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1. UvVOD

Poliklorirani bifenili (PCB) su aromatski, sintetski proizvedeni spojevi koji su se od 1929.
godine do zabrane njihove proizvodnje 1979. godine koristili u industriji zbog svojih dobrih
dielektri¢nih i termoizolacijskih svojstava, otpornosti na oksidaciju te djelovanje kiselina i
bazi¢nih kemikalija. Postoji 209 mogué¢ih PCB kongenera, a prozvodili su se izlaganjem
bifenila kloridnom plinu. Danas svi ljudi i Zivi organizmi imaju mjerljive koli¢ine PCB-a jer
su ti spojevi slabo razgradivi u okoliSu i raSirili su se na udaljena mjesta od pocetne
kontaminacije. Osim §to se tesko metaboliziraju i izlu¢uju iz organizma, PCB se zbog svoje
lipofilnosti akumuliraju u masnom tkivu ljudi i zivotinja (Annamalai i Namasivayam, 2015).
Nepravilnim odlaganjem otpada, isparavanjem iz materijala te oslobadanjem tijekom procesa

sagorijevanja PCB se bioakumuliraju u prehrambenom lancu (Toft i sur., 2004).

Poliklorirani bifenili pokazuju toksi¢ni u¢inak na reproduktivni, imunosni, neuroloski i
naro¢ito endokrini sustav (Gore i sur., 2015). Takoder, nekoliko je istrazivanja utvrdilo
povecan rizik od nekih tipova raka (rak jetre, mjerhura i urinarnog trakta, melanom) kod
radnika izlozenih PCB kongenerima dugi niz godina. Karcinogeni ucinak potvrden je i kod
istrazivanja na zivotinjama. Istrazivanja na zivotinjama, kao i neka istrazivanja na ljudima,
S obzirom na strukturu PCB se dijele na planarne i neplanarne. Predstavnici obje skupine
kongenera su mjerljivi u tkivima ljudi, medutim neplanarni PCB su, zbog svoje slabije
razgradivosti 1 vefe podloznosti akumulaciji u masnom tkivu, prisutni u puno vecim
koli¢inama od planarnih. PCB-153 je jedan od dva dominantno prisutna neplanarna PCB-a u

.....

opasnost za zdravlje ljudi (Dutta i sur., 2012).

Toksi¢no djelovanje pojedinih ksenobiotika ispituje se in vivo i in vitro testovima
toksi¢nosti. In vitro testovi imaju sve znacajniju ulogu jer se njihovim koriStenjem smanjuje
broj testiranja na zivotinjama, jeftiniji su i olakSava se definiranje djelovanja ispitivanog

spoja na stani¢noj razini (Tice i sur., 2000).

Cilj ovog rada je ispitati u¢inak PCB-153 na vijabilnost i proliferaciju stanica ovarija
kineskog hréka (CHO-K1) i pri tome usporediti razlicite in vitro metode - Trypan Blue,
Kenacid Blue, Neutral Red i MTT te utvrditi tip stanicne smrti upotrebom protoc¢ne

citometrije.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. POLIKLORIRANI BIFENILI

Poliklorirani bifenili (PCB) su sintetski proizvedeni spojevi koji su se prije nekoliko
desetljeca koristili u industriji. To su aromatski spojevi koji se sastoje od dva medusobno
povezana benzenska prstena te su im neki ili svi vodikovi atomi zamijenjeni Klorovim
atomima (Annamalai i Namasivayam, 2015). Proizvedeni su izlaganjem bifenila kloridnom
plinu, uz prisutnost katalizatora, pri ¢emu je nastala mjeSavina 209 mogucih kongenera.

Osnovna strukturna formula PCB-a je prikazana na Slici 1.

Slika 1. Osnovna molekularna struktura PCB-a (Bonefeld-Jergensen i sur., 2001)

Poliklorirani bifenili su koristeni kao plastifikatori u gumama i smolama, u
proizvodnji ljepila i papira za kopiranje koji ne sadrzi ugljik te boja i tinta (Gore i sur., 2015).
Izgled im varira od bijelih kristala 1 ¢vrstih smola do tekucih ulja. Zbog svojih
termoizolacijskih svojstava, otpornosti na oksidaciju, djelovanje kiselina i bazi¢nih
kemikalija, kao i odlicnih dielektri¢nih svojstava koristili su se od 1929. godine kao
izolacijske tekucine u transformatorima i kondenzatorima te materijalima koji se koriste u
izgradnji (silikon i drugi adhezivi, boje, plocice) (Annamalai i Namasivayam, 2015). lako je
njihova upotreba i proizvodnja zabranjena 1979. godine, zadnja tvornica smjestena u Rusiji u
kojoj su se PCB proizvodili ugasena je tek 1994. godine. Materijali koji su koriSteni u
zgradama obi¢no sadrze preko 1% PCB-a i izvor su izlozenosti. Takoder nepravilnim
odlaganjem otpada u kojem se PCB nalaze, dospjeli su u zemlju, vodu i zrak te se
bioakumuliraju u prehrambenom lancu (Gillette i sur., 2017). Kako su PCB slabo razgradivi u
okolisu i vecina je slabo topljiva u vodi, rasirili su se na udaljena mjesta od pocetne
kontaminacije. Vec¢ina njih je topljiva u mastima, teSko se metaboliziraju i izluuju iz

organizma te se akumuliraju u masnom tkivu (Annamalai i Namasivayam, 2015). Iz tog



razloga se PCB ubrajaju u perzistentne organske zagadivace (eng. Persistent organic
pollutants, POPs), visoko lipofilne spojeve koji se bioakumuliraju u prehrambenom lancu jer
se skladiste u masnom tkivu ljudi i Zivotinja. Tim obrambenim mehanizmom se organizam
Stiti od prevelike koli¢ine $tetnih tvari u krvi i tkivima (Gore i sur., 2015). Najveée mjerljive
koncentracije PCB-a u tkivima pronadene su kod Zivotinja na vrhu hranidbenog lanca i kod
ljudi jer su dugog Zivotnog vijeka, a njihova se koncentracija povecava s godinama. Shodno

tome ne postoji potpuno referentna grupa ljudi koja nije izlozena PCB-ima (Toft i sur., 2004).
2.1.1. Klasifikacija PCB-a

Najpoznatiji sustav numeriranja polikloriranih bifenila predlozili su Ballscmiter i Zell
kre¢u¢i od mono- do dekaklorobifenila. Nomenklatura kemijskih spojeva prati pravila
prihvacena od strane Medunarodne unije za Cistu i primjenjenu kemiju (eng. International
Union for Pure and Applied Chemistry, IUPAC), izuzev nekih slu¢ajeva gdje nisu
primjenjiva IUPAC pravila prema Ballscmiteru i Zellu (Mills i sur., 2007).

Poliklorirani bifenili se zbog svoje razlike u strukturi dijele na planarne ili ,,dioksinu
slicne® 1 neplanarne. Veéina istrazivanja provedenih na molekularnoj i stani¢noj razini
fokusirala se na planarne PCB-e koji imaju jedan ili nijedan atom vodika supstituiran atomom
klora u ortho polozaju, tj. kongenere koji se nazivaju i ,,dioksinima sli¢cnim* zbog toga $to su
strukturom sli¢ni dioksinu te zbog toga Sto poput dioksina induciraju ekspresiju gena putem
transkripcijskog faktora (Ah-receptora) za ¢ije vezno mjesto konkuriraju s drugim ligandima
(Dutta i sur., 2012). S obzirom na toksi¢nost, akumulaciju u masnom tkivu, razgradivost u
okoli$u i mehanizam vezanja na Ah-receptor (eng. Aryl hydrocarbon receptor, Ahr) 12 PCB
kongenera klasificira se kao ,,dioksinu sli¢éni“ — 4 non-ortho (PCB-77, 81, 126, 169) i 8
mono-ortho (PCB-105, 114, 118, 123, 156, 157, 167, 189). Vjeruje se da aktivirani Ahr,
prema kojem non-ortho i mono-ortho planarni PCB kongeneri imaju afinitet za vezanje,
poti¢e imunotoksic¢nost, toksi¢nost na reproduktivni, zivéani i endokrini sustav, bolesti koze i
jetre te karcinogenezu (Bonefeld-Jergensen i sur., 2001; Dutta i sur., 2012). Toksi¢nost PCB-
a ovisi o broju i polozaju atoma klora na bifenilnom prstenu. Poznato je i da su PCB, koji
imaju atome klora u orhto polozaju na oba prstena, manje toksi¢ni od non-ortho i mono-ortho
PCB-a (Bruner-Tran i Osteen, 2010). Neplanarni PCB imaju atome vodika supstituirane
atomom klora u ortho polozaju i zbog toga imaju smanjeni afinitet prema Ah-receptoru u
odnosu na planarne PCB-e te vjerojatno djeluju kao inhibitori reakcija posredovanih putem

Ah-receptora. Pretpostavlja se da se neplanarni PCB ponaSaju kao ligandi i natjeCu se za



vezna mjesta na nauklearnim receptorima koji imaju ulogu u transkripciji. Metaboliti PCB-a
su slabi antagonisti estrogenih receptora, kao i inhibitori estrogen sulfotransferaze. Prema
tome neplanarni PCB ispoljavaju toksi¢ni u¢inak na endokrini i reproduktivni sustav (Al-
Salman i Plant, 2012).

2.1.2. Izlozenost PCB-ima

Iako se vise ne proizvode, PCB jo$ uvijek zagaduju okoli$ koriStenjem i nepravilnim
odlaganjem materijala koji ih sadrze, isparavanjem iz materijala te oslobadanjem tokom
procesa sagorijevanja (Toft i sur., 2004). Zbog velike uporabe u industriji i distribucije tih
proizvoda po svijetu, PCB su rasireni posvuda u zraku, tlu i vodi kao i u Zivim organizmima.
Zapanjujuce je da u nekim jako zagadenim djelovima okolisa koncentracija PCB-a doseze
priblizno 2000 ng g™. PCB-a ima u ljudskom mlijeku, a kod pupulacije u Italiji koja nije bila
izlozena PCB-ima na radnom mjestu razina 6 neplanarnih PCB-a izmjerena u serumu iznosila
je 240-300 ng g™ (Zhang i sur., 2014). Takoder kolika se je koli¢ina PCB-a tokom godina
zivota akumulirala u ¢ovjekovom tijelu ovisi 0 unosu masti u prehrani kao i koliko su iste
zagadene PCB-ima (Dutta i sur., 2012). Tako je ljudska populacija najcesée izlozena PCB-
ima putem hrane (meso, mlije¢ni proizvodi, masna riba), no moguca je i izloZenost putem
koze kao i udisanjem zagadenog zraka i prasine. Kako su PCB u 1960-ima i 1970-ima bili
koriSteni kao sastavni dio gradivnih materijala, visoke razine pronadene su u javim zgradama
I predstavljaju opasnost zagadenja okolnog tla i zraka (Meeker i Hauser, 2010). Koncentracija
PCB-a izmjerenih 2002. godine u SAD-u u prostorima obrazovnih ustanova iznosila je 111-
393 ng m™ u zraku te od <1 do 81 ppm u prasini unutar ventilacijskih sustava. Time je razina
PCB-a presla dozvoljeni limit od 50 ppm (koliko je dozvoljeno u SAD-u) (Herrick i sur.,
2004). Od brtvenih sustava, ploc¢a za izoliranje i silikona upravo silikoni predstavljaju najveci
izvor kontaminacije s izmjerenih 33 000 ppm. U 13 od 24 javnih zgrada u koje su ubrojene i
Skole potvrdene su mjerljive koli¢ine PCB-a u SAD-u 2004. godine, iako je Agencija za
zastitu okolisa (eng. United States Environmental Protection Agency, EPA) 1998. godine
naredila da se materijali koji sadrze PCB-¢ u javnim zgradama izgradenim u razdoblju 1960-

ih 1 1970-ih moraju sanirati (Herrick i sur., 2004).

Rezultati ispitivanja kroni¢ne i akutne izlozenosti PCB-ima veoma se razlikuju u in
vitro i in vivo istrazivanjima na zivotinjama. Problem je $to je mjerenje stvarnih koli¢ina tih
spojeva u ljudima i zivotinjama mjerenjem iz seruma 1 urina nepouzdano zbog zadrzavanja

POPs-a u masnom tkivu. Pouzdaniji na¢in mjerenja PCB-a je odredivanje ckvivalenata



toksi¢nosti (eng. toxic equivalentt, TEQ) kojim se odreduje koli¢ina ukupnih PCB-a te
koli¢ine PCB-a i drugih organokloriranih spojeva u organizmu (Meeker i Hauser, 2010).
Koristenje TEQ se bazira na pretpostavci da poloklorirani dibenzodioksini (eng.
polychlorinated dibenzodioxins, PCDD)/ poliklorirani dibezofurani (eng. polychlorinated
dibenzofurans, PCDF) i planarni PCB kongeneri dijele zajednicki mehanizam djelovanja u
stanici, iako s razli¢itim potencijalima. Te razlike u toksi¢nosti izrazene su preko faktora
ekvivalenata toksi¢nosti (eng. toxic equivalency factors, TEF), koji su odredeni za svaki
para-dioksin) kome je dodijeljen TEF 1. Sumom analiti¢ki odredenih koli¢ina svakog
kongenera koje su pomnozene s njemu odgovaraju¢im TEF dobiva se ukupni TEQ kako je

prikazano sljedecom formulom (La Rocca i Mantovani, 2006):
TEQ= (PCDDi x TEFi) + (PCDFi x TEFi) + (PCBi x TEFi)

I-TEQ (eng. International toxic equivalent) prvotno je osmislio NATO 1989. godine,
a kasnije je nadopunjen i prosiren. Sustav WHO-TEQ predlozila je Svjetska zdrastvena
organizacija (eng. World health organization, WHO) nesto kasnije. U prosjeku su vrijednosti
I-TEQ viSe za 10% u odnosu na WHO-TEQ. lako se I-TEQ i WHO-TEQ, izraCunati u
razli¢itim istraZivanjima mogu usporedivati, problem je §to su razlic¢iti autori pretpostavili da
su koncentracije PCDD/PCDF-a i PCB-a koje se nisu mogle odrediti jednake grani¢nim
koncentracijama detekcije ili jednake nuli ili jednake polovici grani¢nih koncentracija
detekcije (Domingo i Bocio, 2007).

U jednom istraZivanju u Kini odredene su koncentracije planarnih PCB kongenera u
razli¢itim vrstama namirnica (Prilog 1). Podaci su izraZeni na masu masnog tkiva (eng. lipid
weight, Iw) ispitivane Zzivotinje ili na svjezu masu (eng. wet weight, ww). Najnize
koncentracije izmjerene su u povréu (0,0004 pg WHO-TEQ g™ 1,21 ng g* ww) i Zitaricama
(0,002 pg WHO-TEQ g*; 3,85 ng g™ ww). Nasuprot tome najvise koncentracije pronadene su
u ribi (5,38 pg WHO-TEQ g*; 4158,1 ng g™* Iw) i jajima (1,14 pg WHO-TEQ g*; 1960,0 ng
g™ Iw) (Zhang i sur., 2008). U Prilogu 2 prikazana je koncentracija PCB-a izmjerenih u ribi i
plodovima mora. Najvisa koncentracija odredena je u lososu (15.6 pg WHO-TEQ g™ ww) iz
Baltitkog mora i srdeli iz podru¢ja Katalonije (2,45 pg WHO-TEQ g ww). Najnize
koncentracije zabiljeZzene su u Koreji gdje je u istrazivanje bilo ukljuceno 40 razlicitih

morskih vrsta (0,008-0.6 pg WHO-TEQ g™ ww) ((La Rocca i Mantovani, 2006).



Ukupan dnevni unos planarnih PCB-a za populaciju u gradu Schenzen u Kini iznosio
je 81,8 pg WHO-TEQ na dan (Prilog 3). Medutim kada se ti podaci prera¢unaju na kg
tjelesne mase ispada da je ukupni tjedni unos planarnih PCB kongenera 9,54 pg WHO-TEQ
kg™ tjelesne mase na tjedan te 40,9 pg WHO-TEQ kg™ tjelesne mase na mjesec (Zhang i sur.,
2008). Znanstveni odbor za prehrambene proizvode (eng. Scientific Committee on food)
procijenio je da prosje¢ni dnevni unos planarnih PCB-a, PCDD-a i PCDF-a zajedno iznosi od
1,2 do 3,0 pg WHO-TEQ kg™ tjelesne mase na dan u Europi, a taj isti odbor je 2001. godine
odredio da je za te spojeve prihvatljiv tjedni unos od 14 pg WHO-TEQ kg™ tjelesne mase §to
je pet puta viSe od trenutnog unosa u Europi. S druge strane EFSA (eng. European food
safety authority) je procijenila da dnevni unos neplanarnih PCB kongenera iznosi 15 ng kg™
tjelesne mase na dan za ,prosjecne” potrosace, 20 ng kg™ tjelesne mase na dan za potrosade
koji imaju visoki unos mesa i mesnih preradevina te 35 ng kg™ tjelesne mase na dan za
potroSace koji imaju visoki unos ribe i ribljih proizvoda, iako nije utvrdena maksimalno

dozvoljena koli¢ina neplanarnih PCB kongenera u hrani (La Rocca i Mantovani, 2006).
2.1.3. Metabolizam PCB-a

Vremenski period poluzivota PCB-a u ljudskom organizmu razlic¢it je za svaki
kongener i prosje¢no iznosi 10 — 15 godina. Sto je veéi broj atoma klora na bifenilnom
prstenu to su kongeneri PCB-a otporniji i zadrzavaju se i do nekoliko godina, dok su oni s
manjim brojem klorovih atoma topljivi u vodi te se lakse i brze metaboliziraju (Annamalai i
Namasivayam, 2015). Primarno mjesto biotransformacije PCB-a je jetra u kojoj dolazi do
hidroksilacije i konjugacije s glukuronskom kiselinom i sulfatima (Slika 3). Pocetni korak u
eliminaciji PCB-a predstavlja jetreni citokrom P450 monooksigenazni sustav. PCB se
najprije u prvoj fazi biotransformacije metaboliziraju u polarnije spojeve da bi se isti mogli
lak$e izlu€iti iz organizma. Medutim neki se PCB zadrzavaju u organizmu i moraju proci
kroz drugu fazu biotransformacije. Oksidacija PCB-a moze i¢i preko PCB-epoksida ili
direktnim umetanjem kisika u Ca,-H vezu. PCB-epoksid moze reagirati i s glutationom i
prevoditi se dalje u metilsulfonil derivate, koji se akumuliraju u masnom tkivu. lako se
hidroksilirani metaboliti lako izlu¢uju, nakon reakcija konjugacija s glukuronskom kiselinom
i sulfatima, neki od njih su pronadeni u krvi i jetri kod ljudi i Zivotinja. Metilsulfonil derivati
i hidroksilirani PCB se mogu akumulirati u tkivu plu¢a i fetusu, a metaboliti svih PCB

kongenera se eliminiraju primarno putem zuci i fecesa (SPH, 2003).
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Slika 3. Metabolizam PCB-a (Safe, 1984)

2.2. TOKSICNI UCINCI PCB-a | MEHANIZAM DJELOVANJA

Prema dosadasnjim istrazivanjima ljudi su bili izlozeni PCB-ima na tri razliita
naéina: radnici koji su radili u tvornicama u kojima su se PCB Koristili u proizvodnji
razli¢itih materijala, sluc¢ajna izlozenost ljudi konataminacijom hrane industrijskim uljima te
izlozenost ljudi u okolisu putem vode, zraka i hrane. Neki od toksi¢nih ucinaka koje su PCB
kongeneri imali na ljudsko zdravlje, izlozenoS¢u istima na radnom mjestu, su: akne i koZne
lezije, razliciti toksi¢ni ucinci na jetru, smanjena porodajna tezina novorodencadi, smanjena
funkcija pluca, o¢ne iritacije, a poveéan je i rizik od nekih tipova raka. Toksiéni u¢inci PCB-a
na zrtvama izlozenosti slucajnim kontaminacijma PCB kongenerima u jestivom ulju u Japanu
I Tajvanu, bili su: akne, tamnosmeda pigmentacija noktiju, promjene na folikulima kose,

zadebljanje koZe, utrnulost ekstremiteta, ocne bolesti, neuroloske smetnje. Djeca, ¢ije su



majke bile izloZzene PCB-ima, su bila manje porodajne tezine i imala kognitivne probleme.
(Safe, 1994).

2.2.1. Djelovanje PCB-a na endokrini sustav

Kemikalije koje utjeCu na endokrini sustav (eng. Endocrine disrupting chemicals,
EDCs) su tvari koje izazivaju promjene u reproduktivnom i endokrinom sustavu, kao i
poremecaje metabolizma. Neplodnost kod muskaraca i zena, pretilost, diabetes, rak i sve
raniji ulazak u pubertet razlozi su zabrinutosti koja je porasla u zadnjem desetlje¢u, a razina
EDC-a u okolisu dosegla je razinu mjerljivosti u ng (Annamalai i Namasivayam, 2015). Neki
PCB kongeneri se svrstavaju u EDC-e jer pokazuju estrogeno i antiandrogeno djelovanje te
uzrokuju poremecaje rada Stitne zlijezde natjeCuéi se za vezno mjesto TBP-a (eng. Thyroid
binding protein) (Gore i sur., 2015). Poliklorirani bifenili razli¢ito reagiraju s estrogen
receptorom o (eng. Estrogen receptor alpha, ERa) — stoga neki od njih s manjim brojem
klorovih atoma imaju estrogeno, dok vise Klorirani PCB imaju antiestrogeno djelovanje
(Zhang i sur., 2014). Takoder, PCB utje¢u na biosintezu steroidnih hormona inhibicijom

aromataza i sulfotransferaza s$to uzokuje disbalans hormonske ravnoteze (Gore i sur., 2015).
2.2.1.1. PCB i pretilost

Kao i druge kemikalije koje su kategorizirane kao EDC, PCB poticu stvaranje novih
adipocita in vitro kod energetskog disbalansa (narocito PCB-77 i PCB-126). Potvrdeno je da
su poremecaje povezane s inzulinom uzrokovali i non-ortho i mono-ortho substituirani PCB
kongeneri (Gore i sur., 2015). Takoder, istraZivanja pokazuju da previse aktivan Ahr (potakut
ksenobioticima 1 prehranom) ima ulogu u razvoju pretilosti 1 drugih metabolickih bolesti kao
Sto su inzulinska rezistencija i dijabetes te masna jetra. Na miSevima koji nisu imali Ah
receptor dokazano je da taj receptor, kod prehrane bogate mastima, ima ulogu u razvoju
pretilosti (Xu i sur., 2015).

2.2.1.2. PCB i endometrioza

lako je dosta podijeljenih istrazivanja o utjecaju PCB-a na endometriozu, dva
istrazivanja iz 2006. i 2009. godine u koje je bio ukljucen veci broj pacijenata uspjela su
dokazati povezanost izmedu povisene razine PCB-a u serumu i pojave endometrioze.
Medutim, iako je razina PCB-a bila povisena, ukupni TEQ se nije znac¢ajno promijenio $to bi
moglo znaciti da su dobiveni neskladni zaklju¢ci u drugim istraZivanjima rezultat odabranog

kongenera za analizu. S druge strane povisena razina TEQ-a ne mora nuzno korelirati s
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boles¢u zbog sinergistickih i antagonisti¢kih efekata kod visokih koncentracija toksikanata.
Takoder, moguce je da se endometrioza razvija kod neplodnih Zena kao komorbidni faktor te
bi u istrazivanjima trebalo uzeti kao kontrolu Zene koje imaju endometriozu, a nisu neplodne.
Poznato je i da PCB imaju toksi¢ni ucinak i na imunoloSki sustav, a kod Zzena S

endometriozom on je naruSen (Bruner-Tran i Osteen, 2010).
2.2.1.3. PCB i miomi

U kohortonom istrazivanju unutar 14 bolnica u kojima su Zene bile podvrgnute
laparoskopiji ili laparatomiji ustanovljena je korelacija izmedu razine PCB-a u Krvi i
prisutnosti fibroida (mioma) gdje druge ginekoloske bolesti nisu bile prisutne (Gore i sur.,
2015).

2.2.1.4. PCB i bolest stitne Zlijezde

PCB kongeneri imaju veliki afinitet prema transportnom proteinu hormona Stitnjace
transtiretinu, a neki posjeduju i afinitet prema globulinu koji veze hormone $titnjace Koji
cikruliraju krvotokom. Nadalje PCB poticu izlu¢ivanje tiroidnih hormona iz organizma preko
jetre (Toft i1 sur., 2004). Zahvaljuju¢i sli¢nosti s hormonima S§titnjace PCB smanjuju
dostupnost receptora za hormone S§titinjace (Dutta i sur., 2012). Istrazivanje provedeno na
glodavcima ukazalo je na povezanost koncentracije PCB-a i smanjene razine ukupnog i
slobodnog T4 u serumu. Takoder je sve veci broj istrazivanja koja ukazuju na povezanost
izlozenosti EDC-ima, medu kojima se isticu i PCB, s poremecajem rada $titne Zlijezde kod

ljudi (Gillette i sur., 2017).

2.2.2. Djelovanje PCB-a na reprodukcijski sustav
2.2.2.1. PCB i pokretljivost spermija

Nekoliko istrazivanja pronaslo je inverznu poveznicu izmedu cirkulirajue razine
testosterona u muskaraca i razine PCB-a (Dutta i sur., 2012). Takoder, utvrdena je i
poveznica izmedu smanjene kvalitete sjemena i hidroksiliranih metabolita PCB-a (Meeker i
Hauser, 2010). Istrazivaci se uglavnom slazu da PCB nemaju uc¢inak na morfologiju spermija.
Cjelovitost DNA spermija narusena je izlozeno$¢u PCB-ima, potvrduju Cetiri istraZivanja,
dok jedno istrazivanje nije pronaslo poveznicu izmedu ove dvije varijable (Gore i sur., 2015).
U vecini istrazivanja pokretljivost spermija pokazala se u negativnoj korelaciji s PCB-ima.

Stoga se moze zakljuciti da bez obzira $to se ¢ini da PCB ne utje¢u na ukupan broj spermija i



njihovu morfologiju, oni ipak smanjuju pokretljivost spermija i oStecuju njihovu DNA, no
mehanizam nije poznat (Gore i sur., 2015). Istrazivanje provedeno 1998. godine na 12
muskaraca prosjecne starosti 17 godina, koji su prenatalno bili izloZzeni PCB-ima na Tajvanu
1979. godine uslijed slu¢ajne kontaminacije rizinog ulja PCB-ima, pokazalo je abnormalnosti
u mofologiji spermija, smanjenu mogucnost penetracije u oocite hrcka i Smanjenu
pokretljivost. Ove rezultate potvrdilo je sli¢no istrazivanje koje je provedno 2003. godine na
Tajvanu u koje su bili uklju¢eni muskarci stari prosje¢no 40 godina, a bili su izloZzeni PCB
da akutna izlozenost velikoj koli¢ini PCB-a prenatalno i u odrasloj dobi imaju dugoro¢no teze
posljedice od male i kroni¢ne izlozenosti kod koje dolazi do akumulacije PCB-a tokom

godina.
2.2.2.2. PCB i rak prostate

Kohortno istrazivanje provedeno diljem SAD-a u koje je bilo ukljuc¢eno 24 865
radnika koji su radili kod proizvodaca kondenzatora i bili su izlozeni PCB-ima tijekom 35
godina potvrdilo je porast smrti od raka prostate te je ukazalo na to da je do porasta oboljelih
doslo zbog akumuliranja PCB-a u organizmu i njihovih dugoroc¢nih $tetnih uc¢inaka. Nasuprot
tome, drugo istrazivanje u kojem je sudjelovalo 14 203 Japanca nije pronaslo poveznicu
izmedu raka prostate i PCB-a. U obzir treba uzeti i to da muskarci azijskog podrijetla imaju
nizu stopu obolijevanja od raka prostate i moguce je da su na rezultate istraZivanja utjecali
faktori povezani s rasom. Medutim i istrazivanje provedeno u Kanadi nije dokazalo nikakvu
poveznicu izmedu PCB-a i ucestalosti pojave raka prostate. lako su rezulati istrazivanja
oprecni sva istrazivanja se slazu da muskarci koji su dugi niz godina bili izloZeni veéim
razinama PCB-a, imaju povecan rizik od razvoja raka prostate u kasnijoj dobi (Gore i sur.,
2015).

2.2.2.3. PCB i rak dojke

PCB povecavaju sklonost stanica raka dojke da metastaziranju preko ROCK (eng. The
Rho associated kinases) signalnog puta. ROCK signalni put je ovisan o0 ROS (eng. Reactive
oxygen species) ¢ija je proizvodnja inducirana PCB-ima. Na taj nafin PCB pogorSavaju
stanje bolesti povecavajuci Sansu za metastaze na koStanom tkivu, plu¢ima i jetri, Sto je

potvrdeno in vivo istrazivanjima na zivotinjama (Liu i sur., 2010).
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2.2.2.4. PCB i trudnoca

Istrazivanje, u kojem je sudjelovala 3421 trudnica ustanovljeno je da je bilo potrebno
viSe vremena da zatrudne one Zene koje su imale izmjerene vise razine PCB-a u serumu. U
drugom kohortnom istrazivanju u kojem je sudjelovalo 514 trudnica utvrdena je znacajna
povezanost PCB-a sa smanjenom porodajnom tezinom muske ali ne i Zenske novorodencadi

(Gore i sur., 2015).
2.2.3. Neurotoksi¢nost PCB-a

Veliki broj istrazivanja pokazao je da je izloZzenost PCB-ima tijekom razvoja (prije i
nakon rodenja) povezana s brojnim kognitivnim problemima kod djece. Istrazivanje u koje su
bile ukljuéene trudnice koje su Zivjele u blizini jezera Michigan, u kojem su u to vrijeme bile
zabiljezene visoke koncentracije PCB-a, pokazalo je da su djeca izlozena visSim dozama imala
nizi IQ i teSkoce sa Citanjem i sa citanjem s razumijevanjem (Gore i sur., 2015). Kod djece
Eskima povisena koncentracija PCB-a u plazmi pokazala se u negativnoj korelaciji s
paméenjem (Gore i sur., 2015). Djeca ¢ije su majke bile izloZene trovanju visokim
koncentracijama PCB-a koji su slu¢ajno dospjeli u rizino ulje u Japanu (Kuratsune i sur.,
1972) i na Tajvanu (Chen i sur., 1994) imala su brojne zdravstvene probleme koji se nisu
poboljsavali s godinama. Djeca rodena godinama nakon izlozenosti njihovih majki PCB-ima
imala su iste abnormalnosti. Te abnormalnosti bile su dermatoloske i dentoloske prirode kod
rodenja, slabiji razvoj, promjene u ponaSanju, ucestali problemi s govorom, slabije

psihomotoricke sposobnosti i nizak 1Q (Chen i sur., 1994).
2.2.3.1. PCB i anksioznost i depresija

PCB prolaze kroz placentu i kod in utero izlozenih $takora u odrasloj dobi uocena je
promjena kod seksualnog i socijalnog ponasanja. Dokazano je da dolazi do promjene koli¢ine
dopamin) koji utjeCu na anksioznost i emocionalna stanja. Samo S$takori muskog spola
izlozeni PCB-ima tijekom fetalnog razvoja, u razdoblju adolescencije u vecoj su mjeri bili
anksiozni i imali su jafe izraZene reakcije na stres, dok su u odrasloj dobi bili manje
anksiozni u odnosu na kontrolnu skupinu. Takoder vrlo je vjerojatno da se ti rezultati mogu
primjeniti i na ljudima uzimajuéi u obzir da postoje epidemioloske studije koje povezuju
poviSenu razinu PCB-a u krvi kod starijih ljudi s teSkocom kod ucenja, slabijim pamc¢enjem i

depresijom (Gillette i sur., 2017).
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2.3. TOKSICNOST PCB-153

I planarni i neplanarni PCB mijerljivi su u tkivima ljudi, medutim neplanarni PCB su,
zbog svoje slabije razgradivosti i vece podloznosti akumulaciji u masnom tkivu, prisutni u
puno ve¢im koli¢inama. Od cetiri dominantno prisutna neplanarna PCB kongenera u ljudi
(PCB-138, 153, 170 i 180), najvise ipak ima PCB-138 i PCB-153 (Dutta i sur., 2012). Prema
predstavlja opasnost za zdravlje ljudi zbog akumuliranja u masnom tkivu i moguéih
negativnih ucinaka kada je prisutan u velikoj koli¢ini kao i zbog mogucih sinergistickih i

antagonistickih u¢inaka s drugim polikloriranim spojevima (Toft i sur., 2004).

Cl Cl

Cl Cl
PCB-133

Slika 4. Strukturna formula PCB-153 (Toft i sur., 2004)
2.3.1. PCB-153 i endokrini sustav

Unato¢ tome §to se PCB-153 moze natjecati s prirodnim ligandom za vezna mjesta
dva nuklearna receptora, postoji moguénost da ometa rad endokrinog sustava i putem drugih
mehanizama poput ometanja rada enzima odgovornih za sintezu hormona kao i samog
metabolizma (Gregoraszczuk i Woéjtowicz, 2002). Na stani¢noj liniji ovarija izloliranoj iz
svinja PCB-153 nije imao ucinak na vijabilnost stanica, medutim uzrokovao je ometanje
endokrine funkcije tih stanica. Ovi rezultati ukazuju na to da se toksi¢nost PCB-153 ne
ispoljava jednako na svim stanicama u organizmu, ve¢ je njegov glavni negativan ucinak
usmjeren na endokrini sustav (Gregoraszczuk i Wojtowicz, 2002). U jednom istraZivanju
misevi su bili izlozeni in utero i tijekom perioda laktacije prehrani koja je sadrzavala velik
udio masti i EDC-e (mjesavina DEHP (dietilheksil ftalat), BPA (bisfenol A), PCB-153 i
TCDD). Kod muskih miseva su bili jace izraZeni geni koji kodiraju za biosintezu kolesterola,
ukupan kolesterol u jetri je bio smanjen te istraZivanje nije pokazalo utjecaj takve ishrane na

razinu glukoze u krvi. Metabolizam kolesterola je kod Zenskih miSeva ostao nepromijenjen,
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ali je intolerancija na glukozu bila izraZenija smanjenjem ekspresije ERa i gena ¢ija funkcija
je povezana s metabolizmom estrogena (Naville i sur., 2013). U drugom istrazivanju u kojem
su sudjelovale 33 djevojcice dokazano je da je visoka koncentracija PCB-153 u korelaciji sa
snizenom razinom estradiola §to upucuje na to da toksi¢ni ucinak koji PCB-153 ima na

endokrini sustav kod Zivotinja, postoji i u ljudi (Gore i sur., 2015).
2.3.2. PCB-153, trudnoca i niska porodajna tezina

Kohortno istrazivanje provedeno u Europi izvjestilo je da povecanjem koncentracije
PCB-153 izmjerenog u serumu pupkovine, dolazi do smanjenja porodajne mase
novorodencadi (Gore i sur., 2015). Medutim, smatra se da postoje neke poveznice izmedu
koncetracije PCB-153 i niske porodajne tezine, iako za sada jo$ ne postoji adekvatan nac¢in da
se to izmjeri (Verner i sur., 2014). U jednom istrazivanju, koje je ukljucivalo 248
Eskimkinje, pokazalo se da je koncentracija PCB-153 odredena u krvi pupkovine u korelaciji

s kra¢im vremenom trudnoce (Gore i sur., 2015).
2.3.3. PCB-153 i mozak

U istrazivanju u kojem su S$takori bili izlozeni PCB-153 pokazalo se da je tim
Stakorima trebalo vise vremena za nauciti odredenu radnju u odnosu na kontrolnu skupinu
neovisno o spolu. Ovo istrazivanje ukazuje na to da PCB-153 ima negativan ucinak na
kognitivne sposobnosti (Gillette i sur., 2017). U drugom istrazivanju zapaZena je povezanost
koncentracije PCB-153, izmjerene u krvnoj plazmi i smanjene sposobnosti rjeSavanja
memorijskog testa kod djece Eskima prosjecne dobi od 11 godina (Gore 1 sur., 2015).
Takoder, izloZenost djece Eskima PCB-153 je u korelaciji s povecanom anksiozno$c¢u

(Gillette i sur., 2017).
2.3.4. PCB-153 i rak prostate

Istrazivanjem provedenim u Svedskoj, u kojem su sudjelovali pripadnici muskog
spola s i bez dijagnosticiranog raka prostate, utvrdena je znacajna poveznica izmedu PCB-a,
¢ija je koncentracija odredena iz masnog tkiva, i ucestalosti raka prostate. Koncentracija
PCB-153 je bila najve¢a zbog njegove akumulacije u masnom tkivu, stoga on predstavlja
najveéu opasnost za ovu bolest. Ovi rezultati potvrdili su ve¢ od prije poznatu korelaciju
izmedu PCB-153 i PCB-180 i raka prostate, evidentiranu kod radnika koji su dugi niz godina
bili izlozeni PCB-153 i drugim PCB kongenerima u tvornici kondenzatora (Diamanti-
Kandarakis i sur., 2009).
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2.3.5. PCB-153 i pokretljivost spermija

U istrazivanjima nije pronadena poveznica izmedu koncentracije PCB-153 i
koncentracije spermija, kao ni broja spermija, medutim utvrdena je negativna korelacija s
razinom slobodnog testosterona (Meeker i Hauser, 2010). Takoder u nekoliko studija
potvrdena je mala, ali znacajna negativna korelacija izmedu PCB-153 i pokretljivosti

spermija (Hauser i sur., 2005).

2.4. TESTOVI TOKSICNOSTI

Uzimajuci u obzir da je u razvijenim zemljama obavezno testiranje lijekova, aditiva,
kemikalija, kozmetike i1 pesticida kojima mogu biti izloZeni ljudi i Zivotinje u okoli$u, testovi
toksi¢nosti imaju veoma $iroku primjenu. Razlikujemo klasi¢ne animalne testove (in vivo) i
alternativne testove toksi¢nosti (in vitro). Testovima toksi¢nosti na zivotinjama istrazuje se
akutna (aplikacija jedne doze), subakutna (ponavljanje doze do 1 mjesec), subkroni¢na
(ponavljanje doze od 1 do 3 mjeseca) i kroni¢na toksi¢nost (ponavljanje doze od 3 mjeseca
do 2 godine). Mogu se vrsiti hematoloska ispitivanja, testovi toksi¢nosti na reprodukcijski
sustav 1 plodnost te testovi teratogenosti, mutagenosti, ofne 1 kozne iritacije,
imunotoksi¢nosti 1 neurotoksi¢nosti. Takoder se ispituju toksikokineticki i toksikodinamicki

parametri ksenobiotika (Tice i sur., 2000).
2.4.1. In vitro testovi toksi¢nosti

In vitro testovima toksi¢nosti pridaje se sve vise vaznosti jer se njihovim koristenjem
smanjuje broj testiranja na zivotinjama 1 olaksSano je definiranje djelovanja ispitivanog spoja
na ciljne organe. Alternativni testovi toksi¢nosti se ve¢inom koriste kao predtestovi klasi¢nim
testovima za utvrdivanje raspona aktivnosti tvari. Osim toga sluZe za odredivanje raspona
toksi¢ne koncentracije, a korisni su i za odredivanje odnosa koncentracije prema vremenu
izlaganja te mehanizma djelovanja odredene tvari. U tu svrhu koriste se mikroorganizmi (npr.
Amesov test) i animalne ili humane stanice jetre, bubrega, testisa, ovarija, hipofize, stitnjace,
limfnih ¢vorova, embrionalne animalne stani¢ne linije. Takoder, mogu se Koristiti i stani¢ne
frakcije, fragmenti tkiva ili primarne kulture stanica. Upotrebom kemikalija, virusa i
radijacije moguce je inducirati procese kancerogeneze u normalnim stanicama i istrazZivati
mehanizme koji su doveli do te promjene (Tice i sur., 2000). Stanice se mogu Kkoristiti za
ispitivanja u virologiji, geneticCkom inzenjerstvu 1 genskoj terapiji. Za odredivanje

citotoksi¢nosti koriste se metode: Kenacid Blue MTT, Trypan Blue i Neutral Red. Za pracenje
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1 razlikovanje apoptotickih 1 nekroti¢nih stanica koriste se fluorescentna mikroskopija,

elektronska mikroskopija te proto¢na citometrija (Freshney, 2005).
2.4.2. Stanicne linije

Strogo kontrolirani, sterilni uvjeti potrebni su za uzgoj stani¢nih linija. Bakterije,
mikoplazme, kvasci i gljivice predstavljaju izvor kontaminacije, a prenose se atmosferom,
preko radne povrSine, osobljem koje radi u laboratoriju, instrumentima i kemikalijama koje se
koriste te bioloskim materijalom. Potrebno je osigurati sterilne uvjete radom u laminaru, a
kultivacija stanica se odvija u inkubatoru s kontroliranom atmosferom (95 % zraka i 5 %
COy), na temperaturi 34-37 °C i pri pH vrijednosti 7,4. Radne povrSine i preparati se
odrzavaju cistima pomocu 70 %-tnog etanola. Rad s kulturama stanica zahtjeva dobro
definiran medij. Kompletan medij sadrzi sve potrebne komponente i suplemente poput
vitamina, aminokiselina, soli, glukoze, masnih kiselina i organskih suplemenata. Da bi rast
stanica u mediju bio optimalan potrebno je dodati serum koji sadrzi proteine, hormone,
minerale, lipide, faktore rasta, adhezijske faktore, inhibitore enzima, metabolite i hranjive
sastojke (Freshney, 2005). Naj¢esce se upotrebljavaju fetalni govedi, teleci 1 konjski serum, a
dodaju se u koli¢ini 5-20 % (naj¢esc¢e 10 %) . Razli¢ite kulture nemaju iste potrebe za
kisikom. Ve¢ini stanica odgovara atmosferski kisik odnosno niske koncentracije kisika
(atmosfera: 95 % zraka i 5 % CO;). Prema osmotskom tlaku veéina stani¢nih kultura ima
veliku toleranciju. lzrazito bitan faktor je i pH podloge. Vecina stanica po¢ne gubiti
vijabilnost kod pada pH vrijednosti (izmedu 6,0 i 6,5), a ta promjena lako je uocljiva jer
dolazi do promijene boje medija iz crvene u zutu. Stoga je potrebno za optimalan rast stanica

periodi¢no mijenjati medij (Freshney, 2005).
2.4.2.1. CHO-K1 stanicna linija

CHO-K1 stani¢na linija je adherentna, epitelna stani¢na linija dobivena biopsijom
ovarija kineskog hrcka, a proveo ju je 1957. godine T. T. Puck. Medij za uzgoj mora
sadrzavati aminokiselinu prolin, jer CHO-K1 stanice nemaju aktivni gen koji kodira za tu
aminokiselinu te 10 % dodanog fetalnog govedeg seruma. Kako CHO-K1 stani¢na linija raste

u monosloju, tijekom subkultivacije potrebno je provoditi tripsinizaciju (ATCC, 2016).
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2.5. APOPTOZA | NEKROZA

Stani¢na smrt moze se generalno podijeliti na 2 razli¢ita mehanizma: apoptozu i
nekrozu. Apoptoza je programirana stani¢na smrt koja ima vaznu ulogu u homeostazi tkiva.
Tijekom apoptoti¢ne smrti dijelovi stanice se pakiraju u tzv. apoptoti¢na tjelesca te je tim
mehanizmom uz utroSak energije izbjegnuta aktivacija imunosnog sustava (Edinger i
Thompson, 2004). Stanice pokre¢u apoptozu kada postanu opasne ili nekorisne za organizam
§to je uzrokovano vanjskim ili unutra$njim &imbenicima (Zlender, 2003). Razumijevanje
samog procesa apoptoze moglo bi omoguciti nove nacine lije¢enja bolesti koje su povezane s
disbalansom proliferacije i smrti stanica (Demchenko, 2013). Oznaceni aneksin V koristi se u
svjetlosnoj mikroskopiji i proto¢noj citometriji za otkrivanje stanica u ranoj i kasnoj apoptozi,
buduci da se specifi¢no veze na protein fosfatidil serin (engl. phosphatidylserine, PS) koji se
nalazi izlozen na vanjskoj strani membrane stanice od pocetka apoptoze (Slika 5) kada u
stanici jo§ nije doslo do karakteristicnih morfoloskih promjena i kondenzacije DNA do
kona¢ne faze raspada stanice (Van Engeland i sur., 1998). Nasuprot apoptozi, nekroza se
smatra pasivnim oblikom stani¢ne smrti zbog bioenergetskog disbalansa (nedovoljan broj
ATP-a u stanici) potaknut znatnijm ostec¢enjima fizikalno-kemijskim agensima. Karakterizira
je vakuolizacija citoplazme, gubitak stanicne membrane 1 upala okolnog tkiva zbog ispustanja

stani¢nog sadrzaja i biomedijatora upale (Edinger i Thompson, 2004).
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Normalna stanica Stanica u apoptozi

Slika 5. Shematski prikaz gubitka asimetri¢nosti membrane kod apoptoze. Tijekom apoptoze
molekule PS (fosfatidil serin) premjestaju se iz fosfolipidnog sloja okrenutog prema citosolu
u lipidni soj okrenut izvanstaniénom matriksu. Aneksin V veze se na PS u vanjskom dijelu

staniéne membrane u prisustvu milimolarne koli¢ine Ca** (prema Van Engeland i sur., 1998).
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2.5.1. Proto¢na citometrija

Proto¢na citometrija je metoda koja se zasniva na laserskoj tehnologiji, a koristi se za
analizu stanice ili njezinih dijelova. Njome se mogu utvrditi proteini na povrsini stanice, kao i
molekule unutar stanice, veli¢ina 1 volumen stanice, razliCite stanice u heterogenoj stani¢noj
populaciji te ¢istoca izoliranih subpopulacija. Takoder istovremeno se moze odredivati vise
parametara na pojedina¢noj stanici. Cesto se koristi za odredivanje proteina na koje se vezu
fluorescentno oznaceni ligandi ili antitijela mjerenjem fluorescencije (npr. odredivanje broja

stanica u apoptozi preko proteina PS izrazenog na membrani stanice ) (Abcam, 2017).

Prije markiranja stani¢nih proteina fluorokromima potrebno je napraviti (od stani¢ne
linije ili uzorka tkiva) stani¢nu suspenziju koja se pomijesa s bojom (fluorokromima) i tada se
uzorak stavlja u uredaj. Kada se suspenzija stanica stavi u proto¢ni citometar pokretacka
tekuc¢ina (eng. sheath fluid) sluzi za hidrodinamic¢ko fokusiranje stani¢ne suspenzije u mali
mlaz. Sitnim protokom tekucine stanice prolaze jedna po jedna kroz svjetlo lasera. Svjetlost
se prolaskom kroz svaku stanicu, imala ona fluorescentnu boju vezanu za neki protein ili ne,
rasprSuje prema naprijed odnosno pod malim kutem (eng. forward scatter, FS) i pod pravim
kutem tj. bo¢no (eng. side scatter, SS). Fluorokromi, vezani za specifi¢ne stani¢ne djelove,
fluoresciraju, tj. emitiraju svjetlost vec¢e valne duljine od ulazne svjetlosti. Razli¢iti specifi¢ni
detektori postavljeni su za hvatanje ove tri vrste svjetlosti (Brown i Wittwer, 2000). Svjetlost
rasprSena prema naprijed u korelaciji je s veli¢inom stanice, dok je svjetlost rasprSena bo¢no

u korelaciji s granulacijom stanice (Abcam, 2017).

Stanice se mogu, osim uz pomo¢ FS i SS, razlucivati i prema proteinima koji su
izraZeni na njihovoj membrani. U tom slucaju taj protein markira se jednim od fluorokroma.
Neki od fluorokroma koji se koriste su: fikoeritrin (eng. phycoerythrin, PE), propij jodid
(eng. propidium iodide, PI), fluorescein izotiocijanat (eng. fluorescein isothiocyanate, FITC).
Kod odgovarajuce valne duljine svjetlosti lasera fluorokromi emitiraju svjetlost u pobudenom
stanju. Fluorescentno oznafene stanice i stani¢ni djelovi mogu se zasebno detektirati.
Flourescencija, prema naprijed i bo¢no rasprSena svjetlost rasporeduju se setom filtera i
ogledala ovisno o valnoj duljini u proto¢nom citometru. Zahvaljujuc¢i filtriranju fluorescencije
svaki fluorescentni detektor oCitava samo svjetlost kod specificne valne duljine (Brown i
Wittwer, 2000). Intenzitet izmjerene fluorescencije ovisi o instrumentu odnosno o tipu lasera
i kombinaciji filtera. Protein koji je veoma izrazen vjerojatno ¢e se moci izmjeriti bilo kojim

fluorokromom, dok slabije izraZeni protein zahtjeva fluorokrom koji jace fluorescira kao §to
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je PE. Nakon §to stanica koja fluorescira prode kroz snop laserske svjetlosti nastaje puls
emisije fotona kroz vrijeme. Emisiju fotona detektiraju specifi¢ni detektori i pretvaraju ih u
elektri¢ni signal. Sto je vise istih elekti¢nih signala, to je veéi broj stanica koje fluoresciraju
kod iste valne duljine (Abcam, 2017).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

3.1.1. Bioloski materijal

U radu je koriStena stani¢na linija ovarija kineskog hrcka CHO (Chinese Hamster

Ovary)-K1. Stanice su izolirane iz ovarija odraslog kineskog hrc¢ka i rastu u monosloju
(ATCC, 2016).

3.1.2. Kemikalije

Tijekom rada koriStene su sljedece kemikalije:

Dulbecco's DMEM/F-12, GIBCO, SAD

Fetal Bovine Serum (FBS — fetalni govedi serum), GIBCO, SAD

0.25 % tripsin — EDTA, GIBCO, SAD

PCB-153 (2,2',4,4',5,5'-heksaklorbifenil), Sigma-Aldrich, St. Louis, S.A.D.
boja tripan plavo (Trypan Blue), Sigma-Aldrich, St. Louis, S.A.D.

Coomassie brilliant blue R-250, LKB, Bromma, Svedska

Neutralrot, E. Merck Ag — Darmstadt, Njemacka

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide), Sigma-Aldrich, St. Louis, S.A.D.
Muse annexin V & dead cell assay kit, kat. broj MCH 100105, Millipore, Merck,
Darmstadt, Njemacka

apsolutni etanol, Kemika, Zagreb

DMSO (dimetilsulfoksid), Kemika, Zagreb

Guava ICF (Instrument cleaning fluid), Millipore, Merck, Darmstadt, Njemacka
Kalijev klorid, Kemika, Zagreb

Kalijev dihidrofosfat, Kemika, Zagreb

ledena octena kiselina, Kemika, Zagreb

Natrijev klorid, Kemika, Zagreb

Dinatrijev hidrogenfosfat, bezvodni, Kemika, Zagreb

Kalijev acetat, Kemika, Zagreb

destilirana voda (dH,0)

19



3.1.3. Otopine i puferi

Sastav medija (Dulbecco's MEM/F12 (GIBCO)):

Sastojci

aminokiseline

L-Glicin

L-Alanin

L-Arginin hidroklorid
L-Asparagin x H,O
L-Asparaginska kiselina
L-Cistein hidroklorid x H,O
L-Cistin 2HCI
L-Glutaminska kiselina
L-Glutamin

L-Histidin hidroklorid x H,O
L-1zoleucin

L-Leucin

L-Lizin hidroklorid
L-Metionin
L-Fenilalanin

L-Prolin

L-Serin

L-Treonin

L-Triptofan

L-Tirozin

L-Valin

Koncentracija (mg L™)

18,75
4,45
147,5
75
6,65
17,56
31,29
7,35
365
31,48
54,47
59,05
91,25
17,24
35,48
17,25
26,25
53,45
9,02
55,79
25,85
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vitamini
Biotin

Kolin klorid

D-Ca pantotenska kiselina

Folna kiselina

Niacinamid (nikotinamid)

Piridoksin hidroklorid

Riboflavin
Tiamin hidroklorid
Vitamin B,

I-inozitol

anorganske soli
CaCl,

CuSO4x 5H,0
Fe(NO3)s x 9H,0
FeSO4 x 7TH,0
MgCl;, x 6 H,O
MgSO4 X 7 H,0
KCI

NaHCO;

NaCl

Na;HPO,4 x 7 H,0O
NaH,PO,4 x H,0
ZnSO4 X 7TH,0

0,0035
8,98
2,24
2,65
2,02

0,219
2,17
0,68
12,6

116,6
0,0013
0,05
0,417
61

100
311,8
1200
6995,5
134
62,5
0,432
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ostali sastojci

D-Glukoza 3151
HEPES 3075,4
Hipoksantin Na 2,39
Linolna kiselina 0,042
Lipoic¢na kiselina 0,105
fenol crvenilo 8,1
Putrescin 2HCI 0,081
Na piruvat 55
Timidin 0,365

Ishodna otopina PCB 153

PCB 153 10 mg
DMSO 2,77 mL

Koncentracije PCB 153 u mediju za uzgoj iznosile su 10, 25, 50, 751 100 uM.

PBS (Phosphate Buffer Saline) pufer pH=74

NaCl 80

KClI 0,2 g
Na;HPO,4 1,44 g
KH,;PO4 0,249
dH,0 do 1000 mL

pH pufera se podesi sa5 M HCI

0,4 %-tna otopina Trypan Blue

Trypan Blue 0,08 ¢
PBS pufer 20 mL

Profiltrirati



4 %-tna otopina Neutral Red

Neutral Red 4,00 g
dH,0 100 mL

Sterilno profiltrirati.

Radna otopina Neutral Red

Stock otopina Neutral Red 125 uL

Medij za uzgoj 100 mL

Ishodna otopina MTT

MTT 25¢
PBS 5 mL

Sterilno profiltrirati.

Kenacid Blue R stock otopina

Coomassie brilliant blue R-250 0,49
apsolutni etanol 250 mL
dH.0 630 mL

Radna otopina Kenacid Blue

Kenacid Blue stock otopina 88 mL

ledena octena kiselina 12 mL

Otopina za fiksiranje Kenacid Blue boje = Otopina za odbojavanije (Neutral Red)

apsolutni etanol 50%
ledena octena kiselina 1%

dH,0 49%



Otopina za ispiranje

apsolutni etanol
ledena octena kiselina
dH,0

Otopina za desorpciju

kalijev acetat
apsolutni etanol

dH,0

3.1.4. Oprema i uredaji

10%
5%
85%

98,15 g
700 mL
300 mL

Tijekom rada u laboratoriju koriStena je sljede¢a oprema:

« inkubator s kontroliranom atmosferom; IR 1500, Automatic CO,, Flow Laboratories,

Velika Britanija

« komora za sterilan rad (laminar); Twin 30, Gelaire Flow Laboratories, Velika Britanija

* inverzni mikroskop; Carl Zeiss, Jena, Njemacka
* svjetlosni mikroskop; LABOVAL 4, Carl Zeiss, Jena, Njemacka
» MUSE (Muse Cell Analyzer), Millipore, Merck, Darmstadt, Njemacka

» spektrofotometar, Helios-y, Thermo Electron Corporation, Velika Britanija

» analiticka vaga, Mettler, Ziirich, Svicarska

» centrifuga, Centric 322A, Tehnica Zelezniki, Slovenija

» Fuchs-Rosenthalova komorica za brojanje stanica; Assistant, Bright-Line, Njemacka

«  precizna vaga, Mettler P1210, Ziirich, Svicarska

«  vibracijska mjesalica, Tehnica Zelezniki, Slovenija

24



3.2. METODE RADA

3.2.1. Uzgoj i odrzavanje CHO-K1 stanica u kulturi

CHO-K1 stanice se ¢uvaju na -80 °C u mediju za zamrzavanje Koji se sastoji od 80%
medija za uzgoj (DMEM/F-12), 10% FBS-a i 10% DMSO-a. Odmrzavanjem stanica na 37
°C u inkubatoru, u atmosferi od 95% zraka i 5% CO; zapocinje njihov uzgoj 1 odrzavanje.
Otprilike 24 h nakon odmrzavanja uklanja se medij za uzgoj, s ostacima medija za
smrzavanje te dodaje novi svjezi medij (90% Dulbecco MEM/F-12 i 10% FBS-a) da bi se

nastavila kultivacija stanica.

Za optimalni rast i razvoj stanica potrebni su uvjeti kontrolirane atmosfere (37 °C, 95
% zraka i 5 % CO;) u inkubatoru i redovito mijenjanje medija za uzgoj. CHO-K1
monoslojne stanice je potrebno isprati od iskoriStenog medija i seruma i odvojiti ih od
povrsine T-boce dodavanjem 1 mL tripsina. Nakon §to se pod mikroskopom uoci odvajanje
stanica od povrSine T-boce, stanice se resuspendiraju u svjezem mediju za uzgoj te se

razrijeduju na koncentraciju 1 x 10° stanica mL™ medija za uzgoj.
3.2.2. Odredivanje citotoksi¢nog uc¢inka PCB-153 na CHO-K1 stani¢noj liniji

U svaku od jazica na multiwell plo¢i sa 6 jazica se nacijepi po 2 mL prethodno dobro
resuspendiranih CHO-K1 stanica u koncentraciji 2 x 10* st mL™ medija za uzgoj. Stanice se
inkubiraju 24 sata te se zatim tretiraju razli¢itim koncentracijama PCB-153. Jednu jaZicu
multiwell ploce tretira se samo s 20 uL. DMSO-a (Kp). Ostalih pet jaZica tretira se s po 20 uLL
otopine PCB-153 tako da se u mediju za uzgoj postignu koncentracije od 10, 25, 50, 75 i 100
uM. Kontrolni uzorak tretira se s DMSO-om da bi se isklju¢io potencijalni toksi¢ni uc¢inak

samog otapala za PCB-153 na stanice.

Stanice se potom inkubiraju tijekom 6 i 48 sati. Citotoksi¢ni u¢inak PCB-153 ispituje
se usporedivanjem vijabilnosti stanica s i bez dodatka PCB-a nakon 6 i 48 sati metodama
Neutral Red, Kenacid Blue, MTT i Trypan Blue.

3.2.2.1. Odredivanje citotoksi¢nog ucinka PCB-153 metodom Trypan Blue
Iz suspenzije prethodno tripsiniziranih stanica izdvoji se 20 pL uzroka te se uzorku
dodaje 20 pL 0,4%-tne boje Trypan Blue. Nakon resuspediranja 20 pL te smjese nanese se na

Fuchs-Rosenthalovu komoricu i slijedi brojanje stanica pod svjetlosnim mikroskopom.
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Trypan Blue boja lako prolazi kroz oSte¢enu membranu mrtvih stanica, dok Zive stanice

ostaju neobojane.

Fuchs-Rosenthalova komorica je dubine 0,2 mm i povrsine 0,0625 mm? (Slika 6).
Podijeljena je na 16 kvadrata, a stanice se broje u samo unutarnja Cetiri. Kako bi se izbjeglo
brojanje istih stanica vise puta u unutarnja cetiri kvadrata, broje se sve stanice u kvadratu kao

i one na donjem i desnom rubu.

Pokrovro stakalce 0,4 mm
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Slika 6. Fuchs-Rosenthalova komorica (Guillard i Sieracki, 2005).

Ukupan broj Zivih stanica po mililitru suspenzije jednak je srednjoj vrijednosti broja

.. - . . .. v - . o . 4
zivih stanica izbrojenih u Cetiri kvardata pomnozenoj s 10"

3.2.2.2. Odredivanje citotoksi¢nog uc¢inka PCB-153 metodom Neutral Red
Nakon 6 ili 48 sati inkubacije na multiwell plo¢ama sa 6 jazica iz jazica se uklanja

medij i dodaje po 1 mL sterilnog PBS-a za ispiranje. Nakon PBS-a dodaje se radna otopina
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Neutral Red koja se veze u lizozomima zivih stanica. Stanice se inkubiraju 3 sata na 37 °C u
inkubatoru nakon ¢ega ponovno slijedi ispiranje s po 1 mL PBS-a. Zatim se dodaje po 2 mL
otopine za odbojavanje i multiwell ploce se stavljaju 20 minuta na tresilicu. Intenzitet crvenog
obojenja odreduje se sprektofotometrijski mjerenjem apsorbancije pri 540 nm u odnosu na

slijepu probu.

3.2.2.3. Odredivanje citotoksi¢nog ucinka PCB-153 metodom Kenacid Blue

Na istim stanicama je nakon metode Neutral Red napravljena metoda Kenacid Blue.
Pocinje se izbacivanjem otopine za odbojavanje i dodavanjem po 1 mL radne otopine
Kenacid Blue koja se veze za ukupne stani¢ne proteine te se plo¢e ostavljaju 20 minuta na
tresilici da se ujednaci boja. Nakon 20 minuta u jazice se dodaje po 1 mL otopine za ispiranje
i ponovno se multiwell ploce stavljaju 20 minuta na tresilicu. Zatim se dodaje po 2 mL
otopine za desorpciju uz jo§ 20 minuta na tresilici. Intenzitet plavog obojenja odreduje se

sprektofotometrijski mjerenjem apsorbancije pri 577 nm u odnosu na slijepu probu.

3.2.2.4. Odredivanje citotoksi¢nog ucinka PCB-153 metodom MTT

Tetrazolijeva sol, zute boje i topljiva u vodi — MTT se djelovanjem sukcinat
dehidrogenaze u mitohondrijima u zivim stanicama prevodi u ljubicaste kristale formazana
netopljive u vodi, koji se mogu otopiti u organskom otapalu i spektofotometrijski odrediti
intezitet obojenja (Lim i sur., 2015).

Nakon 6 ili 48 sati inkubacije na stanice se doda 200 uL ishodne otopine MTT-a.
Stanice se zatim inkubiraju 3 sata na 37 °C. Nakon 3 sata medij se vadi iz jazica 1 dodaje se 2
mL DMSO-a u kojem se otapaju kristali formazana pri ¢emu se razvija ljubiasto obojenje.
Intenzitet obojenja odreduje se sprektofotometrijski mjerenjem apsorbancije pri 570 nm u

odnosu na slijepu probu.

3.2.3. Odredivanje citotoksi¢nog uc¢inka PCB-153 metodom proto¢ne citometrije

Muse (Muse Cell Analyzer) je kompaktni instrument koji ¢ini proto¢nu citometriju
pristupacnijom za rad. U ovom radu koristen je jedan od dostupnih kitova za odredivanje
apoptoze Muse annexin V & dead cell assay kit tvrtke Merck koji se skladisti zasticen od
svijetla na temperaturi od 2 do 8 °C, a sadrzi dvije boje: 7-amino aktinomicin D i fikoeritrin
(eng. phycoerythrin, PE). Fluorescentna boja 7-amino aktinomicin D (engl. 7-amino
actinomycin D, 7-AAD) izluCuje se iz zivih i zdravih stanica dok se zadrzava u mrtvim

stanicama kao i u stanicama u kasnoj apoptozi (Merck Millipore, 2017). Uz argon-ion laser 7-
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AAD moze biti u pobudenom stanju kod 488 nm i emitira kod maksimalne valne duljine 647
nm. Stoga je pogodan za koriStenje s drugim fluorokromima koji emitiraju kod 488 nm kao
sto su FITC (eng. Fluorescein isothiocyanate) i PE (R&D Systems, 2017). U fazi rane
apoptoze fosfatidil serin translocira na vanjsku povrSinu stanicne membrane. Aneksin V-PE
(anneksin V oznacen fluorescentnim fikoeritrinom) se veze za fosfatidil serin na povrsini
stanicne membrane. Uz pomo¢ ovog kita moze se odrediti broj zivih i mrtvih stanica te broj

stanica u ranoj i kasnoj apoptozi (Merck Millipore, 2017).

Na multiwell ploc¢i sa 6 jazica nacijepi se 4 mL CHO-K1 stanica u koncentraciji 2 X
10* st mL™* medija za uzgoj. Nakon inkubacije od 24 sata, stanice se tretiraju s PCB-em 153
te slijedi inkubacija od 6 i 48 sati. Postupak zapo€inje vadenjem i sakupljanjem medija. Na
stanice se dodaje 500 uL tripsina i kada se sve stanice odvoje od podloge u jazice se vraca
500 uL prethodno izvadenog medija. Dobiva se suspenzija stanica u mediju te se uzima po
100 uL. Test se provodi tako da se pomijesa sa 100 uLL Muse annexin V & dead cell reagensa
kit-a tvrtke Merck kat. br. MCHZ100105. Slijedi inkubacija 20 minuta na sobnoj temperaturi u
mraku, a nakon §to se uzorak stavi u uredaj na ekranu se ocitaju podaci koji govore udjelu

stanica koje su zive, mrtve, u ranoj i kasnoj apoptozi.
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3.3. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ( X ) uzoraka u skupini:

1 X
N &5
S pripadajué¢im standardnim pogreskama S;:
S _ Z(Xi _)_()2
7\ N(N-1)

N = ukupni broj uzoraka u skupini
Xi = pojedinacne vrijednosti uzoraka

Statisticka analiza provedena je Studentovim t-testom izracunavajudi t vrijednost prema

izrazu:

Statisticki znaCajnim smatrane su razlike izmedu skupina za koje je stupanj

vjerojatnosti p<0,5.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu koriStena je stani¢na linija ovarija kineskog hrcka CHO (Chinese
hamster ovary)-K1 s ciljem ispitivanja toksi¢nog djelovanja PCB-153. Citotoksi¢ni u¢inak
PCB-153 ispitan je u koncentracijama 10, 25, 50, 75 i 100 uM. Proliferacija i vijabilnost
stanica tretiranih s PCB-153 i netretiranih stanica pracena je tijekom 6 i 48 h inkubacije
metodama: Neutral Red, Kenacid Blue, MTT i Trypan Blue. Pomoc¢u spektrofotometra
odredio se intenzitet nastalog obojenja i izmjerila apsorbancija pri odredenim valnim
duljinama ovisno o upotrijebljenoj metodi: 540 nm (Neutral Red), 577 nm (Kenacid Blue) i
570 nm (MTT) u odnosu na pripadajucu slijepu probu. Boja Neutral Red prolazi kroz stani¢nu
membranu i1 zadrzava se u lizosomima zivih stanica, koli¢ina boje koja se zadrzala u
stanicama proporcionalna je broju zivih stanica. Metodom Kenacid Blue mjere se ukupni
stani¢ni proteini te je intenzitet obojenja proporcionalan broju zivih stanica. Metodom MTT
se Zuta boja, tetrazolijeva sol reducira u formazan ljubiCaste boje. Metoda se temelji na
mjerenju metabolicke aktivnosti stanice odnosno na produkciji NADH s obzirom da je on
potreban za redukciju MTT-a, a broj zivih stanica korelira s intenzitetom obojenja. Boja
Trypan Blue je velike molekulske mase i prodire u stanicu kod koje je narusen integritet
stani¢éne membrane, a pod svjetlosnim mikroskopom broje se Zive stanice kao i plavo obojane
mrtve — stanice. Da bi se odredio broj stanica kod kojih je doSlo do smrti apoptozom ili

nekrozom koriStena je proto¢na citometrija.

4.1. CITOTOKSICNI UCINAK PCB-153 NA CHO-K1 STANICNOJ LINLJI
ODREDPEN METODOM NEUTRAL RED

Za pracenje citotoksi¢nog u¢inka PCB-153 na CHO-K1 stani¢noj liniji nacjepljeno je
po 2 mL stanica u jazice na multiwell plo¢ama u koncentraciji od 2x10* st mL™. Nakon 24 h
inkubacije stanice su tretirane razli¢itim koncentracijama PCB-153. S obzirom da je PCB-153
slabo topljiv u vodi, a dobro topljiv u mastima i organskim otapalima, prije ispitivanja
njegovog ucinaka na stanice potrebno ga je otopiti u DMSO-u. U prvu od 6 jazica na
multiwell plo¢i se dodaje 20 uL DMSO-a i ona sluzi kao kontrola kako bi se iskljucio
potencijalni toksi¢ni u¢inak otapala na proliferaciju stanica ¢ime Koncentracija otapala u
mediju za uzgoj iznosi 1% (10 uL mL™ medija). U ostalih 5 jaZica otpipetirano je po 20 uL
otopine PCB-a u DMSO-u tako da se u mediju za uzgoj postignu koncentracije od 10, 25, 50,
751100 uM PCB-153.
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Uc¢inak 10-100 uM PCB-153 na proliferaciju stanica pracen je nakon 6 i 48 h
metodom Neutral Red i prikazan je na Slici 7. Nakon 6 i 48 h uocena je inhibicija
proliferacije CHO-K1 stanica tretiranih s PCB-153 kod svih primjenjenih koncentracija (iako
je samo kod nekih doza PCB-153 ta inhibicija bila statisticki znacajna) - odnosno inhibicija
stani¢ne proliferacije pokazala se proporcionalna upotrijebljenoj koncentraciji PCB-153
(dose-response). Statisti¢ki znacajna (p<0,001 — p<0,005) inhibicija stani¢ne proliferacije
odredena je pri koncentracijama PCB-153 od 25-100 uM nakon 48 h tretmana. Nakon 6 h
tretmana, znacajan inhibicijski u¢inak odreden je pri 75 puM (p<0,025) i 100 uM PCB-153
(p<0,001).
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Slika 7. Citotoksi¢ni ucinak PCB-153 na vijabilnost CHO-K1 stanica pra¢en metodom
Neutral Red nakon 6 i 48 h inkubacije. K (D) — kontrola uz dodatak DMSO-a u koncentraciji
10 uL mL™* medija za uzgoj; koncentracija PCB-153 u mediju za uzgoj: PCB (10) — 10 uM,
PCB (25) — 25 uM, PCB (50) — 50 uM, PCB (75) — 75 uM, PCB (100) — 100 pM. Statisticki
znadajna razlika (Student t-test): ®p<0,001, °p<0,005, °p<0,025.

4.1.1. I1C vrijednosti za PCB-153 na CHO-K stani¢noj liniji odredene metodom Neutral Red

Ovisnost prezivljavanja stanica o razli¢itim koncentracijama PCB-153 nakon 61 48 h

tretmana prikazana je na Slici 8. U¢inak pojedine doze (10-100 uM) PCB-a odreden je iz
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najmanje 3, a najviSe 8 mjerenja. Iz jednadzbe interpoliranih polinomnih krivulja odredene su
IC20, 1Cs0, ICgo vrijednosti i prikazane u Tablici 1. 1Cy, 1Cso i 1Cg SuU Vrijednosti koje
predstavljaju one koncentracije PCB-153 kod kojih dolazi do 20, 50 i 80 %-tne inhibicije
stani¢nog rasta. 1Csp vrijednosti za PCB-153 nakon 6 i 48 h iznose 90,61 uM i 79,21 uM.
Koeficijent determinacije R® govori o reprezentativnosti regresijskog modela. Njegove
vrijednosti su unutar intervala 0 < R*> < 1 te je model reprezentativniji §to je vrijednost

keoficijenta determinacije bliza 1.
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Slika 8. Vijabilnost CHO-K1 stanica nakon 6 (A) i 48 (B) sati uz tretman s 10-100 uM PCB-
153 u odnosu na kontrolne vrijednosti (stanice tretirane DMSO-om) prac¢eno Neutral Red
metodom. Podaci pokazuju srednju vrijednost odredenu iz 3 do 8 mjerenja. Jednadzba se

odnosi na interpoliranu polinomnu krivulju s pripadaju¢om R? vrijednosti.
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Tablica 1. Koncentracije PCB-153 (uM) koje inhibiraju proliferaciju CHO-K1 stanica za 20,
501 80 % odredene metodom Neutral Red nakon 6 i 48 h

IC vrijednosti za PCB 153 na
CHO-K1 stanicama / uM (metoda Vrijeme
Neutral Red) 6h 48 h
1C2 51,05 46,41
ICs0 90,61 79,21
ICso 118,83 102,38

4.2. CITOTOKSICNI UCINAK PCB-153 NA CHO-K1 STANICNOJ LINLJI
ODREDPEN METODOM KENACID BLUE

Nakon provedene metode Neutral Red na istim CHO-K1 stanicama ispitan je u¢inak
PCB-153 provodenjem Kencid Blue metode. Na Slici 9 prikazan je ucinak PCB-153 na
proliferaciju stanica pracen tijekom 6 i 48 h metodom Kenacid Blue. Nakon 6 h uocena je
inhibicija proliferacije CHO-K1 stanica tretiranih PCB-153 kod svih primjenjenih
koncentracija PCB-153, medutim inhibicija nije bila statisticki znacajna u odnosu na
kontrolu. Nakon 48 h statisticki znacajna (p<0,001) inhibicija proliferacije CHO-K1 stanica
odredena je samo pri najvisim koncentracijama PCB-153 (75 uM i 100 uM).
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Slika 9. Citotoksi¢ni uc¢inak PCB-153 na vijabilnost CHO-K1 stanica pracen metodom
Kenacid Blue nakon 6 i 48 h inkubacije. K (D) — kontrola uz dodatak DMSO-a u
koncentraciji 10 pL mL™ medija za uzgoj; koncentracija PCB-153 u mediju za uzgoj: PCB
(10) — 10 uM, PCB (25) — 25 uM, PCB (50) — 50 uM, PCB (75) — 75 uM, PCB (100) — 100
uM. Statisti¢ki zna¢ajna razlika (Student t-test): ®p<0,001.

4.2.1. IC vrijednosti za PCB-153 na CHO-K1 stani¢noj liniji odredene metodom Kenacid

Blue

Ovisnost prezivljavanja CHO-K1 stanica o koncentraciji PCB-153 nakon 6 i 48 h
tretmana odredena metodom Kenacid Blue prikazana je na Slici 10. Raspon ispitanih doza
PCB-153 je od 10 do 100 uM, a ucinak pojedine doze odreden je iz 3-8 mjerenja. Iz
interpoliranih polinomnih krivulja izracunate su IC vrijednosti 1 prikazane u Tablici 2. 1Csg
vrijednost za PCB-153 nakon 6 h veca je od najvise ispitane koncentracije PCB-153 te se ne

moze odrediti, a nakon 48 h iznosi 90,55 pM.
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Slika 10. Vijabilnost CHO-K1 stanica nakon 6 (A) i 48 (B) sati uz tretman s 10-100 uM
PCB-153 u odnosu na kontrolne vrijednosti (stanice tretirane DMSO-om) praceno Kenacid
Blue metodom. Podaci pokazuju srednju vrijednost odredenu iz 3 do 8 mjerenja. Jednadzba

se odnosi na interpoliranu polinomnu krivulju s pripadaju¢om R? vrijednosti.
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Tablica 2. Koncentracije PCB-153 (uM) koje inhibiraju proliferaciju CHO-K1 stanica za 20,

501 80 % odredene metodom Kenacid Blue nakon 648 h

IC vrijednosti za PCB-153 na

CHO-K1 stanicama / uM (metoda Vrijeme
Kenacid Blue) 6h 48 h
IC20 25,05 66,83
ICso / 90,55
ICeo / 108,17

4.3. CITOTOKSICNI UCINAK PCB-153 NA CHO-K1 STANICNOJ LINLJI

ODREDEN METODOM MTT

Pokusi za ispitivanje citotoksi¢nog u¢inka PCB-153 na dinamiku rasta stanica nakon 6

i 48 h metodom MTT, postavljeni su na identi¢an na¢in kao pri pracenju citotoksi¢nosti PCB-

153 metodama Neutral Red i Kenacid Blue. Inhibicija stani¢ne proliferacije odredena

metodom MTT uocena je pri svim upotrijebljenim koncentracijama PCB-153 i nakon 6 h i

nakon 48 h (iako nisu sve doze PCB-153 imale statisticki znacajan efekt) (Slika 11).
Statisticki znacajna (p<0,001 — p<0,05) inhibicija PCB-153 na vijabilnost CHO-K1 stanica

nakon 6 h odredena je kod koncentracija > 25 pM. Statisti¢ki znacajan (p<0,001 — p<0,025)

inhibicijski u¢inak nakon 48 h odreden je pri koncentracijama PCB-153 > 50 uM.
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Slika 11. Citotoksi¢ni u¢inak PCB-153 na vijabilnost CHO-K1 stanica pra¢en metodom MTT
nakon 6 i 48 h inkubacije. K (D) — kontrola uz dodatak DMSO-a u koncentraciji 10 pL mL™
medija za uzgoj; koncentracija PCB-153 u mediju za uzgoj: PCB (10) — 10 uM, PCB (25) —
25 uM, PCB (50) — 50 uM, PCB (75) — 75 uM, PCB (100) — 100 uM. Statisti¢ki znacajna
razlika (Student t-test): ®p<0,001, "p<0,005, °p<0,025, “p<0,05.

4.3.1. IC vrijednosti za PCB-153 na CHO-K1 stani¢noj liniji odredene metodom MTT

Ovisnost prezivljavanja CHO-K1 stanica o koncentraciji PCB-153 nakon 6 i 48 h
tretmana odredena metodom MTT prikazana je na Slici 12. U¢inak pojedine doze je odreden
iz 3-7 mjerenja. Iz interpoliranih polinomnih krivulja izracunate su ICy, ICso 1Cgp Vrijednosti
i prikazane u Tablici 3. I1Cso vrijednosti nakon 6 i 48 sati tretmana s PCB-153 odredene
metodom MTT iznose 58,35 i 98,09 uM.
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Slika 12. Vijabilnost CHO-K1 stanica nakon 6 (A) i 48 (B) sati uz tretman s 10-100 uM
PCB-153 u odnosu na kontrolne vrijednosti (stanice tretirane DMSO-om) praceno MTT
metodom. Podaci pokazuju srednju vrijednost odredenu iz 3 do 7 mjerenja. Jednadzba se

odnosi na interpoliranu polinomnu krivulju s pripadaju¢om R? vrijednosti
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Tablica 3. Koncentracije PCB-153 (uM) koje inhibiraju proliferaciju CHO-K1 stanica za 20,
501 80 % odredene metodom MTT nakon 6148 h

IC vrijednosti za PCB-153 na
CHO-K1 stanicama / uM (metoda Vrijeme
MTT) 6 h 48 h
IC20 19,72 53,92
1Cs0 58,35 98,09
ICs0 98,62 129,61

4.4, CITOTOKSICNI UCINAK PCB-153 NA CHO-K1 STANICNOJ LINLJI
ODREDEN METODOM TRYPAN BLUE

Vijabilnost CHO-K1 stanica tretiranih s PCB-153 pracena je i metodom Trypan Blue
(Slika 13). Pokusi su postavljeni identicno kao i pri pracenju PCB-153 metodoma Neutral
Red, Kenacid Blue i MTT. Nakon 6 h primjecena je inhibicija stani¢ne proliferacije kod svih
primjenjenih koncentracija PCB-153 (10-100 uM), iako je samo kod nekih bila statisti¢ki
znacajna. Nakon 48 h uocen je citotoksi¢ni uc¢inak PCB-153 pri koncentracijama >25 uM
osim kod 10 uM gdje je broj stanica neznatno povisen u odnosu na kontrolne stanice tretirane
s DMSO-om. Statisticki znacajna (p<0,001 — p<0,025) inhibicija PCB-153 na proliferaciju
CHO-K1 stanica odredena je kod koncentracija > 50 uM nakon 6 h tretmana te koncentracija

> 75 uM nakon 48 h.

40




40

35

30 I
25 HK(D)

m PCB(10)
20

PCB(25)
= b m PCB(50)
10 m PCB(75)
d a PCB(100)
1| : :
0 .
6h 48h

Vrijeme(h)

Br. .stanica (x10%)

(€]

Slika 13. Citotoksi¢ni u¢inak PCB-153 na vijabilnost CHO-K1 stanica pra¢en metodom
Trypan Blue nakon 6 i 48 h inkubacije. K (D) — kontrola uz dodatak DMSO-a u koncentraciji
10 pL mL™* medija za uzgoj; koncentracija PCB-153 u mediju za uzgoj: PCB (10) — 10 uM,
PCB (25) — 25 uM, PCB (50) — 50 uM, PCB (75) — 75 uM, PCB (100) — 100 uM. Statisticki
znacajna razlika (Student t-test): p<0,001, °p<0,005, °p<0,01, %p<0,025.

4.4.1. 1C vrijednosti za PCB-153 na CHO-K1 stani¢noj liniji odredene metodom Trypan Blue

Na Slici 14 prikazana je ovisnost prezivljavanja CHO-K1 stanica o koncentraciji
PCB-153 nakon 6 i 48 h tretmana odredena metodom Trypan Blue. Uc¢inak pojedine doze
(10-100 uM) PCB-153 je odreden iz 3-4 mjerenja. U Tablici 4 prikazane su izra¢unate ICyg,
ICs0, 1Cgo vrijednosti. ICso vrijednosti nakon 6 i 48 sati tretmana s PCB-153 odredene

metodom Trypan Blue iznose 66,30 i 76,55 uM.
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Slika 14. Vijabilnost CHO-K1 stanica nakon 6 (A) i 48 (B) sati uz tretman s 10-100 uM
PCB-153 u odnosu na kontrolne vrijednosti (stanice tretirane DMSO-om) praceno Trypan
Blue metodom. Podaci pokazuju srednju vrijednost odredenu iz 3 do 4 mjerenja. Jednadzba

se odnosi na interpoliranu polinomnu krivulju s pripadaju¢om R? vrijednosti.
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Tablica 4. Koncentracije PCB-153 (uM) koje inhibiraju proliferaciju CHO-K1 stanica za 20,

50 i 80 % odredene metodom Trypan Blue nakon 6 i 48 h

IC vrijednosti za PCB-153 na

CHO-K1 stanicama / uM (metoda Vrijeme
Trypan Blue) 6h 48 h
IC20 32,71 32,35
ICs0 66,30 76,55
ICs0 92,64 107,43
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4.5. UCINAK PCB-153 NA CHO-K1 STANICNOJ LINIJI PRACEN METODOM
PROTOCNE CITOMETRIJE

Stanice u kulturi mogu odumirati na razli¢ite nacine a neki od njih su — apoptoza i
nekroza. Apoptoza je primarni mehanizam kojim stanice bivaju eliminirane u organizmu, a
naziva se joS i ,,programirana stani¢na smrt”. Nasuprot tome nekroza se smatra pasivnim
oblikom stani¢ne smrti, a nastaje velikim o$te¢enjima u stanici uzrokovanim fizikalno-
kemijskim agensima (Edinger 1 Thompson, 2004). Isti uzrok moze dovesti i do apoptoze i
nekroze. Ako integritet stanice nije ozbiljnije narusen stanica ¢e uci u proces apoptoze
odnosno program samounistenja, dok kod velikih ostecenja dolazi do nekroze. Koji ¢e se od
stanice. (Zlender, 2003). Za detekciju tipa stani¢ne smrti uzrokovane tretmanom CHO-K1
stanica s PCB-153 u ovom radu koristena je proto¢na citometrija koja je provedena
upotrebom Muse Cell Analyzer-a. Koristen je Muse annexin V & dead cell assay kit Kkoji
omoguéava uolavanje stanica u razliitim fazama apoptoze. Protein fosfatidil serin
translocira se na povr$inu membrane Sstanice pri samom pocetku apoptoze i zato je pogodan
za detekciju apoptoze u ranoj fazi. Na fosfatidil serin se veze aneksin V koji je oznaéen
fluorescentnom bojom fikoeritrinom (PE). Druga fluorescentna boja koju sadrzi kit je 7-

amino aktinomicin D (7-AAD), a zadrzava se u mrtvim stanicama (Merck Millipore, 2017).

Na Slici 15 prikazane su srednje vrijednosti za udio stanica u kulturi koje su zive, u
apoptozi (sumarno i stanice u ranoj i kasnoj fazi apoptoze) i mrtve nakon 6 (A) i 48 (B) h sa
ili bez tretmana s PCB-153 - izracunato iz paralelnih mjerenja za svaku upotrijebljenu
koncentraciju PCB-a odnosno kontrolnih uzoraka. Nakon 6 h tretmana sa 10 uM PCB-153
postotak zivih stanica (88,17 %) i ukupnih stanica u apoptozi (9,46 %) je otprilike isti kao i
kod intaktne kontrole (85,92 % zivih i 12,18 % apoptoti¢nih) te kontrole s DMSO-om (88,30
% zivih 1 9,47% apoptoticnih), dok je kod koncentracije 50 i 100 uM PCB-153 vidljiv pad
broja zivih stanica (sa 78,43 % zivih stanica nakon tretmana s 50 uM PCB-153 na 69,80 %
pri tretmanu sa 100 uM PCB-153) te rast broja stanica u apoptozi proporcionalno
koncentraciji (sa 20,67 % na 28,15 %). Broj mrtvih stanica je mali kod svih ispitanih
koncentracija (0,91 %- 2,37 %). U istraZivanju u kojem su neuralne stanice tretirane sa PCB-
153, metodom odredivanja DNA fragmentacije utvrdeno je da su takoder samo najvise
koncentracije PCB-153 (50 i 100 pM) nakon 4 h tretmana povecale broj stanica u apoptozi u
odnosu na kontrolu DMSO-om (Sanchez-Alonso i sur., 2003). Nakon 48 h pad broja zivih
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stanica (84,93 % — 57,15 %), rast broja ukupno apoptoti¢nih stanica (4,43 % — 9,43 %) i rast
broja mrtvih stanica (10,65 % — 33,43 %) proporcionalni su porastu koncentracije PCB-153
(10-100 uM). Broj mrtvih stanica je znatno veéi nakon 48 h tretmana (5,75 % — 33,43 %) u
odnosu na 6 h (1,90 % — 2,37 %), dok je udio stanica u apoptozi veci nakon 6 h (9,46 % —
28,15 %) u odnosu na tretman s PCB-153 nakon 48 h (4,43 % — 9,43 %). Ovi rezultati su
potvrdili hipotezu da se kod duzeg djelovanja PCB-153 induciraju veca oSteCenja u stanici te
do stani¢ne smrti dolazi procesom nekroze, dok se kod kra¢eg vremena izlozenosti aktivira

proces apoptoze.

Na Slici 16 prikazani su reprezentativni uzorci dot plot-ova dobivenih primjenom
proto¢ne citometrije i Muse annexin V & dead cell assay kit-a na kojima su vidljive
subpopulacije zivih, apoptoti¢nih (u ranoj i kasnoj fazi apoptoze) i mrtvih CHO-K1 stanica
(kontrolnih uzoraka i uzoraka stanica nakon 6 h tretmana s PCB-153). U donjem lijevom
kvadrantu na plot-ovima nalazi se subpopulacija zivih stanica koje su negativne na PE i 7-
AAD. Dolje desno locirane su stanice koje su u ranoj fazi apoptoze, a pozitivne su na PE
(imaju vezani aneksin V-PE na membranski protein fosfatidil serin), dok su 7-AAD
negativne. Gore desno su stanice pozitivne i na PE i 7-AAD, a nalaze se u kasnoj apoptozi ili
su mrtve (kao posljedica apoptoze ili nekroze). U gornjem lijevom kvadrantu nalazi se
subpopulacija mrtvih stanica koje nisu umrle procesom apoptoze (pozitivne su na 7-AAD i
negativne na PE). Postotak zivih stanica nakon 6 h tretmana s 100 uM PCB-153 je znacajno
smanjen (65,51 %), a broj stanica koje su u ranoj i kasnoj apoptozi (17,84 % i 15, 66 %,) je
poveéan u odnosu na kontrolne uzorke (netretirane stanice te stanice tretirane s DMSO-om).
Takoder, udio stanica u fazi rane apoptoze je nesto veci i kod 50 uM PCB-153 u odnosu na
kontrolne stanice. Frakcija mrtvih stanica nakon 6 h inkubacije je niska kod svih ispitanih
koncentracija PCB-153 (0,99 % — 2,63 %) kao i u kontrolnim uzorcima.

Na Slici 17 prikazane su CHO-K1 stanice rasporedene u frakcije zivih stanica, rano i
kasno apoptoti¢nih te mrtvih stanica (u obliku reprezentativnih uzoraka dot plot-ova) nakon
48 h inkubacije s ili bez PCB-153. Udio zivih stanica u kulturi se smanjuje povecanjem
koncentracije PCB-153 (86,45 % zivih stanica nakon tretmana s 10 uM PCB-153; 48,6 %
zivih stanica nakon tretmana s 100 uM PCB-153). U fazi rane apoptoze opcenito — nalazi se
mali postotak stanica (0,10 % — 2,35 %). Proporcionalno povecanju doze PCB-153

povecavaju se frakcije stanica u fazi kasne apoptoze i mrtvih stanica (nekroza).
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Slika 15. Postotak Zivih, apoptoti¢nih i mrtvih CHO-K1 stanica odredenih proto¢nom
citometrijom nakon 6 h (A) i 48h (B) tretmana s PCB-153. Ki — intaktna kontrola, K(D) —
kontrola uz dodatak DMSO-a u koncentraciji 10 uL mL™ medija za uzgoj, koncentracije
PCB-153 u mediju za uzgoj: PCB (10) — 10 uM,PCB (50) — 50 uM, PCB (100) — 100 puM.
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4.6. USPOREDBA CITOTOKSICNIH UCINAKA PCB-153 ODREDENIH
RAZLICITIM METODAMA

Rezultati istrazivanja potvrduju da su metode Neutral Red i i Kenacid Blue u
korelaciji kod mjerenja vijabilnosti stanica za veéinu kemikalija, a male razlike u rezultatima
mogu se pripisati u€incima toksikanata na povecanje koli¢ine ukupnih stani¢nih proteina
izmjerenih metodom Kenacid Blue i/ili povecanju broja ili veli¢ine lizosoma u kojima se
nakuplja boja Neutral Red (Riddell i sur., 1986). Boje velike molekulske mase kao $to je
Trypan Blue prodiru u stanicu ¢iji je integritet staniéne membrane narusen (Strober, 2015) i
stoga su mrtve stanice obojane plavo. S obzirom da je princip metode Trypan Blue drugaciji u
usporedbi s do sada spomenutim metodama, oc¢ekivano su i IC vrijednosti nesto drugacije.
Kod odredivanja toksi¢nog ucinka nekih kemikalija uocene su razlike u rezultatima
usporedujuci ove i druge metode $to je rezultat utjecaja kemikalije na razlicite specifi¢ne
mehanizme u stanici (Chiba i sur., 1998). Neki znanstvenici tvrde da se pojedine metode (npr.
Neutral Red i MTT) mogu usporedivati bez obzira §to se tim metodama vijabilnost stanica
odreduje putem drugog mehanizma u stanici 1 §to ispitivan spoj moZze interferirati sa tim
mehanizmom (Borenfreund i sur., 1988). Vijabilnost stanica odredenih MTT metodom u
standardnim uvjetima rasta poklapa se s koli¢inom reducirane tetrazolijeve soli u formazan,
no i tu moze do¢i do ,.greske jer MTT metoda zapravo daje informaciju o generalnoj
metabolickoj aktivnosti odnosno o produkciji NADH, a ne o broju stanica, S obzirom da je
NADH potreban za redukciju MTT-a do ljubiCastog formazana (Berridge i sur., 2005).
Vrijednosti za ICsp u ovom radu odredene metodom MTT ne koreliraju s rezultatima
dobivenim metodama Neutral Red i Kenacid Blue - ICsq odredena metodom MTT nakon 6 h
je znatno manja od ICsq za 48 h, a rezultati dobiveni metodama Neutral Red i Kenacid Blue
su pokazali suprotno (Neutral Red: 1Cso za 6 h 90,61 uM, a za 48 h 79,21 uM; Kenacid Blue:
ICs0 za 6 h nije moguce odrediti — visa je od najvise doze PCB-153, a za 48 h 90,55 uM).
Moguce je da su razlike u rezultatima kod MTT metode u odnosu na druge metode rezultat
utjecaja PCB-153 na metabolicke procese u CHO-K1 stanicama, ¢ime se interferira s
mehanizmom odredivanja vijabilnosti ovom metodom. Rezultati ovog istrazivanja pokazali
su da nakon 6 h tretmana nije doslo do statisticki znacajnog utjecaja 25 pM PCB-153 na
vijabilnost CHO-K1 stanica odredeno metodama Neutral Red, Kenacid Blue i Trypan Blue
(Slike 7, 9, 13), dok i nakon dulje inkubacije — 48 h kod te koncentracije PCB-153 nije
odreden toksi¢ni u¢inak na vijabilnost stanica (Slike 9, 11, 13) osim s metodom Neutral Red

(Slika 7). Druga istrazivanja takoder su pokazala da pojedini kongeneri PCB-a u
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koncentracijama nizim od 20 pM ne pokazuju znaéajan inhibitorni u¢inak na vijabilnost
stanica. Tako u istrazivanju Bonefeld-Jargensen i sur. (2001) je utvrdeno da PCB-153 nije
imao toksi¢ni ucinak na vijabilnost CHO-K1 stanica nakon tretmana 24 h kod primjenjene
doze 1-18 uM utvrdeno Amar Blue metodom. Citotoksi¢ni ucinak visih doza PCB-153 u
ovom radu je dokazan svim metodama. Nakon 6 i 48 h tretmana PCB-153 je statisticki
znaCajno inhibirao stani¢nu proliferaciju S$to je utvrdeno sa sve Cetiri metode pri
koncentracijama 75 1 100 uM (a kod nekih slu¢ajeva i u manjim koncentracijama), izuzev
kod metode Kenacid Blue nakon 6h. U istrazivanju na CHO-K1 stanicama koje su tretirane sa
75 uM PCB-153 tijekom 24 h utvrdena je toksi¢nost na vijabilnost stanica metodoma Trypan
Blue, Neutral Red i Kenacid Blue (Murati i sur., 2017), §to je potvrdeno i u ovom radu.
Metodom protocne citometrije utvrdeno je da PCB-153 nakon tretmana 6 h primarno iducira
apoptozu, dok nakon produZzenog tretmana — 48 h do stani¢ne smrti veéinom dolazi
nekrozom. Literaturni podaci takoder donose mogucée mehanizme citotoksi¢nih uc¢inaka PCB-
a. U istrazivanju na stanicama ovarija kineskog hréka utvrdeno je da se 3 neplanarna di-ortho
PCB-a koji su supstituirani s vise atoma klora medu kojima je i PCB-153 mogu natjecati za
vezna mjesta dva nuklearna recepora (estrogeni i androgeni receptor) s prirodnim ligandom,
S§to bi mogao biti dominantni mehanizam toksi¢nog uc¢inka PCB-153 na endokrini sustav
(Dutta i sur., 2012). Endokrino modulatorni ucinci (npr. smanjena/poveéana sekrecija
progesterona 1 povecano lucenje testosterona nakon tretmana s PCB-ima) potvrdeni su 1
drugim znanstvenim istraZivanjima (Agustowska i sur., 2001; Gregoraszczuk 1 Wojtowicz,
2002). Toksi¢ni ucinak na vijabilnost lutealnih stanica, utvrden LDH metodom, zapazen je
ve¢ kod niskih doza PCB-153: 50 i 100 ng ml™ (Agustowska i sur., 2001). U drugim
istrazivanjima dokazani su toksi¢ni uc¢inci PCB-153 na vijabilnost neuralnih stanica utvrdeno
LDH metodom (Sanchez-Alonso i sur., 2003); na vijabilnost Vero stanica (izoliranih iz kore
bubrega africkog zelenog majmuna) utvrdeno MTT metodom gdje je metoda protocne
citometrije dodatno pokazala da je do stani¢ne smrti doslo apoptozom (Shen i sur., 2010); na
vijabilnost stanica bubrega i jetre utvrdeno Trypan Blue metodom dok je metodom proto¢ne
citometrije dokazano da je stani¢na smrt uzrokovana apoptoticnim putem (Gosh 1 sur., 2010);
na vijabilnost mi§jih 1 ljudskih hondrocita (stanica hrskavicnog tkiva) utvrdeno metodom
MTT dok je u ovom slucaju nekroza utvrdena kao dominantni tip odumiranja stanica (Abella i
sur., 2015). PCB-153 inducirao je nekrozu i nakon 24 h izloZenosti stanica Stitine zlijezde u
koncentraciji 75 uM utvrdeno proto¢nom citometrijom, a toksi¢ni ucinak na vijabilnost tih
stanica je potvrden i Trypan Blue metodom (Johansson i sur., 2006). 3 neplanarna PCB-a
(medu kojima je bio i PCB-153) imala su utjecaj na smanjenje vijabilnosti misjih stanica -
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makrofaga u ovisnosti o koncentracij (1-10 uM) nakon tretmana 24 h odredeno metodom
MTT te je uz to utvrdena stani¢na smrt apoptozom metodom DNA fragmentacije. Osim toga
u ovom radu primjeceno je da kod nizih koncentracija kod kojih svaki od 3 pojedina¢no
testirana PCB-a nije iducirao apoptozu njihova je kombinacija ipak rezultirala stani¢nim
odumiranjem putem apoptoze (Ferrante i sur., 2010). Uzimajuéi u obzir rezultate svih
navedenih istrazivanja moze se zakljuc¢iti da PCB-153 ima toksi¢ni u¢inak na endokrini
sustav, kod razli¢itih stanica remeti luenje hormona i ima toksi¢ni u€inak na vijabilnost
stanica u ovisnosti 0 primjenjenoj dozi, inducira stani¢nu smrt — apoptozu i/ili nekrozu sto je

ve¢im dijelom potvrdeno i kod CHO-K1 stanica ovarija kineskog hr¢ka u ovom istrazivanju.
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5. ZAKLJUCCI

1. Stani¢na linija ovarija kineskog hréka (CHO-K1), uz primjenu metoda Neutral Red,
Kenacid Blue, MTT i Trypan Blue, pokazala se kao zadovoljavajuci alternativni test sustav u
praéenja toksi¢nosti PCB-153.

2. Statisticki znacajna inhibicija stani¢ne proliferacije PCB-153 odredena metodom Neutral
Red nakon 6 h tretmana odredena je pri 75 uM (p<0,025) i 100 uM (p<0,001), a nakon 48 h
tretmana pri 25 i 50 uM (p<0,005) te 75 i 100 uM (p<0,001).

3. Metodom Kenacid Blue nakon 6 h inhibicija proliferacije CHO-K1 stanica tretiranih PCB-
153 nije statisticki znacajna u odnosu na kontrolu, dok je nakon 48 h odredena samo pri
najvisim koncentracijama PCB-153 (75 puM i 100 uM (p<0,001)).

4. Statisticki znacajna inhibicija PCB-153 na proliferaciju stanica odredena metodom MTT
nakon 6 h odredena je kod koncentracija 25 pM (p<0,05), 50 pM (p<0,025), 75 pM
(p<0,005) i 100 uM PCB-153 (p<0,001), a nakon 48 h odredena je pri koncentracijama 50
uM (p<0,025), 75 uM (p<0,001) i 100 uM (p<0,001).

5. Statisticki znacajna inhibicija PCB-153 metodom Trypan Blue na proliferaciju CHO-K1
stanica odredena je kod koncentracija 50 uM (p<0,025), 75 uM (p<0,01) i 100 uM (p<0,001)
nakon 6 h te koncentracija 75 uM (p<0,005) i 100 uM (p<0,001) nakon 48 h tretmana.

6. 1Cs vrijednosti za PCB-153 odredene metodom Neutral Red nakon 6 i 48 h iznose 90,61
uM i 79,21 uM, dok se 1Csq vrijednosti metodom Kenacid Blue nakon 6 h ne moze odrediti
(visa je od najvise primjenjene koncentracije PCB-153), a nakon 48 h iznosi 90,55 pM. ICsg
vrijednosti odredene metodom MTT iznose 58,35 i 98,09 uM za 6 h i 48 h, a metodom
Trypan Blue ICsp vrijednosti za 6 h i 48 h su 66,30 i 76,55 uM. ICsq vrijednosti odredene
razli¢itim in vitro metodama medusobno se razlikuju ovisno o principu na kojem se odredena
metoda temelji.

7. Metodom proto¢ne citometrije utvrdeno je da se nakon 6 h tretmana s PCB-153 povecava
udio apoptoti¢nih stanica u kulturi (12,18 % — 28,15 %) proporcionalno koncentraciji PCB-a,
a nakon 48 h udio nekroti¢nih stanica (5,75 % — 33,43 %).
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7. PRILOZI

Prilog 1. Koncentracija planarnih PCB kongenera u hrani, u Kini u gradu Schenzen-u (Zhang
i sur., 2008).

Grupa namirnica Planarni PCB (pg WHO-TEQ ¢ Planarni PCB (ng g™ %)
1) (srednja vrijednost)?

Riba 5,38 4158,1
Svinjetina 0,18 42,4
Govedina 0,32 284,3
Ovdetina 0,06 79,6

Piletina 0,36 431,4
Pacetina 0,17 88,0
Povrée 0,0004 1,21

Jaja 1,14 1960,0

Mlijeko u prahu 0,16 178,4
Biljno ulje 0,012 3,1
Zitarice 0,002 3,85

? izrazeno na masu masnog tkiva ili svjezu masu za povrée



Prilog 2. Sumarni prikaz literature za zabrinjavaju¢e razine PCB kongenera u ribi i

plodovima mora koji su dio ljudske prehrane (prema Domingo i Bocio, 2007).

Podrucdje ulova/ trziste | Analizirane morske vrste Koncentracija PCB-a
Jadransko more lignje, dagnje, jastog, Skoljke 0,07-0,25 pg I-TEQ g™ ww
Jadransko more Skusa>crveni cipal>srdela 0,23-1,07 pg I-TEQ g™+ ww?

Finska Losos, pastrva, tuna, bakalar, 1,5 pg WHO-TEQ g™ ww
Balticko more Razli¢ita riba 0,8 (mani¢)-15.6 (losos) pg
WHO-TEQ g™ ww
Katalonija, Spanjolska Osli¢, srdela, dagnje, 0,25 (osli¢), 2,45 (srdela), 0,35
(dagnje) pg WHO-TEQ g™ ww
Koreanske priobalne 40 vrsta (riba, rakovi, Planarni PCB: 0,008-0.6 pg
vode glavonoici, skoljkasi, puzevi) WHO TEQ g* ww
Ismailia, Egipat Cipal, nilska tilapija, Planarni PCB: 0,14-0,76 pg
Skoljkasi 1 rakovi WHO-TEQ g™ ww
Jadransko i Jonsko Razli¢ita riba, glavonosci, Srednje vrijednosti (17 PCB-a):
more Skoljkasi i rakovi 4,54;0,33; 4,31 4.69 ng g™* ww
Razli¢ito europsko Skoljke iz uzgoja Srednja vrijednost: 4,8 (1,6-
trziste 15,4) ng g ww
Talijanska obala Dagnje, jastog, crveni cipal, 7 PCB-a: 0,73 (sipa)-20,8
Jadranskog mora sipa, lignje, sardela, skusa (skusa) ng g ww
Kina Riba i drugi plodovi mora | 0,20 (jastog i dagnje)-2,5 (skusa)
ng gt ww
Kina (iz 3 Riba i skoljke Prosje¢no 3,60 ng g™ ww (8,04
supermarketa) (list)-0,83 (sipa) ng g™* ww)
Obala Kalifornije, SAD Razlicite vrste 3 planarna PCB-a: srednja
vrijednost 109 pg I-TEQ g™ Iw®
Mramorno more Razlicite vrste 63,30-508,71 ng g™ Iw
Napuljski zaljev, Italija 10 razlic¢itih vrsta 20 PCB-a: 407 (hobotnica)-

22287 (grge€) ng g™ Iw

®Www — masa svjeze namirnice (wet weight)

®lw — masa masnog tkiva (lipid weight) ispitivane namirnice



Prilog 3. Procijenjeni unos planarnih PCB kongenera u Kini za populaciju u gradu Schenzen-
u (Zhang i sur., 2008).

Grupa Konzumacija Dnevni unos (pg | Tjedni unos (pg | Mjese¢ni  unos
namirnica hrane (g/dan)® | WHO-TEQ/ dan) | WHO-TEQ/kg | (pg WHO-TEQ/
TM/ tjedan)® kg TM/ mjesec
Riba 109,1 37,1 4,33 18,5
Stoka 155,2 15,8 1,84 7,89
Perad 48,1 9,66 1,13 4,83
Povrée 228,8 2,12 0,25 1,06
Jaja 22,4 6,28 0,73 3,14
Mlijeko u prahu | 14,7 0,42 0,049 0,21
Biljno ulje 453 3,44 0,4 1,71
Zitarice 315,8 6,94 0,81 3,47
Ukupno 81,8 9,54 40,9

®Konzumacija svjeZe mase namirnica (g/dan)

°TM - tjelesna masa




