 131,4294858 | 113,6919574 | 136,6912165 | 133,0841146 100
I Nakon 48 h| 101,8357125 | 134,9700929 | 120,1836869 | 119,5810149 | 145,9217492 | 139,3068397 100
-INakon 72 h| 92,35666541 | 89,86098023 | 95,26470842 | 97,63557441 | 118,6523326 | 91,47097055 100

Otopine DEHP-a razli¢itih koncentracija (ng mL1)

*oznacava da je utvrdena statisticki znacajna razlika dobivenog rezultata u odnosu na kontrolu

Slika 12. Srednje vrijednosti % prooksidativnog djelovanja (u odnosu na kontrolu) DEHP-a

razli¢itih koncentracija na stani¢ne linije CaCo2 24, 48 1 72 h nakon tretmana

Nakon inkubacije od 24 sata, utvrdena je statisticki znacajna razlika u indukciji

slobodnih radikala izmedu kontrolnih, netretiranih stanica i stanica tretiranih DEHP-om

koncentracija 93,5 ng mL™, 1049 ng mL™ i 2098 ng mL™, pri emu tretirane stanice pokazuju

vi§i stupanj indukcije slobodnih radikala (131%; 137% 1 133% (redom) u odnosu na

kontrolu). Sli¢no, u istrazivanju Erkekoglu i sur. (2011) utvrdeno je da je tretman DEHP-om

stani¢ne linije LNCaP uzrokovao povecanu produkciju slobodnih radikala 24 sata nakon

inkubacije, ali u tom je istrazivanju koriStena znacajno visa koncentracija DEHP-a - 3 mM, tj.

1171800 ng mL™ (koja je oko 500 puta veca od najveée koncentracije ovdje primijenjene). U

istom istrazivanju je zaklju¢eno da DEHP povecava proizvodnju intracelularnin ROS-a i

aktivira p53 i p21 u LNCaP stanicama, $to ukazuje da je indukcija oksidacijskog stresa jedan
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od vaznih mehanizama toksicnosti ovog spoja. p53 1 p21 su tumor supresor geni koji kodiraju
za proteine Cija je uloga zaustavljanje stanicne diobe (sprecavajuci vezanje ciklina za ciklin
kinaze - $to ih inhibira pa ne pocinje stani¢na dioba). Dakle, navedenim istrazivanjem takoder
je dokazano da DEHP moze utjecati na progresiju stanicnog ciklusa kroz indukciju p53 1
nakon toga p21, ali uglavhom djelovanjem njegovog glavnog metabolita, MEHP-a
(Erkekoglu 1 sur., 2011). Nadalje, statisticki znacajna razlika utvrdena je izmedu otopine
DEHP-a koncentracije 1,87 ng mL™ u odnosu na otopinu koncentracije 1049 ng mL™ pri
¢emu posljednja pokazuje visi stupanj indukcije slobodnih radikala, kao $§to je slu¢aj u
istrazivanju Cho i sur. (2015) u kojemu su rezultati pokazali da su viSe primijenjene
koncentracije DEHP-a povecale proizvodnju ROS-a u stanicama.

Nakon 48 sati tretmana, utvrdena je statisticki znacajna razlika u indukciji slobodnih
radikala u stanicama tretiranim otopinama DEHP-a koncentracija 18,7 ng mL™, 1049 ng mL™
i 2098 ng mL™?, u odnosu na indukciju radikala netretiranih stanica. Tako u tretiranim
stanicama dolazi do povisene indukcije slobodnih radikala (135%, 146% i 139% (redom) u
odnosu na kontrolu) na stani¢nu liniju CaCo2 48 sati nakon tretmana. Takoder je utvrdena
statisticki znacajna razlika u indukciji slobodnih radikala izmedu otopine DEHP-a
koncentracije 1,87 ng mL™ te otopina DEHP-a koncentracija 18,7 ng mL™, 1049 ng mL™ te
2098 ng mL™?, pri ¢emu % indukcije slobodnih radikala raste s porastom koncentracije
otopine DEHP-a, sli¢no istrazivanju Cho i sur. (2015) (u kojemu su primijenjene mnozine od
10, 100 i 100 pmol DEHP-a).

Nije utvrdena statisticki znaajna razlika u prooksidativnom djelovanju otopina

DEHP-a razli¢itih koncentracija na stani¢nu liniju CaCo2 72 sata nakon tretmana.
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HepG2

Na Slici 13 prikazani su rezultati prooksidativnog djelovanja otopina DEHP-a

razli¢itih koncentracija na stani¢nu liniju HepG2 nakon 24, 48 1 72 inkubacije (s pripadaju¢im

standardnim devijacijama).
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“INakon 24 h| 105,4568776 | 126,8998178 | 123,6380978 | 118,1780499 | 126,3099458 | 118,9202988 100
“INakon 48 h| 93,41315919 | 97,05592423 | 97,80817885 | 99,11406951 | 100,6023358 | 97,71989135 100
“INakon 72 h| 102,7574555 | 99,62802159 | 107,0575459 | 104,640431 | 102,445183 | 108,418286 100

Otopine DEHP-a razli¢itih koncentracija (ng mL™?)

Slika 13. Srednje vrijednosti % prooksidativnog djelovanja (u odnosu na kontrolu) DEHP-a

razli¢itih koncentracija na stanic¢ne linije HepG2 24, 48 i 72 h nakon tretmana

Ovim istrazivanjem nije utvrdena statisticki znacajna razlika u prooksidativnom

djelovanju otopina DEHP-a razli¢itih koncentracija na stani¢nu liniju HepG2 24, 48 i 72 sata

nakon tretmana. Mogu¢ razlog ovoga jest da stanice jetre posjeduju mehanizam koji ih $titi od

kratkotrajnog oksidativnog stresa, pri ¢emu se u takvim uvjetima u njima inducira pojacana

ekspresija gena za proizvodnju katalaze i mikrosomalne glutation S - transferaze u CYP2E1

(Mari i Cederbaum, 2001), sto rezultira boljim antioksidacijskim sustavom stani¢ne linije jetre

(HepG2) (u odnosu na stanice larinksa (HEp2) i kolona (CaCo2)), a time i smanjenom

razinom slobodnih radikala u stanicama.
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4. 3. ODREPIVANJE KROMOSOMSKIH ABERACIJA IZAVANIH RAZLICITIM
KONCENTRACIJAMA DEHP-a

Genotoksi¢no djelovanje otopina DEHP-a razli¢itih koncentracija odredeno je Komet
testom 24 sata nakon tretmana otopinama razli¢itih koncentracija DEHP-a na stani¢nim
linijama HEp2 (na kojoj je utvrdeno najvece prooksidativno djelovanje DEHP-a) i CaCo2
pomocu programa za analizu slike Comet Assay Il. Kromosomska oStecenja prikazana su
pomocu sljede¢ih parametara: duljina repa kometa, intenzitet repa te repni moment.

Duljina repa kometa predstavlja najvec¢u udaljenost na koju su otputovali najkraéi
odlomljeni fragmenti DNA (nastalni kromosomskom aberacijom), a obi¢no se mjeri od
sredine glave kometa ili od ruba glave i izrazava u um. Intenzitet repa oznacava postotak
DNA koja je migrirala u rep, a izraZzava se kao % u odnosu na ukupnu koli¢inu DNA u
kometu. Repni moment se obi¢no definira kao umnozak duljine repa 1 % DNA u repu, a
izracunava ga racunalni program. Prihvatljivom razinom oSte¢enja smatraju se vrijednosti do
10% DNA u repu kometa (IMI, 2010). Dulji rep, veéi intenzitet repa i veéi repni moment

ukazuju na veca oSte¢enja molekule DNA (uzrokovana ve¢om razinom mutacija).

Ispitivanje mutagenog djelovanja (indukcije kromosomskih aberacija) otopina DEHP-
a razli¢itih koncentracija (18,7 ng mL™, 187 ng mL™?, 1049 ng mL™ i 2098 ng mL™)
provedeno je Komet testom na stani¢nim linijama HEp2 i CaCo2. Stanice su bile izloZene 24
sata, nakon Cega su odredeni parametri koji ukazuju na eventualno oste¢enje DNA nakon

tretmana pojedinim otopinama DEHP-a.

HEp2

U Tablici 6 prikazane su srednje vrijednosti izmjerenih parametara DNA stanica HEp?2

Komet testom, 24 sata od tretmana otopinama DEHP-a razli¢itih koncentracija.
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Tablica 6. Srednje vrijednosti izmjerenih parametara DNA (duljina i intenzitet repa te repni
moment) Komet testom 24 sata nakon tretmana stani¢ne linije HEp2 DEHP-om

razli¢itih koncentracija te pripadajuce standardne devijacije

Koncentracija Duljina repa Intenzitet Repni
(ngmL ™) (um) repa (%) moment
18,7 16,42 +£ 0,25 3,38 +0,79 0,45 +£0,28
187 16,98 + 0,26 4,3 +0,88 0,59+ 0,33
1049 15,49 + 0,19 2,73 £0,74 0,37 £ 0,28
2098 15,62 +£ 0,24 3,44 +0,81 0,47 £0,32
Negativna kontrola 14,5+0,16 1,93 + 0,64 0,22 +0,21
Pozitivna kontrola 11,39 £ 0,63 3,4+0,79 0,51 +0,35

U Tablici 6 vidljivo je da je nakon tretmana stanica sa svim otopinama DEHP-a
(koncentracija 18,7 ng mL™, 187 ng mL™, 1049 ng mL™ i 2098 ng mL™) njihova duljina repa
veca U odnosu na duljinu repa netretiranih stanica (negativnu kontrolu), ali budué¢i da nije
utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu njih, moze se zakljuciti tek da otopine DEHP-a
pokazuju potencijalno mutageno djelovanje na stani¢nu liniju HEp2.

Takoder, statisticki znacajna razlika nije utvrdena niti izmedu intenziteta repa i repnog
momenta stanica tretiranih otopinama razli¢itih koncentracija DEHP-a u odnosu na kontrolne
stanice, ali je vidljivo povecanje % intenziteta repa i repnog momenta kod tretiranih stanica,
stoga se moze zakljuciti da ispitivane otopine DEHP-a doista pokazuju potencijalno mutageno
djelovanje na stani¢nu liniju HEp2.

Sli¢ni su rezultati Komet testa istrazivanja Erkekoglu i sur. (2010b), provedenog na
MA-10 stanicama izlozenima DEHP-u (3 mM, tj. 1171800 ng mL™), koji su pokazali visoku
razinu DNA oStec¢enja nakon tretmana DEHP-om, pri ¢emu je znacajno povecan intenzitet
repa (3,4 puta) i repni moment (4,2 puta) u odnosu na netretirane MA-10 stanice. Rezultati
navedenog istrazivanja utvrdili su da je razlika izmedu Stetnog djelovanja izvornog spoja
(DEHP-a) i njegovog glavnog metabolita (MEHP-a) na DNA bila neznatna. Wang i sur.
(2015) utvrdili su oksidativno ostecenje DNA inducirano DEHP-om na stani¢nu liniju
HEK293, pri ¢emu je takoder Komet testom utvrdeno povecanje lomova lanaca nakon
tretmana. Takoder, istrazivanje Erkekoglu i sur. (2010a) pokazalo je poveéana oSte¢enja DNA
primjenom znacajno visih, citotoksiénih koncentracija DEHP-a (3 mM, tj. 1171800 ng mL™)
u LNCaP stani¢noj liniji, pri ¢emu su Komet testom izmjereni povecan intenzitet repa i repni

moment nakon inkubacije s DEHP-om od 24 sata.
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CaCo2

U Tablici 7 prikazane su srednje vrijednosti izmjerenih parametara DNA stanica

CaCo2 Komet testom, 24 sata od tretmana otopinama DEHP-a razli¢itih koncentracija.

Tablica 7. Srednje vrijednosti izmjerenih parametara DNA (duljina i intenzitet repa te repni
moment) Komet testom 24 sata nakon tretmana stani¢ne linije CaCo2 DEHP-om

razli¢itih koncentracija te pripadajuce standardne devijacije

Koncentracija Duljina repa | Intenzitet repa Repni
(ng mL™) (um) (%) moment

18,7 19,85 £ 0,29 1,14 £ 0,49 0,27 +0,18
187 23,34 £ 0,35 2,27+0,71 0,53 £0,35
1049 20,86 + 0,37 2,45+0,71 0,44 £ 0,31
2098 -* - -

Negativna kontrola 19,69 + 0,29 2,65+ 0,80 0,27+ 0,23

Pozitivna kontrola 83,29 + 0,85 69,40 = 0,96 3428 +1,21

* - podrazumijeva da u uzorku nisu detektirane DNA (stanice) kojima bi se izmjerili navedeni
parametri

Rezultati Komet testa prikazani u Tablici 7 pokazuju da je nakon tretmana stanica sa
svim otopinama DEHP-a, njihova duljina repa ve¢a u odnosu na duljinu repa netretiranih
stanica (negativnu kontrolu). Budu¢i da nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu
duljine repa tretiranih i kontrolnih stanica, moze se zakljuciti tek da otopine DEHP-a
koncentracija 18,7 ng mL™, 187 ng mL™ i 1049 ng mL™ djeluju kao potencijalni mutageni na
stani¢nu liniju HEp2.

Takoder, statisticki znacajna razlika nije utvrdena niti izmedu repnog momenta stanica
tretiranih otopinama razli¢itih koncentracija DEHP-a u odnosu na kontrolne, ali je vidljivo
povecéanje % repnog momenta kod tretiranih stanica (u odnosu na kontrolu), stoga se doista
moze zakljuciti da ispitivane otopine DEHP-a pokazuju potencijalno mutageno djelovanje na
stani¢nu liniju HEp2.

U istrazivanju Park 1 Choi (2007) takoder je Komet testom utvrdeno povecanje repnog
momenta HeLa stanica nakon 24 sata inkubacije sa DEHP-om, iako su u njemu primijenjene
znacajno vise koncentracije DEHP-a (9400 ng mL™, 19000 ng mL™ i 38000 ng mL™), nego u

ovom istrazivanju.
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4. 4. ODREPIVANJE TOCKASTIH GENETICKIH MUTACIJA
RAZLICITIM KONCENTRACIJA DEHP-a

IZAZVANIH

Ispitivanje mutagenog djelovanja otopina DEHP-a razli¢itih koncentracija (1,87 ng
mL?, 18,7 ng mL™, 93,5 ng mL™, 187 ng mL™, 1049 ng mL™ i 2098 ng mL™) provedeno je

Amesovim testom na bakterijskim sojevima TA98 i TA100 Salmonella typhymurium, sa i bez

primjene metaboli¢kog aktivatora - S9, koji je po sastavu mikrosomalni homogenat jetre

Stakora.

Rezultati su prikazani kao odnos induciranih i spontanih revertanata (Slike 15 i 18) te

kao frekvencija mutacija (Slike 16 1 19). Graficki je prikazano prezivljenje stanica pojedinog

soja u ovisnosti o tretmanu razli¢itim koncentracijama DEHP-a (Slike 141 17).

Soj TA98 Salmonella typhimurium

Prezivljenje

Slika 14 prikazuje ovisnost prosje¢nih vrijednosti (X) % prezivljenja bakterijskog soja

TA98 Salmonella typhimurium s pripadajuéim standardnim devijacijama (sa i bez

metabolickog aktivatora - S9) 0 razli¢itim koncentracijama DEHP-a nakon 20 minuta

inkubacije pri 37 °C.
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Is< 20 —
0
1,87 18,7 93,5 187 1049 2098 kontrola
1SaS9 |102,564103|100,854701|97,4358974|98,7179487|100,854701|96,1538462 100
H Bez S9|97,5274725|103,021978|96,1538462|106,227106|115,384615|86,5384615 100
Otopine DEHP-a razli¢itih koncentracija (ng mL1)

Slika 14. Ovisnost prosjecnih vrijednosti % prezivljenja bakterija 24 sata nakon tretmana

razli¢itim koncentracijama DEHP-a (sa i bez metabolickog aktivatora - S9)
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Dobiveni rezultati (Slika 14) ukazuju na to da ispitivane otopine DEHP-a nemaju neki
utjecaj na prezivljenje stanica Salmonella typhimurium soja TA98, osim najvise koncentracije
DEHP-a (2098 ng mL™ bez prisustva metabolickog aktivatora) koja uzrokuje niZe
prezivljenje stanica u odnosu na kontrolu (87%). Potencijalna citotoksi¢énost DEHP-a takoder
je dokazana u istrazivanju Nohmi i sur. (1985) na sojevima Salmonella typhimurium TA100,
TA102, TA98, TA97 gdje je primijenjeno 0,2 mg DEHP-a po ploci (sa i bez metabolickog
aktivatora) - §to odgovara koncentraciji od 10 000 ng mL™, koja je ¢ak 5 puta veéa od najvise

koncentracije ovdje primijenjene (2098 ng mL™).

Inducirani revertanti

Slika 15 prikazuje ovisnost prosje¢nih vrijednosti (X) broja induciranih revertanata
(hist+) bakterijskog soja TA98 Salmonella typhimurium s pripadaju¢im standardnim
devijacijama (sa i bez metaboli¢kog aktivatora - S9) o razli¢itim koncentracijama DEHP-a

nakon 20 minuta inkubacije pri 37 °C.
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1,87 18,7 93,5 187 1049 2098 kontrola
41Sa S9 32 35,5 39,5 41,3 51,7 41 36,7
EBezS9| 14,3 13,3 16 15,8 19,3 19,5 17,8
Otopine DEHP-a razli¢itih koncentracija (ng mL™?)

*oznacava da je utvrdena statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu

Slika 15. Ovisnost prosjecnih vrijednosti broja induciranih revertanata o razli¢itim

koncentracijama DEHP-a (sa i bez metaboli¢kog aktivatora - S9)

Rezultati prikazani na Slici 15 pokazuju da s pove¢anjem koncentracije DEHP-a raste
i broj induciranih revertanata do koncentracije DEHP-a od 1049 ng mL™. Medutim, niti nakon
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jednog tretmana DEHP-om, kvocijent mutacije ne prelazi 2 (pri koncentraciji DEHP-a od
1049 ng mL™ iznosi 1,41), §to zna&i da DEHP niti pri jednoj koncentraciji ne djeluje kao
sigurni mutagen, ve¢ se moze zakljuciti tek da ima potencijalno mutageno djelovanje. Trend
povecanja induciranih revertanata uocljiv je u prisustvu metabolickog aktivatora zbog Cega se
zakljucuje da jetra, odnosno metabolic¢ki procesi u njoj, imaju vrlo vaznu ulogu u ispoljavanju
genotoksicnosti DEHP-a.

Na soju Salmonella typhimurium TA98 bez prisustva metabolickog aktivatora nije
uoc¢eno mutageno djelovanje otopina DEHP-a razli¢itih koncentracija. Takoder, u istrazivanju
Rexroat i Probst (1985) nije dokazano genotoksi¢no djelovanje DEHP-a (jer nisu utvrdene
reverzne mutacije) na sojevima S. typhimurium TA100, TA1535, TA1537, TA1538, TA98
bez prisustva metabolickog aktivatora, iako su koriStene znacajno vise koncentracije (5000 pg

po plo&i, tj. 250000 ng mL™), nego ispitivane koncentracije u ovom istrazivanju.

Frekvencije mutacija

Slika

bakterijskog soja TA98 Salmonella typhimurium s pripadaju¢im standardnim devijacijama (sa

16 prikazuje ovisnost prosjecnih vrijednosti (X) frekvencija mutacija

i bez metaboli¢kog aktivatora - S9) nakon tretmana s razli¢itim koncentracijama DEHP-a

nakon 20 minuta inkubacije pri 37 °C.
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1,87 18,7 93,5 187 1049 2098 kontrola

L1Sa S9 1,6 1,805 2,079 2,147 2,627 2,186 1,88
EBezS9| 0,803 0,711 0,914 0,815 0,921 1,238 0,975

Otopine DEHP-a razli¢itih koncentracija (ng mL™?)

*oznacava da je utvrdena statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu

Slika 16. Ovisnost prosjecnih vrijednosti frekvencija mutacija o razli¢itim koncentracijama

DEHP-a (sa i bez metabolickog aktivatora - S9)

64




Na Slici 16 vidljivo je da porastom koncentracije DEHP-a raste i frekvencija mutacija
uz prisustvo metabolickog aktivatora, premda, kao i u slucaju induciranih revertanata, taj
porast nije velik (visi je 1,39 puta pri koncentraciji DEHP-a od 1049 ng mL™ u odnosu na

kontrolu). Ovime je dokazano da ovaj ftalat doista ima odredeni mutageni potencijal.

Soj TA100 Salmonella typhimurium

Prezivljenje

Slika 17 prikazuje ovisnost prosjecnih vrijednosti (X) % prezivljenja bakterijskog soja
TA100 Salmonella typhimurium s pripadaju¢im standardnim devijacijama (sa i bez
metabolickog aktivatora - S9) o razli¢itim koncentracijama otopine DEHP-a nakon 20 minuta

inkubacije pri 37 °C.
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“1SaS9 |103,44828/108,62069 93,103448|98,275862|91,810345|52,758621| 100
M Bez S9| 81,15942 |79,710145 81,15942 |84,057971|91,304348|57,246377, 100

Otopine DEHP-a razli¢itih koncentracija (ng mL™1)

*oznacava da je utvrdena statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu

Slika 17. Ovisnost prosje¢nih vrijednosti % prezivljenja o razli¢itim koncentracijama DEHP-a

(sa i bez metabolickog aktivatora - S9)

Dobiveni rezultati (Slika 17) pokazuju da su testirane otopine DEHP-a imale utjecaj na

prezivljenje bakterija, posebno u slucaju kada nije primijenjen metabolicki aktivator -
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prilikom Cega je detektirano preZivljenje bakterija nakon primjene prvih pet koncentracija
DEHP-a (1,87 ng mL™?, 18,7 ng mL™, 93,5 ng mL™?, 187 ng mL™ i 1049 ng mL™) u rasponu
od 80% do 91% u odnosu na kontrolu. Najmanje prezivljenje bakterija (citotoksi¢no
djelovanje) uzrokovala je najvisa koncentracija DEHP-a (2098 ng mL™), sa i bez prisustva
metaboli¢kog aktivatora, gdje je preZivljenje tretiranih stanica u odnosu na kontrolu 53 1 57%,
redom.

Potencijalna citotoski¢nost DEHP-a takoder je dokazana u istrazivanju Nohmi i sur.
(1985) na sojevima Salmonella typhimurium TA100, TA102, TA98, TA97 u kojemu su
testirane znacajno vise koncentracije DEHP-a - 10 000 ng mL™ (0,2 mg DEHP-a po plogi) (sa

i bez metabolickog aktivatora).

Inducirani revertanti

Slika 18 prikazuje ovisnost prosje¢nih vrijednosti (X) broja induciranih revertanata
(his+) bakterijskog soja TA100 Salmonella typhimurium s pripadaju¢im standardnim
devijacijama (sa i bez metaboli¢kog aktivatora - S9) o razli¢itim koncentracijama DEHP-a

nakon 20 minuta inkubacije pri 37 °C.
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Otopine DEHP-a razli¢itih koncentracija (ng mL™1)

Slika 18. Ovisnost prosje¢nih vrijednosti broja induciranih revertanata o razli¢itim

koncentracijama otopine DEHP-a (sa i bez metabolickog aktivatora - S9)
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Na Slici 18 je vidljivo da niti jedna otopina DEHP-a razli¢itih koncentracija uz
prisustvo metaboli¢kih aktivatora nije uzrokovala porast broja induciranih revertanata u
odnosu na kontrolu, iz ¢ega proizlazi zakljucak da niti jedna otopina DEHP-a ne djeluje
genotoksi¢no na Salmonela typhimurium soj TA100. Genotoksi¢nost DEHP-a takoder nije
dokazana u brojnim istrazivanjima u kojima je primijenjena viSa koncentracija DEHP-a,
primjerice, u istrazivanju Robertson 1 sur. (1983) na Salmonella typhimurium sojevima TA98,
TA100 (sa i bez metabolickog aktivatora) u kojemu je testirana koncentracija DEHP-a od
195000 ng mL™ (3900 pg po plogi). Nadalje, genotoksi¢nost DEHP-a nije dokazana niti u
istrazivanju Matsushima i sur. (1985) na sojevima Salmonella typhimurium TA100, TA102,
TA98 kada je primijenjeno 250000 ng mL™ (5000 pg po ploéi) - sa i bez metabolitkog
aktivatora.

U sludaju bez metabolickog aktivatora, tretman DEHP-om koncentracije 187 ng mL™
pokazao je potencijalno genotoksi¢no djelovanje jer je broj induciranih revertanata visi (95) u
odnosu na negativnu kontrolu (70), pri ¢emu kvocijent mutacije iznosi 1,35. Takoder, u
istrazivanju Matsushima i sur. (1985) utvrdeno je potencijalno genotoksi¢no djelovanje
DEHP-a na soj TA97 bez prisustva metaboli¢kog aktivatora, zbog dokazanih reverznih
mutacija nakon primjene znacajno vise koncentracije DEHP-a (5,0 mg po plo¢i, tj. 250000 ng

mL™), nego koncentracije primijenjene u ovome radu.

Frekvencija mutacija

Slika 19 prikazuje ovisnost prosje¢nih vrijednosti (X) frekvencija mutacija
bakterijskog soja TA100 Salmonella typhimurium s pripadaju¢im standardnim devijacijama
(sa i bez metabolickog aktivatora - S9) o razli¢itim koncentracijama otopine DEHP-a nakon

20 minuta inkubacije pri 37 °C.

67



12
3 10 -
x
s L
g ° .
E
i 6 I
1= T
§ 4 T I - ‘ I T
< -
= 2
1<

0
1,87 18,7 93,5 187 1049 2098 kontrola
1SaS9 3,05 3,714 4,79 4,14 4,714 9,183 4,19
EBezS9| 3,892 3,968 3,67 4,931 3,833 6,203 3,022
Otopine DEHP-a razli¢itih koncentracija (ng mL1)

*oznacava da je utvrdena statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu

Slika 19. Ovisnost prosjecnih vrijednosti frekvencija mutacija o razli¢itim koncentracijama

DEHP-a (sa i bez metaboli¢kog aktivatora - S9)

Na slici 19 moguce je ocitati da je najveéa frekvencija mutacija detektirana nakon
tretmana bakterija otopinom DEHP-a koncentracije 2098 ng mL™ uz prisustvo metabolidkog
aktivatora, pri ¢emu je ona ¢ak 2,19 puta via nego u kontrolnim stanicama. Ovo je primjer iz
kojeg se vidi da je prilikom odredivanja mutagenog djelovanja, osim poznavanja broja
induciranih revertanata, vrlo vazno znati i koliki je ukupni broj stanica koji je bio izlozen
djelovanju neke kemikalije. Ako se usporede rezultati prikazani na Slici 18 i 19, vidljivo je da
usporedbom broja revertanata, odnosno frekvencije mutacija na najviSoj istraZivanoj
koncentraciji s istim parametrima na negativnoj kontroli, koncentracija DEHP-a od 2098 ng
mL" ipak djeluje genotoksi¢no na S. typhimurium soj TA100.

Takoder, potencijalna genotoksi¢nost DEHP-a (gdje je primijenjeno 5000 pg po ploci,
$to je ekvivalentno 250000 ng mL™), uz prisustvo metabolickog aktivatora, dokazana je u
istrazivanju Tomita i sur. (1982), gdje su utvrdene genetske mutacije na S. typhimurium (soj
TA100). Ipak, u navedenom istrazivanju u kojemu je zaklju¢eno da DEHP ima potencijalno
genotoksicno djelovanje, koriStena je koncentracija znacajno visa (oko 120 puta), nego
najvisa primijenjena koncentracija u ovom istraZivanju.

Genotoksi¢nost DEHP-a nije dokazana u istrazivanju Gee i sur. (1998) na Salmonella
typhimurium sojevima TA1537, TA98, TA7001, TA7002, TA7003, TA7004, TA7005 i
TA7006 kada je koriStena koncentracija DEHP-a od 1000 ug mL™? (sa i bez metabolickog
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aktivatora), u kojemu nakon tretmana bakterija DEHP-om nije doslo do pojave reverznih
mutanata. Ovakvi, vrlo razli¢iti rezultati ukazuju na kompleksnost istrazivanja genotoksi¢nog
ucinka kemikalija kao §to je DEHP, jer ne postoji jasan dozno - ovisan odgovor razliitih
organizama izlozenih toj kemikaliji, nego izloZenost uzrokuje razli¢ite efekte na razne

organizme duz primijenjenog koncentracijskog raspona.
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5. ZAKLJUCCI

1. Nije dokazano citotoksi¢no djelovanje DEHP-a 24 - 72 sata nakon tretmana na
stani¢nim linijjama, no na bakterijskom test sustavu smanjeno je prezivljenje stanica
ovisno o testiranoj koncentraciji DEHP-a.

2. Utvrdeno je da DEHP inducira slobodne radikale u stanicama karcinoma grkljana i
debelog crijeva nakon 24 i1 48 sati inkubacije. Najvece prooksidativno djelovanje
uoceno je pri nizim koncentracijama DEHP-a nakon 48 sati tretmana stanica raka
grkljana, dok su stanice raka debelog crijeva najosjetljivije na prooksidativan ucinak
tijekom 24 1 48 sati tretmana. U stanicama karcinoma jetre nije doslo do indukcije
slobodnih radikala nakon tretmana, $to ukazuje na znacajnost metabolizma i prisutnost
antioksidacijskog sustava u njima.

3. Uslijed izlozenosti DEHP-u detektirana je povecana frekvencija toc¢kastih mutacija u
bakterijama u prisustvu metaboli¢ckog aktivatora te lomovi DNA u stanicama raka

grkljana i debelog crijeva.
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