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UTICAJ ATRAZINA I BISFENOLA A NA FUNKCIJU GRANULOZA CELIJA OVARIJUMA
PACOVA

SAZETAK

Atrazin (ATR), jedan od najcesce koris¢enih herbicida, i bisfenol A (BPA), hemikalija
koja ulazi u sastav plastike, pripadaju grupi endokrinih ometaca koji, izmedu ostalog,
ispoljavaju negativne efekte na Zenski reproduktivni sistem, prvenstveno na nivou
steroidogeneze ovarijumskih granuloza celija. Cilj ove doktorske disertacije je da
proSiri saznanja o uticaju ATR i BPA na steroidogenezu granuloza ¢elija, ukaZe na
nova mesta delovanja ovih endokrinih ometaca, kao i da definiSe mehanizme preko
kojih ATR i BPA uticu na steroidogeni i ovulacioni potencijal granuloza ¢elija. In vitro
tretman primarne kulture granuloza ¢elija sa 20 uM ATR doveo je do smanjene
produkcije estradiola i povecane produkcije progesterona, kao i promena na nivou
ekspresije gena za protein uklju¢ene u steroidogenezu i diferencijaciju granuloza
¢elija (aromataza, LHR, StAR, dezmolaza) i ovulaciju (AREG, EREG, PGR). Mehanizam
delovanja ATR ukljuCuje promene u aktivnosti cAMP/PKA, ERK1/2/CEBP3 i Akt
signalnih puteva. In vivo tretman sa 50 mg/kg telesne mase ATR doveo je do smanjene
ekspresije gena ukljucenih u kontrolu ovulacije (EREG, PGR) i izostanka ovulacije kod
nezrelih Zenki pacova tretiranih gonadotropinima. In vitro tretman nezrelih granuloza
Celija sa 100 pM BPA doveo je do smanjenog stvaranja progesterona putem
naru$avanja homeostaze holesterola, Sto se ogleda u sekvestraciji holesterola u
perinukleusnom prostoru, smanjenoj ekspresiji gena za protein ABCA1, zaduZenog za
efluks holesterola, i povecanoj ekspresiji StAR proteina uklju¢enog u transport
holesterola i SREBP-1 proteina neophodnog za sintezu holesterola. Dobijeni rezultati
ukazuju na nove mehanizme preko kojih ATR i BPA uticu na funkciju granuloza celija
ovarijuma, kao i na potencijal za razvoj bolesti ovarijuma.

Kljucne reci: granuloza celije, atrazin, bisfenol A, steroidogeneza, ovulacija, signalni
putevi
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EFFECTS OF ATRAZINE AND BISPHENOL A ON THE RAT OVARIAN GRANULOSA
CELLS
ABSTRACT

Atrazine (ATR), a widely used herbicide, and bisphenol A (BPA), a chemical used in
manufacturing of the polycarbonate plastics, belong to the group of endocrine
disrupting chemicals. ATR and BPA exert adverse effects on ovarian granulosa cells’
steroidogenesis. The aim of this study was to expand the knowledge on the effects of
ATR and BPA, reveal new sites of ATR and BPA action in the ovary, and define the
mechanisms through which ATR and BPA affect steroidogenic and ovulatory potential
of granulosa cells. In vitro treatment of the primary culture of granulosa cells with 20
UM ATR caused a decrease in estradiol production, an increase in progesterone
production, as well as changes in the expression level of the genes involved in
steroidogenesis and differentiation of granulosa cells (Cyp19al, Lhr, Star, Cyp1lal)
and ovulation (Areg, Ereg, Pgr). The mechanism of ATR action involved changes in the
activity of cAMP/PKA, ERK1/2/CEBPf and Akt signaling pathways. In vivo treatment
with 50 mg/kg body weight ATR reduced the expression level of the ovulatory genes
(Ereg, Pgr) and blocked ovulation in the gonadotropin-treated immature female rats.
In vitro treatment of immature granulosa cells with 100 pM BPA decreased
progesterone production and altered cholesterol homeostasis, as evident by
cholesterol sequestration to the perinuclear area, decrease in the expression level of
the gene involved in cholesterol efflux (Abcal), and increase in the level of proteins
involved in cholesterol transport (StAR) and biosynthesis (SREBP-1). Results reveal
the novel mechanisms through which ATR and BPA impair function of ovarian
granulosa cells, as well as the potential relationship between exposure to these
endocrine disruptors and development of ovarian diseases.

Key words: granulosa cells, atrazine, bisphenol A, steroidogenesis, ovulation,
cholesterol

Research area: Biology
Area of special interest: Reproductive physiology and toxicology

UDC number: [678.5+632.954]:[612.4:[611.651:577.175.6]](043.3)



SADRZA]

L0 D 1
1.1. Ovarijumi i fOlIKUIOZENEZA .......oiiiirrinniisismsmssssss s 2
1.2. Steroidogeneza U OVarijuMIMa.... s ssssasass 4
1.3. Signalni mehanizmi u SteroidogeNezZi ... ————————— 7

1.3.1. Signalni putevi koje u granuloza ¢elijama aktivira FSH ... 7

1.3.2. Signalni putevi koje u granuloza ¢elijama aktivira LH.......ccconmenenecnsensensseseessesssesseesseceseeens 10
B 0 171 | P U - 12
1.5. ENAOKIINT OMETACH ..cociiusmcsssssssssmsssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s s s sssssssssssssssssssssssssssssssssssassssss 13

1.5.1. IzloZenost endoKIinim OMETACIMA ....uceeereeereesseeeseerseesesssessssesssssssessseesssssssssss s sssesssssssssssssssssssssens 14

1.5.2. Efekti endokrinih ometaca na [judski 0rganizam .......eeeeseeneeneseeseesssesssessssesseeseeens 15

1.5.3. Mehanizmi delovanja endoKrinih 0mMetaca ... essssssssssssssssssnns 15
3 LT U = V4 ) 17

1.6.1. MetabOliZam ATR .. reeseeeseeemsesssesssees e sssesssesssessseesssssssssssessseesssssssesssesssessssssssesssssssesssssssssssssssssssseeeas 19

1.6.2. BiOlOSKi €feKtl ATR oooiveieiirrsscr s sssssssessssssssssssssssss s sesssssss s ssssssssssssssssssanenes 20

1.6.3. Efekti ATR na Zenski reproduktiviii SISEEIMN. ..o ceeeeeeeseesseerssesseesseesseessssssesssesssessssesssesssesssessseeens 22
I 2 () 1 0 23

1.7.1. 1Z10ZENOSE [JUAL BPA ..ottt st s bbb s 24

1.7.2. Metabolizam BPA ...t sess e sssess st ss s e sssess s sssssssssssseens 26

1.7.3. BiOlOSKi €feKti BPA ...ttt sessssssss st sessssssssssssssss s sssess s ssssssssssssssssssasenes 26

1.7.4. Efekti BPA na Zenski reproduktivii SISTEM ........ocucurenieneeeseeesneeneesseessesisssssssssssessssesssssssssssesssssens 29

« CILJEVI ISTRAZIVANJA ..couretuueessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssessssssssssssssasesssssssssssessasssssasssssasssssases 31
« MATERIJAL I METODE ....cciiicitssisssssssssssssssssssssssss s s ssss s sssss s ssassss s sassssassssssassss s snanes 34
BT T 5 (-3 111 . 35

3.1.1. Hemikalije Za RIA @QNAlIZU .c..ovvurrereerreereeeseeseesecsssessess e seessssssessssssssssssesssesssessssssssssssssssesssesssessssssssssssssens 36

3.1.2. Hemikalije za kvantifikaciju genske eRSPresije ......eineneeeenesnseeseiseesssessseesssssseeseeens 36

3.1.3. Hemikalije za pERK1/2 enzimski imunotest (ELISA) na granuloza ¢elijama i

WESTEIN DIOT ANAlIZUL..civiieereieerresetss i s s s s 36
3.2. Eksperimentalne ZivotiN e .....imssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 37
3.3. Eksperimentalni diZajn ... 37

3.3.1. In vitro tretman primarne kulture nezrelih granuloza ¢elija sa ATR ...coocoreereerrerneenreereenneenns 37



3.3.2. In vivo tretman nezrelih Zenki pacova tretiranih gonadotropinima sa ATR .....ccoecnmeereerneenn.
3.3.3. In vitro tretman primarne kulture nezrelih granuloza ¢elija sa BPA....ccccoononennenneeneeneenn.
3.4. Sulforodamin B (SRB) analiza za odredivanje vijabilnosti ¢elija ...
3.5. Odredivanje koncentracije progesterona ELISA analizom.......ccoocvmsnsmsmsmsmsmssssssssssssssssssens
3.6. Odredivanje koncentracije estradiola radioimunolo$kom analizom ...
3.7. Odredivanje koncentracije CAMP ELISA analiZom ...

3.8.1zolacija RNK i reverzna transSKripcCija ... s

3.9. Relativna kvantifikacija genske eKspresije......uss

3.10. pERK enzimski imunoesej (ELISA) na granuloza ¢elijama.........ccummsmsmsmsmmsmsmsmsmssssssssssssessans
3.11. Odredivanje aktivnosti glutation S-transferaze (GST) ....ccusmmmmmsmsmsssmsmssmsmssssssssssssssssssas
BT 17200 T VT ) 3 T 0 (0

3.12.1. Liziranje ¢elija, odredivanje koncentracije proteina i priprema uzoraka za
natrijum dodecil sulfat poliakrilamid gel elektroforezu (SDS-PAGE) ....ccoocovvunenmeenmeenmeeereesneernserseennee

3.12.2. SDS-PAGE, transfer proteina na PVDF membranu, detekcija i kvantifikacija
00 Q0T D U ot

3.13. Bojenje Filipinom III ... ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssmsssasassssssssssssssssnsasasssssasssssssssanss

3.14. StatiStiCKA ANALIZA .voveersrrersersersessessnssssssssssssesssssassnsssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssassnssansassansn

T 0 A 1) I ST

4.1. In vitro efekat ATR na steroidogeni i ovulacioni potencijal granuloza celija ..........cccennee.

4.1.1. Efekat ATR na sintezu estradiola u bazalnim uslovima i tokom stimulacije
granuloza €elija Sa FSH i 8-BI-CAMP ...t sssess s ssssssssssssssesssss s sssessssssanees

4.1.2. Efekat ATR na nivo iRNK za aromatazu i LHR u bazalnim uslovima i tokom
stimulacije granuloza Celija sa FSH 1 8-Br-CAMP........co it ssesssssssssssssssssssanas

4.1.3. Efekat ATR na vijabilnost granuloza €elija ......ccoeerermeenreneenernserseesseesssessseeseesseesseessessessnes

4.1.4. Efekat ATR na nivo estradiola i iRNK za aromatazu i LHR u granuloza ¢elijama
tretiranim sa FSH i inhibitorom aktivacije ERK1/2 signalnog puta .......cccoenenenneneennerneeneeneenenns

4.1.5. Efekat ATR na nivo iRNK za proteine uklju¢ene u kontrolu procesa ovulacije tokom
stimulacije granuloza €elija S8 NCG.....c e sess s

4.1.6. Efekat ATR na nivo iRNK za CYP1B1 u granuloza ¢elijama tokom stimulacije sa FSH.......

4.1.7. Efekat aktivacije AHR signalnog puta na nivo iRNK za LHR u granuloza ¢elijama
tretiranim sa FSH, kao i kombinacijom FSH i eStradiola ...

4.1.8. Efekat ATR na produkciju progesterona i nivo iRNK za StAR, dezmolazu, ER i PGR
tokom stimulacije granuloza €elija Sa FSH ...t ssssss s ssesssssseees



4.1.9. Efekat ATR na nivo progesterona i iRNK za StAR i dezmolazu u granuloza ¢elijama

tretiranim sa FSH i inhibitorima aktivacije Akt i ERK1/2 signalnih puteva........coneneennees 65
4.1.10. Efekat ATR na fosforilaciju ERK1/2 u granuloza ¢elijama stimulisanim sa FSH ................ 66
4.1.11. Efekat ATR na fosforilaciju CREB i Akt i nivo C/EBP[3 proteina u granuloza

Celijama stimuliSanim SA FSH...icsssss s sssssssssssssssssssssssssssssssssesanes 67

4.1.12. Efekat ATR na nivo progesterona, iRNK za StAR i dezmolazu, fosforilaciju Akt i
nivo C/EBPf u granuloza ¢elijama tretiranim sa aktivatorima cAMP/PKA i EGFR signalnih

4.1.13. Efekat inhibitora PDE na fosforilaciju Akt, nivo C/EBPf3 proteina i iRNK za StAR u
granuloza ¢elijama stimulisanim sa FSH i kombinacijom FSH i ATR.....cnenenseennenseeseeeseeeneees 70

4.1.14. Efekat ATR na odnos progesterona i estradiola tokom stimulacije granuloza celija

4.2. In vivo efekat ATR na steroidogeni i ovulacioni potencijal granuloza ¢elija........c.ceeuenee. 73

4.2.1. Efekat ATR na broj oocita i nivo iRNK za proteine ukljucene u kontrolu procesa
ovulacije kod nezrelih Zenki pacova tretiranih gonadotropinima......c.coeeeeermeesseesseesseesseesssessseennes 73

4.2.2. Efekat ATR na nivo estradiola u serumu i iRNK za aromatazu, LHR i dezmolazu u
granuloza ¢elijama nezrelih Zenki pacova tretiranih sa @CG ......oereerrernreenmeesseesseessseeneeseesseesseesnees 74

4.2.3. Efekat ATR na nivo iRNK za CYP1B1 u granuloza ¢elijama, i na aktivnost GST

enzima u ovarijumima nezrelih Zenki pacova tretiranih sa €CG ... 76
4.3. In vitro efekat BPA na steroidogeni potencijal granuloza €elija.......c.ccouummnmsesnsssnsesesesssenns 77
4.3.1. Efekat BPA na vijabilnost granuloza Celija .....ceenermeeeeneeneernsesseesseesssessssesseesseesseessessessnes 77
4.3.2. Efekat BPA na ekspresiju gena za StAR u bazalnim uslovima i tokom stimulacije
ranuloZa €elija SA FSH ...ttt bbb bbb b 77
4.3.3. Efekat BPA na nivo iRNK za dezmolazu i 33-HSD u bazalnim uslovima.......coeneenreenreenne. 79
4.3.4. Efekat BPA na produkciju progesterona u bazalnim uslovima i tokom stimulacije
ranUloZa €elija SA FSH ..ttt ettt bbb s s 79
4.3.5. Efekat BPA na distribuciju i nivo holesterola u bazalnim uslovima ........cooneenennensinneenes 80

4.3.6. Efekat BPA na nivoe iRNK za proteine ukljucene u regulaciju homeostaze
holesterola u bazalnim USIOVIIMA ... s 81

4.3.7. Efekat kombinacije holesterola i BPA na ekspresiju gena za StAR i nivo iRNK za

ABCA1 u granuloza Celijama.. ..t 82

4.3.8. Efekat kombinacije razlicitih steroidogenih supstrata i BPA na produkciju

progesterona u granuloza CElIJAMA ...t sees s ssse bbb ss s s 83
LI D ] ] 1L 1 85

5. 1. Efekat ATR na steroidogeni i ovulacioni potencijal granuloza €elija.......c.coossemerrsnsesnasasens 86



LN O O £ IR V7 1 o =) (=) = U Y A 86

5.1.2. IN VIVO ERAL ATR ooeeeieeeeetetiseesseessecee s sssssse s sssass s s s s ss s s ssssssssssns 92
5.2. Efekat BPA na steroidogeni potencijal granuloza ¢elija......cummn. 95
6. ZAKLJUCCL.u.couiiruessusesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssassasssssssssssssssas essssssssssassasassasssssssssssssasassassssssssssssnans 99

0 0 2 102



1. UVOD



1.1. Ovarijumi i folikulogeneza

Ovarijumi predstavljaju deo Zenskog reproduktivnog sistema Cija je osnovna
uloga oslobadanje zrele oocite u cilju fertilizacije i uspesSnog produZavanja vrste. Osim
toga, ovarijumi imaju i endokrinu ulogu, buduéi da su ukljuceni u sintezu steroidnih
hormona koji kontroliSu razvoj i funkciju ovarijuma, ispoljavanje Zenskih sekundarnih
polnih karakteristika, kao i odrzavanje trudnoce.

Folikul predstavlja osnovnu funkcijsku jedinicu ovarijuma. Folikuli ovarijuma
sisara sastoje se od unutrasnje oocite, okruZene jednim ili viSe slojeva folikulskih
(granuloza) celija, i spoljaSnjeg sloja teka ¢elija. Tokom razvoja, folikul prolazi kroz
stadijume primordijumskog, primarnog, sekundarnog (preantrumskog), tercijarnog
(antrumskog) i preovulacijskog (Grafovog) folikula. Razvoj folikula od
primordijumskog do antrumskog stadijuma odvija se kontinuirano i nezavisno od
delovanja gonadotropnih hormona, a zapocinje inicijalnim regrutovanjem folikula. U
antrumskoj fazi, zahvaljujuci ciklicnoj stimulaciji gonadotropinima, mali broj folikula
dostiZze preovulacionu fazu koja se javlja nakon puberteta, dok ostatak podleze
degenerativnim promenama oznacenim kao atrezija. Ovaj proces oznacen je kao
cikli¢no regrutovanje folikula (McGee i Hsueh, 2000) (Slika 1.1).

Formiranje primordijumskih folikula kod Zena zapocinje pre rodenja, pri cemu se
maksimalni broj od 7 miliona primordijumskih folikula dostiZze oko 20. nedelje
embrionalnog razvoja. Broj folikula tokom fetusnog razvoja dramati¢no se smanjuje,
tako da u trenutku rodenja postoji oko 300 000 do 400 000, dok u periodu nastupanja
puberteta u ovarijumima Zena preostane priblizno 200 000 primordijumskih folikula.
Tokom reproduktivnog perioda, zahvaljujuci kontinuiranom regrutovanju, odnosno
rastu primordijumskih i primarnih folikula i njihovom prelasku u kasnije stadijume,
dolazi do postepenog smanjenja ovarijumske rezerve folikula, Sto za posledicu ima
pojavu menopauze (McGee i Hsueh, 2000). Kod Zena proces sazrevanja Grafovog
folikula od primordijumskih traje priblizno godinu dana (Erickson, 2009). Kod pacova

se formiranje primordijumskih folikula zavrSava do tre¢eg dana Zivota, a razvoj



folikula se odvija mnogo brZe nego kod Zena. Vreme potrebno da regrutovani
primordijumski folikul dostigne preantrumski stadijum iznosi visSe od 30 dana, dok
transformacija sekundarnog u rani antrumski folikul traje priblizno 28 dana. Kada
folikuli dostignu rani antrumski stadijum, podleZu ciklicnom regrutovanju, tako da

nakon 2-3 dana dostiZu preovulacioni stadijum (McGee i Hsueh, 2000).

Ovulacija

CIKLICNO REGRUTOVANJE /

INICIJALNO REGRUTOVANJE

Sekundarni folikuli

’r 7
/

Kontinuirano inicijalno regrutovanje folikula Smanjenje broja primordijalnih folikula

Slika 1.1. Inicijalno i cikli¢no regrutovanje folikula. Preuzeto iz McGee and Hsueh (2000) uz
modifikacije. Detalji u tekstu.

Folikulo-stimuliSu¢i hormon (FSH) se oslobada iz hipofize i odgovoran je za
razvoj folikula od antrumskog do preovulacionog stadijuma, aktivacijom FSH
receptora na membrani nezrelih granuloza Celija. Nakon vezivanja FSH za receptor
dolazi do proliferacije, rasta i diferencijacije granuloza celija. U granuloza celijama
stimulisanim sa FSH povecava se ekspresija gena za protein ciklin D2, koji se vezuje za
ciklin zavisne kinaze 4, Sto inicira progresiju kroz G1 fazu ciklusa i proliferaciju
granuloza Celija. Pored toga, FSH povecava ekspresiju aromataze, enzima odgovornog
za konverziju androgena u 17f-estradiol, kao i receptora luteiniziraju¢eg hormona

(engl. luteinizing hormone receptor; LHR) (Shimada i Yamashita, 2011). Tokom razvoja



folikula pod uticajem FSH dolazi do funkcionalnog razdvajanja granuloza celija na
muralne i kumulusne cCelije. Muralne celije okruzuju antrum i eksprimiraju
steroidogene gene, ukljuCujuc¢i aromatazu i dezmolazu (engl. cholesterol side-chain
cleavage enzyme, CYP11A1), kao i LHR. Kumulusne C¢elije okruZuju oocitu, ne
eksprimiraju steroidogene gene, ali je pokazana specifi¢cna ekspresija anti-milerovog
hormona, receptora za androgene hormone i grupe proteina koji ucestvuju u
formiranju vancelijskog matriksa (Diaz i sar., 2007). Razlic¢ita ekspresija gena izmedu
muralnih i kumulusnih ¢elija je posledica delovanja parakrinih faktora iz oocite (Eppig
i sar., 1997). Medutim, ekspresija i prisustvo LHR detektovana je na membrani
humanih kumulusnih granuloza ¢elija (Baumgarten i sar., 2014). OtpusStanje LH iz
hipofize dovodi do daljeg razvoja folikula od preovulacionog do ovulacionog

stadijuma, ovulacije i formiranja Zutog tela.

1.2. Steroidogeneza u ovarijumima

Estrogeni i progesteron predstavljaju steroidne hormone koji se stvaraju u
ovarijumima pod dejstvom FSH, odnosno LH. Sinteza estrogena se odvija po modelu
“dva gonadotropina, dva celijska tipa”, s obzirom da ukljucuje nekoliko enzimskih
reakcija koje se odvijaju u teka i granuloza ¢elijama ovarijuma. U teka celijama se pod
uticajem LH sintetiSu androgeni, koji difunduju preko bazalne membrane do
granuloza Celija, gde se pod uticajem FSH prevode u estrogene. Sinteza progesterona
se u manjoj meri odvija u granuloza Celijama tokom razvoja antrumskog folikula pod
dejstvom FSH, dok se mnogo vece koliine ovog steroidnog hormona stvaraju u
preovulacionim granuloza €elijama, kao i luteinskim ¢elijama Zutog tela pod dejstvom
LH.

Zajednicki prekursor za sve steroidne hormone je holesterol, te je njegova
dostupnost kritiCan uslov za postizanje optimalne steroidogeneze. Holesterol koji
steroidogene cCelije koriste za sintezu hormona moze se dobaviti na najmanje Cetiri
nacina: de novo sintezom u endoplazmatskom retikulumu, endocitozom lipoproteina

male gustine (engl. low density lipoprotein, LDL), hidrolizom holesterol estara



deponovanih u lipidnim kapima i selektivnim transportom lipoproteina velike gustine
(engl. high density lipoprotein, HDL) preko membranskog proteina oznacenog kao SR-
B1 (engl. scavenger receptor class B member 1) (Hu i sar., 2010; Miller i Bose, 2011).

Sinteza holesterola vrsi se u endoplazmatskom retikulumu od acetil koenzima A
(acetil CoA) i obuhvata veci broj enzimskih reakcija, pri ¢emu klju¢an korak u sintezi
holesterola predstavlja prevodenje 3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA) u
mevalonat posredstvom enzima HMG-CoA reduktaza (HMGCR) (Hampton, 2002).
Transkripciona kontrola ekspresije najmanje 30 gena koji kodiraju enzime ukljucene
u proces biosinteze holesterola i lipida, uklju¢uju¢i i HMGCR, regulisana je
kompleksom proteina smestenim u endoplazmatskom retikulumu, a sastoji se od
vezujuCeg proteina za sterolni regulatorni element (engl sterol regulatory element
binding protein, SREBP) i proteina koji aktivira isecanje SREBP (engl. SREBP cleavage
activating protein, SCAP). Kada u ¢eliji nema dovoljno holesterola, SREBP vezan za
SCAP odlazi do GoldZijevog aparata, gde podleZe proteolitickom secenju, Sto dovodi do
oslobadanja transkripcionog faktora. Ovaj transkripcioni faktor potom odlazi u jedro,
gde se vezuje za sterolni element odgovora (engl. sterol response element, SRE) u
okviru promotorskih regiona ciljnih gena koji kodiraju enzime uklju¢ene u proces
biosinteze holesterola i lipida (Weber i sar., 2004).

[ako celije ovarijuma poseduju sposobnost de novo sinteze holesterola, zbog
velike potrebe za holesterolom tokom steroidogeneze, najzastupljeniji nacin njegovog
ulaska u celije je putem cirkuliSu¢ih lipoproteina. Osim toga, unos holesterola u
steroidogene celije zavisi od vrste kojoj organizam pripada. Tako je kod ljudi
receptorom posredovana endocitoza primaran nacin ulaska holesterola u ¢elije, dok je
kod glodara najzastupljeniji selektivni transport HDL preko SR-B1 (Hu i sar., 2010;
Miller i Bose, 2011).

Nakon ulaska HDL u steroidogenu celiju glodara, u citoplazmi se oslobada
holesterol delovanjem hormon-senzitivne lipaze (engl. hormone-sensitive lipase, HSL),
enzima kodiranog Lipe genom. Slobodni holesterol se transportuje do mitohondrija

gde predstavlja supstrat za steroidogenezu (Miller i Bose, 2011). Enzim acetil koenzim



A holesterol acil transferaza (engl. acetyl-CoA acetyltransferase, ACAT) konvertuje
visak slobodnog holesterola do holesterol estara i na taj nacin ga skladisti u celiji
(Chang i sar., 2009). Dostupnost holesterola za steroidogenezu regulisana je i
reverznim transportom, odnosno, njegovim efluksom pod dejstvom ABC transportera
(engl. ATP-binding cassette transporters), ABCA1 i ABCG1 (Kaminski i sar., 2006).

Sinteza estradiola u granuloza celijama zapocinje sintezom androgena u teka
¢elijama. Holesterol dospeva do spoljasnje mitohondrijske membrane teka ¢elija gde
ga steroidogeni akutni regulatorni protein (engl steroidogenic acute regulatory
protein, StAR) transportuje do unutraSnje mitohondrijske membrane, gde se nalazi
enzim dezmolaza koji konvertuje holesterol u pregnenolon. Pregnenolon se zatim u
glatkom endoplazmatskom retikulumu prevodi u progesteron aktivnos¢u enzima 3(-
hidroksisteroid dehidrogenaze (3B3-HSD) ili u dehidroepiandrosteron (DHEA)
delovanjem 17a-hidroksilaze/C17-20 liaze (CYP17A1). Nastali progesteron i DHEA se
zatim konvertuju u androstendion delovanjem enzima CYP17A1, odnosno, 33-HSD.
Androstendion se potom prevodi u testosteron aktivnoS¢u enzima 17f3-
hidroksisteroid dehidrogenaze (17p-HSD). Androstendion moZe da difunduje do
granuloza cCelija, gde se pod dejstvom enzima aromataze prevodi u slab estrogen,
estron, koga 17(3-HSD prevodi u najpotentniji estrogen, estradiol. Testosteron nastao
u teka celijama difunduje do granuloza celija, gde ga aromataza takode konvertuje u
estradiol (Hannon i Flaws, 2015) (Slika 1.2).

Osim aromataze, u granuloza Celijama se tokom stimulacije sa FSH povecava i
ekspresija StAR i dezmolaze (Wayne i sar., 2007), Sto rezultuje sintezom
progesterona. Progesteron je osnovni hormon koga stvara Zuto telo, pod dejstvom LH.
Sinteza progesterona zapocinje aktiviranjem FSH receptora na membrani granuloza,
odnosno, LHR na membrani granuloza-luteinskih celija. Aktivacija receptora dovodi
do indukcije ekspresije StAR proteina, dezmolaze i 33-HSD. Holesterol se uz pomo¢
StAR proteina transportuje do unutrasnje mitohondrijske membrane, gde ga

dezmolaza konvertuje u pregnenolon. Pregnenolon se zatim na nivou glatkog
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endoplazmatskog retikuluma prevodi u progesteron aktivno$¢u enzima 3(-HSD

(Hannon i Flaws, 2015).
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Slika 1.2. Steroidogeneza u ovarijumima. Detalji u tekstu.

1.3. Signalni mehanizmi u steroidogenezi

1.3.1. Signalni putevi koje u granuloza ¢elijama aktivira FSH

Svoje efekte u granuloza celijama FSH ostvaruje modulacijom aktivnosti
nekoliko signalnih puteva (Slika 1.3). Vezivanjem FSH za receptor koji pripada familiji
receptora spregnutih sa proteinom G (engl G protein-coupled receptors, GPCR)
primarno dolazi do aktivacije adenil ciklaze (engl. adenylyl cyclase, AC), sinteze 3'-5'-
ciklicnog adenozin monofosfata (engl. 3',5"-cyclic adenosine monophosphate, cAMP) i
aktivacije protein kinaze A (engl. protein kinase A, PKA), Sto dovodi do fosforilacije i
aktivacije nekoliko transkripcionih faktora, ukljucuju¢i i CREB (engl. cAMP response
element-binding protein). U granuloza celijama, CREB je odgovoran za regulaciju
ekspresije mnogih gena, ukljucuju¢i one koji kodiraju aromatazu i a subjedinicu

inhibina (Hunzicker-Dunn i Maizels, 2006).



Unutarcelijska koncentracija cAMP regulisana je njegovom de novo sintezom,
kao i nivoom degradacione aktivnosti cAMP-specificnih fosfodiesteraza (engl. cAMP-
specific phosphodiesterase, cPDE). Fosfodiesteraze su prisutne u ovarijumima, pri
¢cemu su PDE3 specificne za oocite, a PDE4 za granuloza celije (Conti i sar., 2002).
PDE4D ima znacajnu ulogu u regulaciji nivoa cAMP tokom diferencijacije granuloza
¢elija, ali i ovulacije. Pokazano je da nedostatak PDE4D kod miSeva dovodi do
promena u akumulaciji cAMP nakon delovanja LH, kao i smanjenja fertilnosti i stope
ovulacije kod Zenki. Osim toga, posledice nedostatka PDE4D ukljucuju luteinizaciju
antrumskih folikula u kojima su prisutne zarobljene oocite, kao i promene u ekspresiji
gena ukljucenih u ovulaciju, kao $to su ciklooksigenaza-2 i receptor za progesteron
(PGR) (Parki sar., 2003).

FSH dovodi i do aktivacije fosfatidilinozitol 3-kinaze (engl. phosphatidylinositol
3-kinase, PI3K). Pokazano je da u granuloza Celijama stimulisanim sa FSH, PKA
fosforiliSe IRS1-supstrat 1 insulinskog receptora na Tyr989, koji vezuje regulatornu
subjedinicu PI3K veli¢ine 85 kDa, Sto uzrokuje aktivaciju kataliticke subjedinice ove
kinaze. Aktivacija PI3K dovodi do aktivacije protein kinaze B (poznate i kao Akt),
fosforilacijom na Thr308 i Ser473 (Hunzicker-Dunn i sar., 2012). Fosforilacija Akt u
granuloza ¢elijama deSava se ve¢ 10 min nakon tretmana sa FSH, dostiZze maksimum
nakon 1 h, ostaje na tom nivou do 6 h, a zatim se smanjuje. Sekundarna fosforilacija se
javlja kasnije, 12 h nakon stimulacije, dok se maksimalna stimulacija detektuje 48 h
nakon primene FSH (Gonzalez-Robayna i sar., 2000). VaZna uloga ovog signalnog puta
u diferencijaciji granuloza Celija dokazana je sposobno$¢u PI3K inhibitora vortmanina
da ispoljava inhibitoran uticaj na sintezu estradiola i progesterona tokom stimulacije
granuloza Celija sa FSH (Zeleznik i sar., 2003). FOXO (engl. forkhead box-containing
protein) proteini su najpoznatiji transkripcioni faktori koje fosforiliSe Akt u odgovoru
na FSH, a ucestvuju u regulaciji ekspresije gena koji reguliSu proliferaciju granuloza
¢elija (Hunzicker-Dunn i Maizels, 2006).

U nezrelim granuloza Celijama, FSH dovodi i do aktivacije malog GTP vezujuceg

proteina, oznacenog kao RAS, Sto ima za posledicu aktivaciju RAF, zatim MEK1 (engl.



mitogen-activated protein kinase kinase), i na kraju vancelijskim signalima regulisanih
kinaza 1 i 2 (engl. extracellular signal-regulated kinases 1 and 2, ERK1/2). Aktivacija
RAS proteina odvija se direktno putem SRC familije kinaza ili indirektno putem
oslobadanja epidermalnom faktoru rasta (engl. epidermal growth factor, EGF)-sli¢nih
proteina, amfiregulina (AREG), epiregulina (EREG) i betacelulina (BTC), a zatim i
aktivacije EGF receptora (Wayne i sar., 2007). U granuloza c¢elijama stimulisanim sa
FSH, ERK1/2 signalna kaskada je odgovorna za povelanje ekspresije StAR i
dezmolaze, markera luteinizacije granuloza ¢elija (Wayne i sar., 2007). Osim toga, ovaj
signalni put ispoljava inhibitorni efekat na ekspresiju aromataze u nezrelim granuloza
¢elijama (Andric i Ascoli, 2006; Fan i sar., 2009).

Tokom stimulacije sa FSH, znacajnu ulogu u diferencijaciji granuloza celija i
razvoju preovulacionog folikula ima estradiol, koji deluje u autokrinom maniru i time
pojacava delovanje FSH. Efekti estradiola na folikulogenezu posredovani su
aktivnoS¢u dva receptora za estrogene (ER), ERa i ER, pri ¢emu je ERB prisutan u
granuloza celijama tokom rasta folikula i njegova ekspresija je regulisana
gonadotropinima, dok je ERa dominantno eksprimiran u teka ¢elijama (Britt i Findlay,
2003). Znacaj ERP u folikulogenezi i ovulaciji ispitan je koris¢enjem knockout miSeva,
pri ¢emu je pokazano da odsustvo ERB naruSava ekspresiju aromataze i LHR, Sto ima
za posledicu manju stopu ovulacije kod Zenki miSeva (Couse i sar., 2005). Osim
klasi¢tnog ER[ receptora, estradiol se u granuloza ¢elijama vezuje i za membranski
estrogenski GPCR, poznat i kao GPER, koji posreduje u brzim, negenomskim efektima
estradiola. Pokazano je da GPER ucestvuje u sprecavanju maturacije oocite kod
zebrica (Danio rerio). Sa druge strane, u ovarijumima miseva starih 5 meseci koji ne

poseduju GPER, folikulogeneza se odvija normalno (Edson i sar., 2009).
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Slika 1.3. Signalni putevi koje u granuloza ¢elijama aktivira FSH. Detalji u tekstu.
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1.3.2. Signalni putevi koje u granuloza ¢elijama aktivira LH

Vezivanjem LH za svoj receptor na membrani muralnih granuloza ¢elija dolazi
do aktivacije nekoliko signalnih puteva, ukljuCuju¢i cAMP/PKA i ERK1/2 (Hunzicker-
Dunn i Maizels, 2006) (Slika 1.4). Aktivacija ERK1/2 signalnog puta zauzima centralno
mesto u delovanju LH na proces transformacije granuloza Celija od ¢elija koje sintetiSu
estradiol do onih koje sintetiSu progesteron, kao i u procesima vezanim za ovulaciju
(Fan i sar., 2009). Aktivacija ERK1/2 pod dejstvom LH odvija se preko oslobadanja
EGF-slicnih faktora, AREG, EREG i BTC. AREG, EREG i BTC se sintetiSu kao
membranski integralni proteini koji se pod uticajem metaloproteinaza oslobadaju kao
aktivne forme, Sto zatim omogucava njihovo vezivanje za EGF receptore na membrani
muralnih i kumulusnih ¢elija (Panigone i sar., 2008). Aktivacija EGF receptora ima za

posledicu aktivaciju ERK1/2, koja se uocava i nakon 6-9 h, sto deluje antagonisti¢ki na
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signalne puteve Kkoji ispoljavaju stimulatorni efekat na ekspresiju aromataze.
Pokazano je da je ova produZena, ali ne i primarna, kratkotrajna fosforilacija zavisna
od protein kinaze C (engl protein kinase C, PKC), kao i od broja gonadotropnih
receptora na membrani granuloza Celija (Andric i Ascoli, 2006; Fan i sar., 2009).
Znacaj ERK1/2 signalne kaskade dokumentovan je koriS¢enjem knockout miSeva, gde
je pokazano da nedostatak ERK1/2 u granuloza celijama u potpunosti sprecava
ovulaciju, luteinizaciju i sazrevanje oocite, procese posredovane dejstvom LH (Fan i
sar., 2009).

Najznacajniji transkripcioni faktori aktivirani od strane ERK1/2 u
preovulacionim granuloza Celijama su C/EBP (engl. CCAAT-enhancer-binding protein)
o i B. Ekspresija C/EBPa dostize maksimum 4 h nakon tretmana sa humanim
horionskim gonadotropinom (engl. human chorionic gonadotropin, hCG), a potom
opada na bazalni nivo, dok ekspresija C/EBPf zapocinje 2 h nakon hCG tretmana,
dostiZze maksimum izmedu 12 hi 16 h, a zadrzava se i 48 h nakon tretmana. Pokazano
je da odsustvo C/EBPa umereno smanjuje stopu ovulacije (30%), ali su Zenke miSeva i
dalje fertilne, dok odsustvo C/EBPf ispoljava veci inhibitorni uticaj na ovulaciju i
luteinizaciju. Odsustvo oba transkripciona faktora dovodi do potpunog odsustva
ovulacije i sterilnosti Zenki miSeva. Analizom profila genske ekspresije kod knockout
miSeva za C/EBPa i C/EBPf identifikovani su geni ¢ija je ekspresija kontrolisana od
strane ova dva transkripciona faktora. Rezultati su pokazali da C/EBPa/f3 u€estvuju u
formiranju i odrzavanju Zutog tela, vaskularizaciji nakon prskanja folikula i
steroidogenezi, prvenstveno putem regulacije ekspresije StAR i dezmolaze (Fan i sar.,
2011). Pored toga, pokazano je da odsustvo C/EBP[} spre¢ava smanjenje aromataze u

preovulacionim granuloza Celijama uzrokovano delovanjem LH (Sterneck i sar., 1997).
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Slika 1.4. Signalni putevi koje u granuloza ¢éelijama aktivira LH. Detalji u tekstu.
1.4. Ovulacija

Ovulacija je kompleksan proces koji podrazumeva oslobadanje oocite iz folikula u
tatno odredeno vreme, a nastaje kao posledica akutnog povecanja nivoa LH koje se
naziva preovulacioni LH talas. Tada dolazi do nastavka mejoze oocite, ekspanzije
kumulusnih celija, prskanja zida folikula i oslobadanja oocite. Muralne granuloza celije
i teka celije transformisu se u luteinske celije, formiraju Zuto telo i zapocCinju sintezu i
sekreciju progesterona, koji ima osnovnu ulogu u odrZavanju trudnoce (Russell i
Robker, 2007). Ukoliko ne dode do oplodnje, nivo progesterona postepeno opada i
10-12 dana nakon ovulacije dolazi do regresije Zutog tela.

Progesteron ispoljava znacajnu ulogu i tokom ovulacije. Svoje efekte ostvaruje
vezivanjem za PGR, koji pripada familiji nukleusnih receptora koji funkcionisu kao
transkripcioni faktori. PGR je znacajan za regulaciju transkripcije odredenih gena
tokom ovulacionog perioda, posebno onih koji su neophodni za uspesno oslobadanje

oocite iz preovulacionog folikula (Robker i sar., 2009).
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1.5. Endokrini ometaci

Ksenobiotici (grc. xeno-strani, bios-Zivi) su supstance koji organizmi normalno ne
proizvode, a u organizam dospevaju udisanjem, ishranom, apsorpcijom preko koze,
intravenski i sl. Mogu da poticu iz prirodne hrane (alkaloidi, flavoni), ili da
predstavljaju supstance koje su namerno ili nenamerno unete u organizam.
Ksenobioticima pripadaju i hemikalije koje je covek sintetisao za svoje potrebe, a koje
nekontrolisano dospevaju u zZivotnu sredinu, kao Sto su pesticidi, hemikalije koje se
koriste u proizvodima od plastike, razni usporivaci gorenja, i dr.

Tokom poslednjih 30 do 40 godina moderan nacin Zivota doveo je do porasta
proizvodnje hemikalija kojima su ljudi svakodnevno izloZeni. Uporedo s porastom
broja hemikalija, u humanoj populaciji doslo je i do naglog porasta stope mnogih
bolesti, kao Sto su gojaznost, dijabetes, neplodnost, astma, autizam i tumori raznih
organa. lako je vrlo verovatno da je za ovakav porast stope bolesti odgovoran ve¢i broj
faktora, postoji opravdana zabrinutost da izlaganje hemikalijama iz spoljasnje sredine
ima znacajnu ulogu.

Posebna paZnja poslednjih decenija poklanja se hemikalijama koje imaju
sposobnost da menjaju homeostazu endokrinog sistema organizma, oznacenim kao
endokrini ometaci (engl. endocrine disrupting chemicals, EDCs). Americka agencija za
zaStitu Zivotne sredine (engl. U.S. Enivornmental Protection Agency, EPA), definiSe
endokrine ometace kao egzogene agense koji menjaju sintezu, sekreciju, transport,
metabolizam, vezivanje ili eliminaciju prirodnih hormona, odgovornih za odrzavanje
homeostaze, kao i reproduktivnih i razvojnih procesa u organizmu. Prema poslednjoj
proceni Svetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organisation, WHO) iz
2012. godine, pribliZzno 800 hemikalija koje se koriste u svakodnevnom Zivotu
poseduju osobine endokrinih ometaca (Bergman i sar., 2012).

Ne postoji jedinstvena klasifikacija hemikalija koje se mogu oznaciti kao
endokrini ometaci ili kao potencijalni endokrini ometaci. Prema Diamanti-Kandarakis
i sar. (2009), endokrini ometaci se mogu svrstati u dve kategorije:

1) prirodne hemikalije koje se nalaze u ljudskoj i Zivotinjskoj hrani (npr.
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fitoestrogeni: genistein i kumestrol)
2) sinteticke hemikalije koje se dalje mogu klasifikovati na slede¢i nacin:
- sastojci industrijskih rastvaraca ili maziva, kao i njihovi nusproizvodi (npr.
polihlorovani bifenili (PCB), polibromovani bifenili (PCDD), dioksini)
- hemikalije koje ulaze u sastav plastike (npr. bisfenol A (BPA))
- pesticidi (npr. dihlordifenil-trihloretan (DDT), atrazin (ATR))
- fungicidi (npr. vinklozolin)

- farmakoloski proizvodi (npr. dietilstilbestrol (DES))

1.5.1. IzloZzenost endokrinim ometacima

Endokrini ometaci dospevaju u ljudski organizam na razlicite nacine:

1) Unos hrane i vode: endokrini ometaci kao $to su PCB, dioksini, DDT i ATR
najcesce se nalaze u industrijskom otpadu, zemljiStu kontaminiranom pesticidima ili u
podzemnim vodama, te u ljudski organizam dospevaju tokom ishrane. Osim toga,
otpustanje hemikalija kao Sto su BPA i ftalati iz ambalaZe u hranu i pi¢e predstavlja jos
jedan primer unosa endokrinih ometaca u ljudski organizam ovim putem.

2) Kontakt s kozom i/ili inhalacija: ljudski organizam moZe do¢i u kontakt s
pesticidima koji se Cesto koriste u poljoprivredi, domacinstvima i kontroli zaraznih
bolesti koje se prenose vektorima (DDT, hlorpirifos, vinkozolin, piretroidi) putem
inhalacije i/ili koZe. Osim toga, hemikalije kao $to su bromovani usporivaci gorenja,
koji se koriste prilikom proizvodnje namesStaja, mogu na ovaj nacin dospeti u
organizam. Ljudi su putem koZe svakodnevno izloZeni i ftalatima i parabenima, koji
se nalaze u kozmetici i proizvodima za li¢nu negu.

3) Intravenski: pokazano je da hemikalije poput ftalata, koje ulaze u sastav cevcica
koje se koriste prilikom davanja infuzije, dospevaju u ljudski organizam intravenskim
putem.

4) Unos putem placente i mleka: tokom trudnoce, endokrini ometaci koji su

uskladiSteni u masnom tkivu majke, mogu proc¢i kroz placentu i ispoljiti negativne
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uticaje na fetus. Pored toga, pojedini endokrini ometaci detektovani su u mleku i

tokom dojenja se unose u organizam deteta (Gore i sar., 2014).

1.5.2. Efekti endokrinih ometaca na ljudski organizam

Smatra se da spoljaSnje okruZenje ima ulogu u nastanku pribliZzno 80%
najsmrtonosnijih bolesti, kao Sto su tumori, ali i respiratorna i kardiovaskularna
oboljenja. Sve je veci broj dokaza da endokrini ometaci u velikoj meri doprinose
ovakvoj statistici, s obzirom da su poremecaji funkcije endokrinog sistema u osnovi
mnogih bolesti. Ucestalost poremecaja povezanih s endokrinim sistemom, poput
oboljenja muskog reproduktivnog sistema (kriptorhizam, hipospadija, tumor testisa),
preranog ulaska devojCica u pubertet, tumora mozga i neurobihevioralnih
poremecaja, u velikom je porastu tokom poslednjih nekoliko desetina godina.
Povecanje incidence ovih bolesti u korelaciji je sa pove¢anom produkcijom hemikalija.
Svetska proizvodnja plastike tokom poslednjih 40 godina porasla je Sest puta, sa 50
miliona tona, na blizu 300 miliona tona godiSnje, koliko iznosi danas. Slican trend
prisutan je i kod drugih hemikalija, ukljucujuéi pesticide, usporivace gorenja,
rastvarace i surfaktante (Gore i sar., 2014). Ove, ali i mnoge druge hemikalije poput
PCB, BPA i ftalata detektovane su u ljudskom serumu, masnom tkivu i krvi iz pupcane
vrpce (Skakkebaek i sar., 2011; Gerona i sar., 2013; Buck Louis i sar., 2014). Iako je ve¢
duZe vreme jasno da postoji veza izmedu izloZenosti ljudi hemikalijama i povecane
uCestalosti odredenih bolesti, eksperimenti na Zivotinjama, kao i brojni in vitro
eksperimenti sprovedeni tokom poslednjih godina pruZzili su obilje dokaza koji te

navode dodatno potvrduju.

1.5.3. Mehanizmi delovanja endokrinih ometaca

S obzirom da su supstance okarakterisane kao endokrini ometaci veoma
raznovrsnog porekla i strukture, veoma je teSko pretpostaviti njihov mehanizam
delovanja. Osim toga, ponekad se deSava da metabolit ispoljava Stetnije efekte nego
sama supstanca. Istrazivanja koja se odnose na definisanje mehanizama delovanja

endokrinih ometaca u ogromnom su porastu poslednjih nekoliko decenija. Prvobitno
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se smatralo da endokrini ometaci ispoljavaju negativne efekte iskljucivo
ostvarivanjem direktne interakcije s nukleusnim hormonskim receptorima,
prvenstveno sa estrogenskim, androgenim, progesteronskim i tiroidnim receptorima.
Na ovaj nacin endokrini ometaci funkcioniSu kao antagonisti ili agonisti receptora,
odnosno, blokiraju ili oponaSaju efekte prirodnih hormona. Medutim, iako su
interakcije izmedu pojedinih endokrinih ometaca i nukleusnih hormonskih receptora
potvrdene, danas se zna da su mehanizmi delovanja endokrinih ometaca daleko
kompleksniji nego Sto se pretpostavljalo (Kabir i sar., 2015).

Osim vezivanja za nukleusne hormonske receptore, mnogi endokrini ometaci
aktiviraju arilhidrokarbonski receptor (engl. aryl hydrocarbon receptor, AHR). AHR je
transkripcioni faktor koji se aktivira vezivanjem razli¢itih liganada, te posreduje u
bioloSkim odgovorima celija na vrlo razli¢ite prirodne i sintetske hemikalije.
Najznacajniji ligand za ovaj receptor je 2,3,7,8-tetrahlorodibenzo-p-dioksin (TCDD),
koji nastaje prilikom spaljivanja organskog otpada, ali i kao nusproizvod u organskoj
hemijskoj industriji. Osim toga, pokazano je i da druge supstance, ukljucujuci
policiklicne aromati¢ne ugljovodonike, ispoljavaju visok afinitet za ovaj receptor.
Nakon vezivanja liganda, AHR prelazi u nukleus, gde se vezuje za sekvence na DNK
oznaCene kao XRE (engl. xenobiotic response elements) i reguliSe ekspresiju razli€itih
gena, ukljucujudi i gene koji pripadaju prvoj fazi metabolizma ksenobiotika kao $to su
CYP1A1i CYP1B1 (Swedenborg i sar., 2009). CYP1A1 ucestvuje u eliminaciji mnogih
supstanci iz organizma, a posebno policikliénih aromati¢nih ugljovodonika.
Konstitutivna ekspresija ovog enzima u jetri i drugim organima je mala, ali je visoko
inducibilna aktivno$¢u AHR liganada (Roos i sar., 2002). CYP1B1 kataliSe bioaktivaciju
prokarcinogena i promutagena koji mogu da izazovu oSteCenja na DNK, a takode
uCestvuje i u katabolizmu estradiola, putem konverzije ovog hormona u 4-
hidroksiestradiol (Smerdova i sar., 2014). Ovaj enzim eksprimira se u mnogim tkivima
kao Sto su bubrezi, prostata, ovarijumi, nadbubezne Zlezde i testisi (Shimada i sar.,

2003). Indukcija CYP1B1 se vrsi preko AHR, medutim pokazano je da u steroidogenim
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¢elijama ovaj protein moZe biti indukovan i putem koji nije zavisan od AHR (Zheng i
sar., 2003).

Transport i dostupnost hormona su takode meta delovanja pojedinih
endokrinih ometaCa, putem kompeticije sa hormonima za ista vezna mesta na
globulinima koji u krvnoj plazmi vezuju endogene hormone (engl. hormone-binding
globuline, HBG) i na taj nac¢in omogucavaju njihov transport. Enzimi ukljuceni u proces
biosinteze i metabolizma hormona takode predstavljaju znaCajna mesta delovanja
endokrinih ometaca (Yang i sar., 2015).

Jo§ jedan mehanizam putem koga endokrini ometaci ostvaruju efekte jesu
promene u Celijskoj signalizaciji. Pokazano je da BPA i DES imaju sposobnost
aktivacije ER posredstvom ERK1/2 i PI3K u MCF7 humanoj celijskoj liniji
adenokarcinoma dojke (Li i sar., 2006). Pored toga, pojedini endokrini ometaci
aktiviraju PKC, za koju je pokazano da ucestvuje u modulaciji transkripcione aktivnost
ER (Thorne i sar., 2013), dok je za BPA pokazano da dovodi do brze aktivacije ERK1/2
signalnog puta u GH3/B6/F10 ¢elijskoj liniji tumora hipofize pacova (Watson i sar.,
2012). Takode, pojedini endokrini ometaci aktiviraju GPER (Thomas i Dong, 2006),
membranski estrogenski receptor, dovode¢i do modulacije aktivnosti razlicitih
signalnih puteva nizvodno od receptora, kao $to su cAMP/PKA, PI3K/Akt i ERK1/2
(Maggiolini i Picard, 2010; Pupo i sar., 2016).

Pokazani su i epigenetski mehanizmi delovanja endokrinih ometaca, kojima
ostvaruju efekte na naredne generacije. Oni ukljucuju modifikacije procesa koji
reguliSu ekspresiju gena, kao Sto DNK metilacija, acetilacija histona i RNK

interferencija (Casati i sar., 2015).

1.6. Atrazin

Atrazin (hemijski naziv (IUPAC): 6-Chloro-N-ethyl-N’-isopropyl-1,3,5-triazine-
2,4-diamine; ATR) je herbicid koji pripada familiji triazinskih, tacnije hlorotriazinskih
herbicida. ATR je beli prasak, bez mirisa, slabo isparljiv i slabo reaktivan, nije zapaljiv.

Molekulska formula ATR je CgH14CINs, a relativna molekulska masa 216. Strukturna
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formula prikazana je na Slici 1.5. Slabo je rastvorljiv u vodi (34,7 mg/L na 26 °C), ali je
rastvorljiv u organskim rastvarac¢ima kao Sto su metanol (18 000 mg/L), etil acetat

(28 000 mg/L) i hloroform (52 000 mg/L) (https://pubhem.ncbi.nlm.nih.gov).

Cl

A

N CHs

=~ N
H)\\ )\HJ\
ch/\N N N CHs

Slika 1.5. Strukturna formula ATR (preuzeto sa http://en.chembase.cn/)

Atrazin je trenutno jedan od najCeSCe koriS¢enih herbicida u Sjedinjenim
Americkim DrZavama, gde je u poljoprivredne svrhe tokom 2013. godine upotrebljeno
32 miliona kilograma ovog herbicida. Izmedu 1985.1 2001. godine ATR je bio najcesce
koriS¢en herbicid, ali je poslednje decenije upotreba glifosata nadmasila njegovu
primenu. Izmedu 2000. i 2013. godine upotreba ATR ostala je relativno konstantna
(U.S. Geological Survey, 2015). U Evropi, upotreba ATR zabranjena je 2004. godine
zbog toga Sto su detektovane koncentracije ostataka ATR, metabolita i
transformacionih proizvoda u povrsinskim i podzemnim vodama (koje su cesto
namenjene vodosnabdevanju) prevazilazile maksimalno dozvoljene vrednosti (0,1
ug/L) (Sass i Colangelo, 2006). Od 2008. godine, ATR se u Republici Srbiji ne nalazi u

prometu i njegova upotreba je zabranjena (http://www.uzb.minpolj.gov.rs). Ipak,

prisustvo ATR i pojedinih metabolita ovog herbicida u koncentraciji iznad 0,1 pg/L
zabeleZeno je u podzemnim vodama uzorkovanim u periodu izmedu 2007. i 2009.
godine na velikom broju lokaliteta u Republici Srbiji. Najvece vrednosti utvrdene su na
lokalitetima sa intenzivnom proizvodnjom kukuruza, kao i na povrSinama pod

vocnjacima i vinogradima, gde je ATR primenjivan u velikim koli¢inama (Lazi¢ i sar.,
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2013). Osim u Sjedinjenim Americkim Drzavama, ATR se jo$S koristi u preko 70
zemalja sveta (LeBaron i sar., 2008).

PoluZivot ATR u zemljistu krece se izmedu 13 i 261 dan, u zavisnosti od tipa
zemljiSta i klime. U povrSinskim vodama vreme poluraspada ATR iznosi viSe od 200
dana, dok mu je poluZivot u vazduhu oko 14 sati. Ipak, ukoliko se ATR nade na
Cesticama praSine, moZe se desiti da uz pomoc¢ vetra dospe do velikih udaljenosti od
mesta primene (Toxicological Profile for Atrazine, 2003). Koncentracija ATR u
spoljasnjoj sredini varira, pri ¢emu se prosecna vrednost krec¢e oko 20 pg/L (Solomon
i sar.,, 2013). Maksimalne koncentracije ATR od pribliZzno 100 pg/L izmerene su u
potocima i rekama poljoprivrednih podrucja nakon oluje (Murphy i sar., 2006).

Ljudi su najceS¢e izlozeni ATR preko kontaminirane vode, inhalacijom i
apsorpcijom preko koZe (U.S. EPA, 2001). Obi¢no se radi o profesionalnoj izloZenosti,
tokom proizvodnje i primene ATR. Medutim, ljudi koji Zive u blizini poljoprivrednih
podru¢ja gde se ATR primenjuje mogu biti izloZeni ovom herbicidu putem
kontaminirane vode za pice. U Sjedinjenim Americkim Drzavama, maksimalne
dozvoljene koncentracije ATR u vodi za pi¢e iznose 0,003 mg/L (U.S. EPA, 2012). [ako
se primenjuje na biljkama koje se koriste u ishrani, prisutnost ATR u hrani je retka, pri
¢emu su detektovane koncentracije veoma niske i kre¢u se od 0,001 do 0,028 pg/g

(Toxicological Profile for Atrazine, 2003).

1.6.1. Metabolizam ATR

Atrazin se apsorbuje putem gastrointestinalnog trakta i veoma brzo eliminiSe
iz organizma. U organizmu pacova njegov poluZivot je veoma kratak (<1 dan), dok se
95% ATR eliminiSe iz organizma nakon 7 dana. Pokazano je da se 75% ATR kod
glodara izluci urinom, dok se fecesom eliminiSe oko 20% (Pathak and Dikshit, 2012).

Do sada je identifikovano 8-12 metabolita ATR kod ljudi i Zivotinja. Rezultati
ranijih studija ukazuju da je N-monodealkilacija i izopropilhidroksilacija dominanti
put metabolizma ATR kod sisara nakon in vivo i in vitro tretmana. Za metabolizam
ATR primarno su odgovorni enzimi koji pripadaju enzimima prve faze metabolizma

ksenobiotika, odnosno citohrom P450 (CYP) superfamiliji. Osim ovih enzima, u
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metabolizmu ATR ucestvuju i enzimi druge faze metabolizma ksenobiotika, glutation
transferaze (engl. glutathione transferases, GST), ali u mnogo manjoj meri (Adams i
sar.,, 1990; Hanioka i sar., 1999). Pokazano je da u jetri Sarana ATR povecava
ekspresiju gena i aktivnost enzima koji uclestvuju u prvoj fazi metabolizma

ksenobiotika (Xing i sar., 2014).

1.6.2. Bioloski efekti ATR

Atrazin ispoljava slabu akutnu toksi¢nost kod laboratorijskih Zivotinja. Oralna
LDso doza (koja kod 50% Zivotinja ispoljava letalni efekat) se kod pacova krece u
rasponu od 672 do 3000 mg/kg, kod miSeva od 850 do 1750 mg/kg, dok kod zeceva
iznosi 750 mg/kg. Dermalna LDso kod zeceva iznosi 7500 mg/kg, dok je kod pacova
veca od 3000 mg/kg. Prilikom jednocasovne izloZenosti, inhalaciona LDso kod pacova
iznosi 700 mg/m3 (Gros i Rauschenberger, 2006).

Kod ptica i vodenih organizama ATR ispoljava blagu toksi¢nost. Medutim,
istrazivanja su pokazala da izloZenost larvi muZjaka Zaba veoma niskim, ekoloski
relevantnim koncentracijama ATR dovodi do demaskulinizacije odraslih muzjaka i
viSestrukog smanjenja nivoa testosterona u odnosu na kontrolne Zivotinje (Hayes i
sar., 2002). Takode, kod riba vrste Pimephales promelas, izloZenost ATR dovela je do
smanjene produkcije gameta, kao i morfoloSkih promena na nivou gonada (Tillitt i
sar., 2010).

Atrazin toksiCne efekte ostvaruje na nivou razli¢itih organskih sistema.
Pokazano je da tretman pacova ima za posledicu smanjenje elektricne aktivnosti u
delu mozga koji je odgovoran za kontrolu miSi¢nog tonusa i ravnoteZe (Podda i sar.,,
1997), kao i promenu u sekreciji dopamina i noradrenalina (Das i sar., 2000). Osim
toga, ATR ispoljava negativan uticaj na imunski sistem, dovodi do degenerativnih
promena jetre, poremecaja funkcije bubrega, kao i promena na nivou
kardiovaskularnog sistema i funkcije Stitaste Zlezde (Stoker i sar., 2000).

[straZzivanja kancerogenog potencijala ATR vrSena na laboratorijskim
Zivotinjama pokazala su da hroni¢no izlaganje ATR (400 ppm (engl. parts per million,

~ 22,5 mg/kg)) dovodi do ranije pojave tumora mlecnih zZlezda kod pacova soja
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Sprague Dawley (SD). Medutim, kod Zenki pacova soja Fisher 334 nije potvrdena veza
izmedu tretmana ATR i pojave tumora (Wetzel i sar., 1994). Isti efekat zabeleZen je
kod ovarijektomisanih SD pacova koji su dve godine bili izlagani visokim dozama ATR,
gde nije doSlo do razvoja tumora, niti proliferativnih lezija na mle¢nim Zlezdama
(Eldridge i sar., 1999). Osim toga, in vitro i in vivo studije su pokazale da ATR ne
ispoljava mutagene, niti genotoksicne efekte (Kligerman i sar., 2000a; Kligerman i sar.,
2000b).

Odredeni broj epidemioloskih studija doveo je u vezu izloZenost ATR i pojavu
razlicitih tipova tumora kod ljudi, kao Sto su ne-Hockin limfomi, tumori prostate,
dojke, testisa, ovarijuma, ali i mozga. Sa druge strane, mnoge studije nisu potvrdile
navedene efekte ATR (Sathiakumar i sar., 2011). Na primer, istraZivanja na populaciji
Zena na podrucju Kentakija pokazala su da ne postoji rizik za razvoj tumora dojke, kao
ni tumora ovarijuma (Hopenhayn-Rich i sar., 2002). Takode, u studiji sprovedenoj na
populaciji farmera na podrucju Ajove i Severne Karoline analizirana je veza izmedu
izloZenosti ATR i pojave razliCitih tipova tumora, ukljucujuéi tumor prostate, besSike i
pluca. Rezultati su pokazali da ATR ne moZe da se dovede u jasnu vezu sa povecanjem
incidence analiziranih tumora (Rusiecki i sar., 2004). Na osnovu svega navedenog,
zakljuceno je da ATR najverovatnije ne ispoljava kancerogene efekte kod ljudi (U.S.
EPA).

ATR ispoljava toksi¢ne efekte na muski reproduktivni sistem, prvenstveno na
steroidogenezu, koja se odvija u Lajdigovim celijama testisa. Pogrmic i saradnici
(2009) su pokazali da oralni tretman ATR (50 i 200 mg/kg telesne mase/danu) u
postnatalnom periodu od 23. do 50. dana dovodi do smanjenja nivoa iRNK za proteine
znaCajne za proces steroidogeneze, ukljucuju¢i LHR, SR-B1, StAR i 3B-HSD u
Lajdigovim Celijama testisa. Prilikom in vitro tretmana Lajdigovih Ccelija sa
koncentracijama ATR od 1 pM do 50 puM doSlo je do povecanja bazalne i hCG-

stimulisane produkcije testosterona i cAMP (Pogrmic-Majkic i sar., 2010).
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1.6.3. Efekti ATR na Zenski reproduktivni sistem

Potencijalni Stetni efekti ATR na Zenski reproduktivni sistem prvi put su
identifikovani tokom hroni¢nog hranjenja Zenki pacova SD soja sa ATR u koncentraciji
od 400 ppm, kada je pokazano da ATR dovodi do pojave tumora mle¢nih Zlezda
(Wetzel i sar., 1994). Kratkotrajno izlaganje ve¢im dozama ATR narusava normalni
cetvorodnevni estrusni ciklus kod pacova rase Long-Evans (LE) i SD, u smislu pojave
produZenog trajanja diestrusa kod LE pacova koji su primali 150 mg/kg telesne
mase/danu ATR, kao i SD pacova koji su primali ATR u koncentraciji od 150 i 300
mg/kg telesne mase/danu. Ove promene pracene su poviSenim nivoom progesterona,
a smanjenim nivoom estrogena u serumu, $to ukazuje na uslove pseudotrudnoce
(Cooper i sar., 1996). Cooper i saradnici (2000) su analizirali oslobadanje LH pod
dejstvom estradiola i prolaktina kod ovarijektomisanih SD i LE pacova tretiranih sa
ATR (50-300 mg/kg telesne mase/danu) u trajanju od 1, 3 i 21 dan. Rezultati su
pokazali da ATR dozno-zavisno inhibira oba hipofizna hormona (75-300 mg/kg
telesne mase/danu) kod Zenki obe rase nakon 21 dana tretmana. Takode, oralna
administracija ATR kod ovarijektomisanih Zenki pacova inhibira oslobadanje LH i FSH
(Foradori i sar., 2009a i 2009b), Sto se ostvaruje putem inhibicije pulsne sekrecije
gonadotropnog oslobadajuceg hormona (engl. gonadotropin-releasing hormone,
GnRH) (Foradori i sar., 2013).

Izlaganje Zenki pacova razlicitih sojeva ATR u koncentracijama od 100 i 200
mg/kg/telesne mase tokom rane trudnoce dovodi do prekida trudnoce tokom
preimplantacionog i postimplantacionog perioda (Cummings i sar., 2000; Narotsky i
sar., 2001). Osim toga, izlaganje ATR u koncentraciji od 100 mg/kg telesne mase
tokom kriticnog perioda trudnoce kod potomstva Zenki pacova LE soja dovodi do
odlaganja vaginalnog otvaranja, ali i usporenog razvoja mlecnih Zlezda (Rayner i sar.,
2005).

Veliki broj in vivo i in vitro istraZivanja odnose se na ispitivanje uticaja ATR na
ovarijumsku steroidogenezu. Quignot i saradnici (2012a) su pokazali da oralni

tretman ATR u koncentraciji od 200 mg/kg/telesne mase/danu u trajanju od 14 dana
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povecava ekspresiju aromataze, kao i ex vivo aktivnost ovog enzima u ovarijumima
zenki pacova. U in vitro eksperimentima, 10 uM ATR povecava nivo ekspresije i
aktivnost aromataze u granuloza Celijama tretiranim sa FSH i cAMP. ATR je doveo do
dozno-zavisnog povecanja ekspresije i aktivnosti aromataze u H295R ¢elijama, dok je
u JEG-3 cCelijama samo najveca testirana koncentracija ovog herbicida ispoljila
navedeni efekat (Quignot i sar., 2012b). Analogni profil indukcije aromataze primecen
je u ranijim istrazivanjima, na modelu primarne kulture granuloza ¢elija pacova (Tinfo
isar, 2011), kao i H295R (Sanderson i sar., 2000; Fan i sar., 2007; Tinfo i sar., 2011) i
JEG-3 Celijskih linija (Laville i sar., 2006).

Rezultati razlicitih studija pokazali su da ATR svoje efekte ne ostvaruje preko
vezivanja, niti aktivacije klasicnog nukleusnog ERa (Connor i sar., 1996; Roberge i sar.,
2004; de la Casa-Resino i sar., 2014). Medutim, Albanito i saradnici (2015) su pokazali
da ATR uzrokuje aktivaciju membranskog estrogenskog receptora, GPER, Sto dalje
vodi do aktivacije AC i ERK1/2.

Zene koje Zive na poljoprivrednim podrué¢jima u kojima je ATR u intenzivnoj
upotrebi najc¢eSée su izloZene Stetnom delovanju ovog herbicida. Tako se izloZenost
ATR moZe dovesti u vezu sa prevremenim porodajem (Rinsky i sar., 2012),
produzZenom folikulskom fazom menstruacijskog ciklusa (Cragin i sar., 2011) i

intermenstruacijskim krvarenjima kod premenopauzalnih Zena (Farr i sar., 2004).

1.7. Bisfenol A

Bisfenol A (hemijski naziv (IUPAC): 4,4’-dihydroxy-2,2-diphenylpropane; BPA) je
organsko jedinjenje koje pripada grupi fenola. Molekulska formula BPA je
(CH3)2C(CeH40H)2, a molekulska masa 228.291. Strukturna formula prikazana je na
Slici 1.6. BPA je beli prasak sa slabim fenolnim mirisom. Sinteticko je jedinjenje koje se
proizvodi reakcijom fenola i acetona u prisustvu kisele jonoizmenjivacke smole kao
katalizatora. Slabo je rastvorljiv u vodi (300 mg/L na 26 °C), ali je dobro rastvorljiv u

etanolu, sir¢etnoj kiselini i dietil etru (Mikotajewska i sar., 2015).
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HaC CHs

HO OH

Slika 1.6. Strukturna formula BPA (preuzeto sa http://en.chembase.cn/)

Bisfenol A je prvi put sintetisan 1891. godine, a njegov estrogeni potencijal
otkriven je 1936. godine. Od sredine proslog veka, BPA se upotrebljava u proizvodnji
polikarbonatne plastike, epoksidnih smola (Vandenberg i sar., 2007) itermickog
papira koji se, izmedu ostalog, koristi za Stampanje fiskalnih racuna (Biedermann i
sar., 2010). Zahvaljujuc¢i visokom stepenu Cvrstoce, transparentnosti i otpornosti na
visoke temperature i kiseline, polikarbonatna plastika se intenzivno upotrebljava u
industrijskoj proizvodnji. Izmedu ostalog, koristi se u proizvodnji ambalaZe za hranu i
pice, igracaka za bebe i decu, kao i u proizvodnji medicinske opreme, kompakt diskova
i prozorskih panela. Epoksidne smole se koriste u proizvodnji boja koje pokrivaju
unutra$nje metalne povrsSine konzervi za skladiStenje hrane. Derivati BPA nasli su
primenu i u stomatologiji, gde se sve viSe koriste u proizvodnji kompozitnih materijala

(Mikotajewska i sar., 2015).

1.7.1. 1zloZenost ljudi BPA

NajceS¢i nacin unosa BPA u ljudski organizam je oralno, putem unosa
kontaminirane te¢nosti i hrane skladiStene u posudama od polikarbonatne plastike ili
konzervama koje su presvucene slojem epoksidnih smola. Osim toga, ljudi su izloZeni
BPA preko disajnih puteva, ali i koZe. Zbog specifi¢nih svojstava, BPA se lako oslobada
iz ambalaZe i migrira u okolinu. Zagrevanje, ali i kisela i alkalna sredina ubrzavaju
proces otpustanja BPA, s obzirom da tada dolazi do hidrolize estarske veze kojom su

molekuli BPA povezani. Na taj naCin dolazi do oslobadanja slobodnog BPA i njegovog
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prelaska u hranu, pic¢e i spoljasSnju sredinu. Osim toga, migracija BPA se ubrzava
ponovljenim pranjem deterdZentima i sterilizacijom (Mikotajewska i sar., 2015).

Procena nivoa izloZenosti BPA putem odredivanja njegove koncentracije u
razli¢itim prehrambenim proizvodima, ali i ljudskom organizmu predstavlja predmet
istraZivanja velikog broja studija. Tako su Simoneau i saradnici (2011) zabeleZili nivo
BPA ispod granice detekcije (0,1 pg/kg) u 32 od 40 bocica za bebe napravljenih od
polikarbonatne plastike kada je 50% etanol koriS¢en kao simulator mleka, a bocice
ostavljene 2 sata na 70 °C nakon kuvanja u trajanju od 5 minuta. Najveca vrednost
migracije BPA iznosila je 1,83 pg/kg. Znacajne koncentracije BPA detektovane su u
produktima od mesa (0,49-56 pg/kg), ribe (7,1-102,7 ng/kg), povrcu i voéu (11,0-95,3
ug/kg) i Zitaricama (1,0-3,8 ug/kg) (Michatowicz, 2014). Do danas je sproveden veliki
broj istraZivanja u kojima je analizirano prisustvo BPA u ljudskom organizmu,
telesnim te¢nostima i tkivima. Rezultati analize sprovedene u Norveskoj pokazali su
da koncentracija BPA u urinu trudnica iznosi 4,5 pg/dms3 (Ye i sar., 2009). Navedena
koncentracija je ve¢a u odnosu na nivo BPA nadenog u urinu stanovnika Holandije
(2,5 pg/dm3) i Belgije (2,55 pg/dm3), ali uporediva sa nivoom (3,9 pg/dm3)
izmerenim u urinu stanovnika SAD. Analiza sprovedena na preko 2500 stanovnika
SAD, pokazala je merljive nivoe BPA u uzorcima urina kod 92,6% ucesnika pomenute
studije (Michatowicz, 2014). U istrazivanju sprovedenom na teritoriji Vojvodine u
kojoj su ucestvovale 103 Zene, BPA je pronaden u 35,92% uzoraka urina (MiloSevic¢ i
sar., 2016). Alarmantni rezultati dobijeni su tokom analize sadrZaja BPA u urinu 42
prevremeno rodene bebe na intenzivnoj nezi. Srednja koncentracija BPA iznosila je 30
ug/dms3, sto je 10 puta viSe od koncentracija zabeleZenih u urinu opSte populacije SAD
(Calafat i sar., 2009).

Osim u urinu, BPA je naden i u znoju i krvi Zena i muskaraca, a takode i u
drugim telesnim tecnostima, kao Sto su folikulska i amnionska tecnost, ali i krvi iz
pupcane vrpce. Nekonjugovani BPA detektovan je u krvi u koncentracijama od 0,2 do
20 ng/dm3, dok je konjugovana forma pronadena u mnogo ve¢im koncentracijama

(Sajiki i sar., 1999).
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S obzirom da se BPA proizvodi u ogromnim koli¢inama Sirom sveta i ulazi u
sastav mnogih proizvoda koji su u svakodnevnoj upotrebi, procena potencijalnih
Stetnih efekata na ljudsko zdravlje je od izuzetnog znacaja. Zbog toga je procena
toksicnosti BPA predmet mnogobrojnih istraZivanja Sirom sveta. U poslednjih
nekoliko godina, pokrenuti su postupci u cilju smanjenja izloZenosti ljudi ovom
endokrinom ometacu. Kanada je prva zemlja koja je ovu supstancu prikljucila listi
toksi¢nih supstanci, a 2008. godine zabranila uvoz i plasiranje bocica za bebe koje su
napravljene od polikarbonatne plastike. Sto se ti¢e zemalja Evropske unije, prodaja
proizvoda koji sadrze BPA, a dolaze u kontakt sa hranom za decu starosti do 3 godine,
zabranjena je 2010. godine u Danskoj i Francuskoj, dok je Francuska u januaru 2015.
zabranila upotrebu BPA i u ambalazama za hranu i pi¢e. PoCetkom 2015. godine,
Evropska agencija za bezbednost hrane (European Food Safety Authority, EFSA) je
smanjila dozvoljeni dnevni unos (engl. tolerable daily intake, TDI), sa 50 pg/kg na 4

ug/kg telesne mase po danu.

1.7.2. Metabolizam BPA

U radu objavljenom 2002. godine pokazano je da se BPA nakon ulaska u ljudski
organizam oralnim putem veoma brzo apsorbuje u gastrointestinalnom traktu i
metaboliSe u jetri i intestinumu. Vecina unesenog BPA izlucuje se urinom u formi dva
metabolita, BPA glukuronida i u manjoj meri BPA sulfata, u roku od 6 h (t1/2 = 5,4 h),
a u potpunosti se eliminiSe iz organizma nakon 24 h (Vélkel i sar., 2002). BPA
glukuronid je bioloSki neaktivnha forma BPA u pogledu vezivanja i aktivacije ER.
Medutim, nije iskljuceno da ovaj metabolit ostvaruje negativne efekte nezavisno od ER

(Matthews i sar., 2001).

1.7.3. Bioloski efekti BPA

BPA ispoljava srednju akutnu toksi¢nost kod sisara. Oralna LDso kod pacova
iznosi 3250 mg/kg telesne mase (Richter i sar., 2007), dok intraperitoneumska i

intravenska LDso iznose 841 odnosno 35,16 mg/kg telesne mase. Injekcija letalne
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doze uzrokuje akutnu toksi¢nost koja se odlikuje zastojem disanja i hipotenzijom, a
zatim i bradikardijom (Panti Deshpande, 2012).

Estrogenska aktivnost BPA je dokumentovana 1993. godine, tokom ispitivanja
estrogen-vezuju¢ih proteina kod kvasca. Kao posledica migracije BPA iz
polikarbonatne plastike tokom autoklaviranja, uocena je estrogena aktivnost koja nije
poticala od kvasca, ve¢ od BPA. Ovi navodi su kasnije potvrdeni koriS¢enjem razlicitih
eseja kao Sto su kompetitivno vezivanje za estrogenski receptor, proliferacija MCF7
humane Celijske linije adenokarcinoma dojke, kao i indukcija PGR (Krishnan i sar.,
1993). U kasnijoj studiji, utvrdeno je da je kod miSeva koji su bili izloZzeni BPA u
koncentracijama od 0,1 do 100 mg/kg telesne mase doslo do pojave proliferativnih
promena na uterusu analognim delovanju estradiola (Markey i sar., 2001).

lako je estrogenski potencijal BPA prepoznat od samog pocetka, on se smatra
slabim aktivatorom estrogenskih receptora, s obzirom da je njegov kapacitet
vezivanja za ERa i ERB oko 1000-10 000 puta slabiji u odnosu na prirodni estradiol
(Kuiper i sar., 1998; Andersen i sar., 1999), pri ¢emu ispoljava ve(i afinitet za ERf
(Matthews i sar., 2001). Osim toga, istrazivanja su pokazala da u pojedinim tipovima
¢elija BPA deluje kao agonist ERB, dok na ERa ispoljava kako agonisticke, tako i
antagonisticke efekte (Kurosawa i sar., 2002).

Osim genomskih efekata koje ostvaruje vezivanjem za nukleusne estrogenske
receptore, pokazano je da BPA moze da dovede do brzih negenomskih promena na
nivou Celijske signalizacije ¢ak i pri veoma niskim koncentracijama. Eksperimenti na
HEK293 ¢elijskoj liniji pokazali su da BPA ima sposobnost vezivanja za membranski
estrogenski receptor GPER, Sto za posledicu ima povecanu aktivnost AC (Thomas i
Dong, 2006). Osim toga, BPA dovodi do brze aktivacije EGFR/ERK1/2 signalnog puta i
ekspresije transkripcionog faktora AP-1 (engl. activator protein-1) u ERo/(-
pozitivnim i ERa/B-negativnim humanim celijskim linijama kancera dojke (MCF-7,
MDA-MB-231 i SKBR3). Pokazano je da je ovaj efekat BPA posledica aktivacije GPER

na membrani ovih Celija (Dong i sar., 2011).
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[strazivanja na laboratorijskim Zivotinjama, ali i epidemioloska ispitivanja,
dovode u vezu izloZenost BPA sa povecanjem telesne mase. Tako je pokazano da
izloZenost miSeva niskim koncentracijama BPA tokom perinatalnog perioda doprinosi
povecanju volumena adipocita, kao i povecanju telesne mase u odraslom dobu (Bodin
i sar.,, 2013). U studiji sprovedenoj na humanoj populaciji u SAD u kojoj je ucestvovalo
2838 dece i adolescenata, zabeleZena je znacajna veza izmedu koncentracije BPA u
urinu i gojaznosti (Trasande i sar., 2012). Osim gojaznosti, veca izloZenost BPA dovodi
se u vezu i sa insulinskom rezistencijom (Wang i sar.,, 2012), kao i nastankom
dijabetesa tipa 2 (Shankar and Teppala, 2011). Povecane koncentracije BPA u urinu u
pozitivnoj su Kkorelaciji i sa koronarnom bolesti srca (Melzer i sar., 2010) i
hipertenzijom (Bae i sar., 2012).

[strazivanja kancerogenog potencijala BPA sprovedena na laboratorijskim
zivotinjama pokazala su da tretman pacova niskim koncentracijama BPA povecava
incidencu tumora mlec¢nih Zlezda (Soto i sar., 2013), prostate i bradavica (Keri i sar.,
2007), te nastanak tumora testisa (Michatowicz, 2014). Veza izmedu koncentracije
BPA u serumu Zena i tumora dojke predmet su epidemioloskih istraZivanja. Pokazano
je da se u serumu Zena kod kojih je dijagnostikovan tumor dojke ne nalaze poviSene
koncentracije BPA (Yang i sar., 2009). Ovi nalazi potvrdeni su rezultatima jo$ jedne
studije gde je ispitivana veza izmedu profesionalne izloZenosti Zena razlicitim
ksenoestrogenima, ukljucuju¢i i BPA, i tumora dojke (Aschengrau i sar., 1998). Sa
druge strane, znacajno poviSeni nivoi BPA detektovani su u urinu pacijenata koji
boluju od karcinoma prostate (Tarapore i sar., 2014).

Negativni efekti BPA na muski reproduktivni sistem dokumentovani su
brojnim in vivo i in vitro istrazivanjima. Tako je pokazano da oralni tretman mladih
muZjaka miSeva BPA u koncentraciji od 50 pg/mL dovodi do smanjenog nivoa
slobodnog testosterona u plazmi nakon 4-8 nedelja tretmana (Takao i sar., 1999).
BPA dovodi do dozno- i vremenski-zavisnog povecanja ekspresije i aktivnosti
aromataze u Lajdigovim RC2 Celijama (Kim i sar., 2010). Sa druge strane, Akingbemi i

saradnici (2004) pokazali su da tretman muZjaka pacova sa BPA (2,4 ug/kg telesne
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mase/danu) izmedu 21. i 35. dana starosti dovodi do supresije ekspresije aromataze,

kao i smanjenog nivoa estradiola u serumu ovih pacova.

1.7.4. Efekti BPA na Zenski reproduktivni sistem

Izlaganje Zenki pacova dozi BPA od 0,05 mg/kg telesne mase/danu u periodu
izmedu 1.1 7. postnatalnog dana prouzrokovalo je neregularnosti u estrusnom ciklusu.
Vec¢e doze od 20 mg/kg/danu uzrokovale su supresiju oslobadanja LH nakon
tretmana estradiolom (Monje i sar., 2010). Osim toga, pokazano je da BPA dovodi do
ranijeg vaginalnog otvaranja kod Zenki miSeva, Sto ukazuje na preranu pojavu
puberteta (Fernandez i sar., 2009), dok su Nah i saradnici (2011) pokazali da tretman
Zenki pacova sa BPA (500 pg/50uL) u periodu od 1. do 10. postnatalnog dana dovodi
do pojave perzistentnog estrusa. Osim toga, izloZenost laboratorijskih Zivotinja BPA
dovodi do formiranja ovarijumskih cista (Fernandez i sar., 2010), akumulacije velikih
antrumskih folikula (Adewale i sar., 2009), smanjenja ovarijumske rezerve
primordijumskih folikula (Chao i sar., 2012), kao i atrezije folikula (Lee i sar., 2013).

Proces steroidogeneze je takode meta delovanja BPA. Pokazano je da tretman
Zenki miSeva u perinatalnom i postanatalnom periodu niskim koncentracijama BPA
dovodi do povecane ekspresije aromataze u ovarijumima i placenti, kao i nivoa
estradiola u serumu (Xi i sar., 2011; Tan i sar., 2013). Sa druge strane, tretman sa BPA
u koncentracijama od 6,75 i 10,125 mg/Zivotinji tokom perioda rane trudnoce nije
uticao na nivo estradiola, ali je doveo do znacajnog smanjenja koncentracije
progesterona u urinu ovih Zivotinja (Berger i sar., 2008). Osim toga, kod odraslih
zenki pacova tretiranih sa BPA u koncentracijama od 0,001 mg/kg/danu i 0,1
mg/kg/danu doslo je do smanjenja nivoa estradiola u serumu, kao i nivoa aromataze i
StAR proteina u granuloza i teka Celijama (Lee i sar., 2013). Rezultati in vitro studije na
kulturi antrumskih folikula miSeva pokazali su da BPA u koncentracijama od 44 do
440 uM ispoljava inhibitorni efekat na razvoj folikula, stvaranje estradiola,
testosterona, androstendiona, estrona, progesterona, kao i na nivo StAR i dezmolaze
(Peretz i sar., 2011; Ziv-Gal i sar., 2013). Sa druge strane, u eksperimentima na

primarnoj kulturi teka celija BPA (0,1-100 pM) je doveo do suprotnih efekata,
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odnosno, do povecanja sinteze testosterona i ekspresije CYP17A1, dezmolaze i StAR,
dok je u eksperimentima na primarnoj kulturi granuloza ¢elija doveo do povecane
ekspresije StAR proteina, a smanjene sinteze progesterona (Zhou i sar. 2008).
Rezultati eksperimenata na KGN celijskoj liniji (tumorske celije slicne ovarijumskim
granuloza Celijama) i granuloza celijama dobijenim tokom procedure vantelesne
oplodnje pokazali su da se inhibitoran efekat BPA na ekspresiju aromataze
stimulisanu sa FSH i sintezu estradiola najverovatnije ostvaruje putem aktivacije
PPARYy (engl. peroxisome proliferator-activated receptor gamma) (Kwintkiewicz i sar.,
2010).

Rezultati studije sprovedene na malom broju Zena pokazali su odsustvo BPA u
serumu Zena Kkoje nemaju endometriozu. Kod 52,7% Zena sa endometriozom,
detektovane su odredene koncentracije BPA u serumu (Cobellis i sar., 2009).
IzloZenost BPA se dovodi u vezu i sa ponovljenim spontanim pobacajima (Sugiura-
Ogasawara i sar., 2005), prevremenim porodajima (Cantonwine i sar., 2015), kao i

manjom telesnom masom novorodencadi (Miao i sar., 2011).

30



2. CILJEVI ISTRAZIVAN]JA
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U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivani su efekti i mehanizmi delovanja atrazina i
bisfenola A na granuloza Celije ovarijuma pacova. S tim u vezi, postavljena su tri cilja

istrazivanja:

» Ispitati efekte endokrinog ometaca atrazina na put biosinteze estradiola i
progesterona nakon in vitro tretmana primarne kulture granuloza Ccelija
izolovanih iz nezrelih Zenki pacova starih 21-24 dana. Zbog toga ¢e biti
ispitivano stvaranje hormona estradiola i progesterona, kao i ekspresija gena
koji kodiraju proteine uklju¢ene u sintezu estradiola (aromataza) i
progesterona (StAR i dezmolaza) u granuloza Celijama stimulisanim sa FSH.
Takode, analizirace se i uticaj atrazina na nivo iRNK za LHR nakon stimulacije sa
FSH, kao i ovulacioni odgovor ¢elija nakon stimulacije sa hCG. Za definisanje
mehanizma delovanja atrazina na put biosinteze estradiola i progesterona kod
granuloza Celija stimulisanih sa FSH ispitivace se aktivnost cAMP/PKA, ERK1/2
i Akt signalnih puteva i ekspresija gena koji kodiraju enzime koji pripadaju
prvoj fazi metabolizma ksenobiotika (CYP1A1, CYP1B1).

» Ispitati efekte in vivo tretmana atrazinom na ovulaciju i stvaranje hormona
estradiola kod nezrelih Zenki pacova starih 21-24 dana i tretiranih
gonadotropinima. Analizirace se oslobadanje oocita nakon primene protokola
za superovulaciju, kao i nivoi iRNK za aromatazu, LHR i proteine ukljucene u
regulaciju ovulacije kod nezrelih Zenki pacova tretiranih atrazinom i
gonadotropinima. Za definisanje potencijalnog mehanizma delovanja atrazina u
in vivo uslovima pratic¢e se geni koji kodiraju enzime koji pripadaju prvoj fazi
metabolizma ksenobiotika (CYP1A1, CYP1B1), kao i aktivnost GST enzima koji
pripada drugoj fazi metabolizma ksenobiotika.

> Ispitati efekte endokrinog ometaca bisfenola A na put biosinteze progesterona
nakon in vitro tretmana primarne kulture granuloza ¢elija izolovanih iz nezrelih
Zenki pacova starih 21-24 dana. Zbog toga ¢e biti ispitivano stvaranje
progesterona i nivoi iRNK za proteine uklju¢ene u biosintezu ovog hormona,

StAR, dezmolaze i 33-HSD. Za definisanje mehanizma delovanja bisfenola A na
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put biosinteze progesterona analizira¢e se distribucija i metabolizam

holesterola u granuloza ¢elijama tretiranim ovim endokrinim ometacem.
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3. MATERIJAL I METODE
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Svi ogledi su izvodeni u Laboratoriji za ekotoksikologiju, Departmana za

biologiju i ekologiju Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta u Novom Sadu.

3.1. Hemikalije

Atrazin koriS¢en u in vitro eksperimentima, BPA, dimetil-sulfoksid (DMSO),
medijum DMEM/F12, HEPES, govedi serum albumin (engl. bovine serum albumin, BSA,
frakcija V), rastvor penicilina i streptomicina, fungizon, etilendiamintetrasiréetna
kiselina  (EDTA), fibronektin, estradiol, testosteron, holesterol, 22(R)-
hidroksiholesterol, pregnenolon, trihlorsir¢etna Kkiselina, perhlorna Kkiselina,
sulforodamin B, rastvor tripan plavog (Trypan Blue 0,4 %), 8-bromoadenozin cAMP
(8-Br-cAMP), U0126, vortmanin, rolipram, 3-izobutil-1-metilksantin (IBMX), forskolin,
EGF, kolagenaza (Collagenase, Type 1A, iz Clostridium histolyticum), humani horionski
gonadotropin, Filipin III nabavljeni su od Sigma Chemical Company (Steinheim,
Nemacka). Atrazin (hemijske Cistoce >97%) koriS¢en u in vivo eksperimentima
nabavljen je od Galenika Fitofarmacija A.D. (Beograd, Srbija). Fetalni govedi serum
(engl. fetal bovine serum, FBS) nabavljen je od Gibco (Grand Island, NY, SAD).
Precis¢eni rekombinantni hFSH nabavljen je od Serono (Randolph, MA, SAD).
Horionski gonadotropin Zdrebne kobile (engl. equine chorionic gonadotropin, eCG) -
Sugonal nabavljen je od Veterinarskog zavoda, Subotica. Kompleti za odredivanje
koncentracije proteina Pierce BCA i Dc nabavljeni su od Thermo Scientific (Rockford,
IL, SAD) i Bio-Rad (Hercules, CA, SAD).

cAMP EIA komplet nabavljen je od Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI, SAD).
ELISA komplet za odredivanje nivoa progesterona u eksperimentima u kojima je
koriS¢en ATR dobijen je od dr Aleksandra Milovanovi¢a (Naucni institut za
veterinarstvo, Novi Sad), dok je ELISA komplet za odredivanje nivoa progesterona u
eksperimentima sa bisfenolom A nabavljen od Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI,

SAD).
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3.1.1. Hemikalije za RIA analizu

[1, 2, 6, 73H(N)]-estradiol i p-Bis [2-(5-phenyloxazolyl)]-benzene (POPOP)
kupljeni su od New England Nuclear (Brisel, Belgija). Antiestradiol-11-BSA serum
No.244 dobijen je od dr G. D. Niswender (Colorado State University, Fort Collins, CO,
SAD). 2,5-diphenyloxazole nabavljen je od Sigma Chemical Company (St. Louise, MO,
SAD). Dekstran T-70 kupljen je od Pharmacia (Upssala, Svedska). Aktivni ugalj - Norit
A kupljen je od Serva (Heidelberg, Nemacka). Ostale hemikalije su bile analiticke

Cistoce.
3.1.2. Hemikalije za kvantifikaciju genske ekspresije

TRIzol Reagent za izolaciju RNK nabavljen je od Invitrogen (Carlsbad, CA, SAD).
Komplet za sintezu cDNK - High-Capacity cDNA Reverse Transcription with RNAse
inhibitor i komplet za PCR reakciju Power SYBR Green PCR Master Mix nabavljeni su od
Applied Biosystems (Foster City, SAD), dok su prajmeri za real-time PCR nabavljeni od
Invitrogen (Carlsbad, CA, SAD).

3.1.3. Hemikalije za pERK1/2 enzimski imunotest (ELISA) na granuloza ¢elijama
i Western blot analizu

Paraformaldehid, kozji serum (engl normal goat serum, NGS), o-
phenylenediamine (OPD), 4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil-polietilen glikol (Triton X-
100), Crystal Violet, TWEEN® 20, Nonidet™ P 40 (NP-40), sodium deoxycholate,
amonijum persulfat, akrilamid/bis-akrilamid, N,N,N’,N’-tetrametiletilen-diamin
(TEMED), B-merkaptoetanol, natrijum dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate,
SDS), glicin, TRIZMA base, ditiotreitol (DTT) kupljeni su od Sigma Chemical Company
(Steinheim, Nemacka). Supstrat za detekciju Western blot analize SuperSignal West
Femto kupljen je od Thermo Scientific (Rockford, IL, SAD). Proteinski marker
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder je nabavljen od Thermo Fisher Scientific
(Rockford, IL, SAD). Proteinski marker Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™

nabavljen je od Bio-Rad (Hercules, CA, SAD). Poliklonska zec¢ja antitela za fosfo-
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ERK1/2 i fosfo-AKT i monoklonska zecja antitela za fosfo-CREB i GAPDH nabavljena
su od Cell Signaling Technology (Danvers, MA, SAD). Antitela za CEBPB i SREBP-1
nabavljena su od Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, SAD). Antitelo za StAR protein
je poklon od dr. Douglas M. Stocco (Texas Tech University, Lubbock, TX). Kozje anti-
zeCije sekundarno antitelo konjugovano sa peroksidazom rena (engl. horse radish
peroxidase, HRP) nabavljeno je od Bio-Rad (Hercules, CA, SAD). Ostale hemikalije su

bile analiticke Cistoce.

3.2. Eksperimentalne Zivotinje

U eksperimentalnom radu su koriS¢ene Zenke belih pacova (Rattus norvegicus)
rase Wistar, starosti 21-24 dana. Zivotinje su uzgajane u gajilitu Departmana za
biologiju i ekologiju Prirodno-matematic¢kog fakulteta Univerziteta u Novom Sadu pri
standardnim laboratorijskim uslovima kontrolisanog osvetljenja (12 h svetlo/12 h
mrak, pri ¢emu je svetlo ukljucivano ujutru u 7 h) i kontrolisane temperature od 22+2
°C. Hranjene su standardnom paletiziranom laboratorijskom hranom za pacove
(Veterinarski zavod, Subotica), a vodu su uzimale po potrebi. Svi eksperimenti su
odobreni od strane Etickog komiteta Univerziteta u Novom Sadu, u skladu sa

Zakonom o dobrobiti Zivotinja Republike Srbije ("SI glasnik RS", br. 41/2009).

3.3. Eksperimentalni dizajn
3.3.1. In vitro tretman primarne kulture nezrelih granuloza celija sa ATR

Kao eksperimentalni model za ispitivanje in vitro efekata ATR na steroidogeni
potencijal i mehanizme delovanja kod granuloza celija koris¢ena je primarna kultura
granuloza cCelija izolovana iz nezrelih Zenki pacova, koje su subkutano tretirane
estradiolom (2 mg/0,2 mL maslinovog ulja/Zenki/dan) u trajanju od 4 dana, od 21 do
24 dana starosti. Pretretman estradiolom vrsen je u cilju dobijanja veceg broja Celija, s
obzirom da estradiol promoviSe proliferaciju (Rae i sar., 1978), a ne utie na

diferencijaciju granuloza celija (Louvet i Vaitukaitis, 1976; Dunkel i sar., 1994; ). 24 h
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nakon poslednje injekcije estradiola, Zenke pacova su Zrtvovane procesom

dekapitacije, izolovani su ovarijumi, nakon ¢ega se pristupilo izolaciji granuloza ¢elija.

3.3.1.1. Izolacija granuloza celija

Izolacija granuloza celija je radena prema prethodno opisanoj proceduri
(Campbell, 1979). Izdvojeni ovarijumi c¢iS¢eni su od okolnog tkiva, a potom
prebacivani u petri posude i dva puta ispirani medijumom DMEM/F12 koji sadrZzi 100
mg streptomicina, 100 000 IU penicilina i 250 pg fungizona po litri. Na ovarijume je
zatim dodavano 3 mL DMEM/F12 sa EDTA u koncentraciji 2,28 mg/mL, nakon Cega je
vrSena inkubacija u trajanju od 20 minuta u CO2 inkubatoru (37 °C; 5% CO2). Nakon
isteka inkubacionog perioda, uklanjan je DMEM/F12 medijum sa EDTA. Potom je u
istu petri plo¢u dodavano 3 mL DMEM/F12 sa saharozom (0,17 g/mL), nakon cega je
vrsena inkubacija u COz inkubatoru (37 °C; 5% CO2) u trajanju od 10 minuta. Po isteku
inkubacionog perioda ovarijumi su dvostruko ispirani sa po 2 mL DMEM/F12
medijuma. U petri posudu je potom dodavano jo§s 2 mL DMEM/F12, nakon Cega je
vrSeno punktiranje ovarijuma pomocu 27G sterilne igle u trajanju od 1 minuta za
svaki ovarijum, ¢ime je omoguéeno oslobadanje granuloza ¢elija iz ovarijuma. Celije su
zajedno sa medijumom sakupljane u sterilnu epruvetu zapremine 12 mL i
centrifugirane na sobnoj temperaturi u trajanju od 5 min na 1200 obrtaja u minuti
(engl. revolutions per minute, rpm).

Supernatant je paZljivo odlivan, nakon cega je talog resuspendovan u 6 mL
0,1% BSA DMEM/F12 koji je sadrzao 100 mg streptomicina, 100 000 IU penicilina i
250 pg fungizona po litri. Vijabilnosti granuloza Celija odredivana je bojenjem sa 0,4%
rastvorom tripan plavog, pri ¢emu je broj zZivih ¢éelija odredivan njihovim brojanjem u
hemocitometru. Metoda se zasniva na principu da Zive Celije ne apsorbuju boju, dok se
mrtve Celije boje plavo, jer tripan plavo prodire kroz oSte¢enu celijsku membranu.
Postupak je sledeci: pripremljena suspenzija granuloza celija dobro je meSana
pipetom i dodavano je 0,05 mL ove suspenzije u epruvetu koja je sadrzala 0,05 mL

tripan plavog. Posle nekoliko minuta na oba polja hemocitometra nanosSena je po kap
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obojene suspenzije i vrSilo se brojanje u ugaonim tzv. A kvadratima, pri uveéanju
100x. Brojane se Zive cCelije, sa neoSteCenom membranom, koje se za razliku od
mrtvih, raspadnutih celija i Celija sa oSteCenom membranom, nisu bojile plavo.
Povrsina na kojoj su brojane ¢elije bila je 1 mm?, a visina komore 0,1 mm. ProseCan
broj ¢elija po kvadratu mnozen je sa odgovaraju¢im razblaZenjem, i sa brojem 104 da
bi se odredio broj izolovanih ¢elija po mL.

Suspenzija je zatim razblazivana do finalne koncentracije Celija u kojoj se sade
Celije, nakon cega su Celije sadene u ploCe prethodno oblagane fibronektinom (5%
fibronektin u DMEM/F12). Nakon lepljenja za podlogu u trajanju od 20-24 h, ¢elije su
isprane sa 0,1% BSA u DMEM/F12 koji je sadrzao 100 mg streptomicina i 100 000 IU
penicilina (0,1% BSA DMEM/F12), nakon Cega je pristupano dodavanju odgovarajucih

tretmana u zavisnosti od eksperimentalnog dizajna.

3.3.1.2. Tretman sa ATR

Osnovni rastvor ATR je pravljen u DMSO, pri ¢emu su radni rastvori
pripremani u 0,1% BSA DMEM/F12 tako da % DMSO u svakom bunari¢u ne bude veci
od 0,1%, dok je % DMSO u kontrolnim bunari¢ima odgovarao % u tretiranim
bunari¢ima. Isti princip pravljenja rastvora ATR je sprovoden kroz ¢itavo istrazivanje,
ukljucujuci tretmane kada su dodatno koris¢eni pojedini aktivatori/inhibitori takode
rastvarani u DMSO.

Celije su tretirane sa FSH (100 ng/mL), odnosno, kombinacijom FSH (100
ng/mL) i estradiola (100 ng/mL), samostalno ili u kombinaciji sa 10 pM ili 20 uM ATR
u razli¢itim vremenskim intervalima (2 h, 6h, 12 h, 24 h ili 48 h), nakon Cega su
mereni nivoi akumuliranog estradiola i progesterona u inkubacionom medijumu ili je
izolovana RNK radi utvrdivanja efekta ATR na nivo iRNK za LHR i drugih iRNK u
granuloza Celijama. Eksperimenti u kojima su mereni nivoi akumuliranog estradiola u
inkubacionom medijumu radeni su u prisustvu supstrata za aromatazu, testosterona

(50 ng/mL).
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Radi ispitivanja potencijalnog citotoksi¢nog efekta ATR, Celije su tretirane sa
FSH (100 ng/mL), samostalno ili u kombinaciji sa 20 pM ATR u trajanju od 72 h,
nakon Cega je broj ¢elija odredivan koriS¢enjem sulforodamin B (SRB) analize.

Radi potvrdivanja efekta ATR na LHR, kao i na ovulacione procese, nakon
zavrSenog 48 h tretmana sa ATR (20 pM) u prisustvu i odsustvu FSH (100 ng/mL),
radena je stimulacija sa hCG (1 IU/mL) u trajanju od 3 h, nakon Cega je izolovana RNK
i analizirani nivoi iRNK za proteine ukljucene u kontrolu ovulacije.

Uticaj ATR na pojedine signalne puteve analiziran je prilikom 0,5h,2h,4hi 6
h tretmana u prisustvu i odsustvu FSH (100 ng/mL), nakon ¢ega je raden enzimski
imunotest (ELISA) na granuloza ¢elijama i Western blot analiza.

Radi potvrdivanja mesta delovanja ATR, tretmani su uradeni u prisustvu
aktivatora signalnih puteva: 8-br-cAMP (aktivator PKA; 1 mM), forskolina (aktivator
adenil ciklaze; 1 pM), EGF (aktivator EGFR; 100 ng/mL) i bNF (aktivator aril
hidrokarbonskog receptora; 10 pM), kao i nakon pretretmana sa slede¢im
inhibitorima: U0126 (inhibitor MEK1/2; 10 uM), vortmanin (inhibitor PI3K; 0.5 uM),
IBMX (neselektivni inhibitor PDE; 1 mM), rolipram (inhibitor PDE4; 10 uM), nakon
Cega je kvantifikovana genska ekspresija, odredivana koncentracija hormona
akumuliranih u medijumu ili radena Western blot analiza, u zavisnosti od
eksperimentalnog dizajna.

Za potrebe ispitivanja uticaja ATR na akumulaciju hormona, ekspresiju gena,
kao i za Western blot analizu celije su sadene u ploCe sa 24 bunari¢a (250 000
¢elija/bunaric¢u), dok su za ELISA test na granuloza Celijama i SRB analizu celije
sadene u ploce sa 96 bunari¢a (100 000 celija/bunari¢u). Nakon 20-24 h lepljenja,
Celije su tretirane prema odredenoj Semi, pri ¢emu je zapremina tretmana bila 0,5
mL/bunari¢u za ploCe sa 24 bunari¢a i 0,2 mL/bunari¢u za ploce sa 96 bunarica.
Prilikom svih tretmana celije su inkubirane u CO2 inkubatoru, na temperaturi od 37

°C, gde je obezbedivana atmosfera 95% 02 i 5% COx.
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3.3.2. In vivo tretman nezrelih Zenki pacova tretiranih gonadotropinima sa ATR

Za ispitivanje in vivo efekata ATR na ovulaciju i funkciju granuloza ¢elija, kao
eksperimentalni model koriS¢ene su nezrele Zenke pacova starosti 21-24 dana,
tretirane intraperitonealno (i.p.) sa horionskim gonadotropnim hormonom Zdrebne
kobile (engl. equine chorionic gonadotropin, eCG; 10 1U/Zivotinji), a nakon toga i sa
hCG (i.p.; 10 IU/Zivotinji.). eCG se kao analog FSH vezuje za FSH receptor i na taj nacin
dovodi do proliferacije i diferencijacije granuloza ¢elija ovarijuma, kao i do povecanja
broja LHR na membrani Celija, dok tretman sa hCG ima za cilj izazivanje ovulacije i
luteinizacije granuloza celija.

Tretman suspenzijom ATR (i.p.; 50 mg/kg telesne mase) raden je pre i tokom
tretmana Zenki pacova sa eCG, u trajanju od dva (Slika 2.1.B) ili tri (Slika 2.1.A) dana, u
zavisnosti od eksperimentalnog dizajna.

Osnovna suspenzija ATR pravljena je u DMSO, dok su radne suspenzije
pravljene u PBS puferu (140 mM NaCl, 27 mM KCI, 10 mM NaZ2HPO4, 1,8 mM
KH2P04), tako da je % DMSO koji je injektiran Zivotinjama iznosio 5%. Kontrolne
Zivotinje su tretirane intraperitonealno sa PBS puferom koji je sadrzao 5% DMSO.
Radni rastvori eCG i hCG pravljeni su u PBS puferu.

Kontrolne Zivotinje koje nisu odgovorile na eCG i/ili hCG tretman isklju¢ivane
su iz daljih eksperimenata. Odluka je donoSena na osnovu veli¢ine ovarijuma i
dijametra uterusa, odnosno, u slucaju genske ekspresije na osnovu nivoa indukcije
ekspresije gena (indukcija manja od 5 u odnosu na odgovarajucu kontrolu), za gene

Cija je ekspresija indukovana sa eCG i/ili hCG.
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Slika 3.1. Eksperimentalni dizajn in vivo tretmana sa ATR. (A) Trodnevni tretman sa ATR - Nezrele
Zenke pacova starosti 21-24 dana tretirane su suspenzijom ATR (i.p.; 50 mg/kg telesne mase) u
trajanju od tri dana: 24 h pre eCG administracije (i.p.; 10 IU/Zivotinji), u trenutku eCG administracije i
24 h nakon eCG administracije. Stopa ovulacije odredivana je 4 h nakon injekcije hCG (i.p.; 10
IU/zZivotinji). Nivo hormona u serumu i genska ekspresija u granuloza ¢elijama analizirani su u
razli¢itim vremenskim intervalima nakon tretmana sa eCG/hCG. (B) Dvodnevni tretman sa ATR -
Nezrele zenke pacova tretirane su suspenzijom ATR (i.p.; 50 mg/kg telesne mase) 24 h pre eCG
administracije (i.p.; 10 IU/Zivotinji), i u trenutku eCG administracije. Genska ekspresija u granuloza

¢elijama analizirana je 24 h nakon tretmana sa eCG.
3.3.2.1. Trodnevni tretman sa ATR

Nezrele Zenke pacova starosti 21-24 dana tretirane su suspenzijom ATR (i.p.;
50 mg/kg telesne mase) u trajanju od tri dana: 24 h pre eCG administracije (i.p.; 10
[U/Zivotinji), u trenutku eCG administracije i 24 h nakon eCG administracije.

Zivotinje su Zrtvovane 48 h nakon eCG injekcije, nakon ¢ega je odredivan nivo
estradiola u serumu. Za ispitivanje uticaja in vivo tretmana ATR na gensku ekspresiju

granuloza Celija, izdvajani su ovarijumi, a potom su granuloza celije izolovane
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punktiranjem ovarijuma sa 27G iglom u trajanju od 1 minuta za svaki ovarijum. Celije
su ispirane dva puta sa hladnim PBS puferom, centrifugirane na 1200 rpm u trajanju
od 5 min, nakon Cega je talog Celija resuspendovan u 250 pL TRIzol reagensa i saCuvan
na -70 °C do postupka izolacije ukupne RNK. 44 h do 48 h nakon eCG injekcije grupa
Zivotinja je tretirana sa hCG (i.p.; 10 IU/Zivotinji). Za potrebe ispitivanja uticaja in vivo
tretmana ATR na ekspresiju gena ukljuCenih u proces ovulacije granuloza Celije su
izolovane 4 h nakon hCG tretmana i ¢uvane u TRIzol reagensu na -70 °C do postupka
izolacije ukupne RNK. 20 h nakon hCG injekcije, Zenke su Zrtvovane procesom
dekapitacije i radena je disekcija ampule jajovoda, prilikom cega je doSlo do
oslobadanja kumulus-oocitnih kompleksa. Kako bi se oocite oslobodile od okolnih
kumulusnih ¢elija, kumulus-oocitni kompleksi inkubirani su sa 1% rastvorom
kolagenaze na 37 °C u trajanju od 30 min. Nakon toga, broj prisutnih oocita odredivan
je koriS¢enjem mikroskopa. Stopa ovulacije je definisana kao broj oslobodenih oocita

po Zivotinji.
3.3.2.2. Dvodnevni tretman sa ATR

Nezrele Zenke pacova starosti 21-24 dana tretirane su suspenzijom ATR (i.p.;
50 mg/kg telesne mase) 24 h pre eCG administracije (i.p.; 10 IU/Zivotinji), i u trenutku
eCG administracije. Zivotinje su Zrtvovane 24 h nakon eCG tretmana. Za analizu
genske ekspresije granuloza ¢elije su izolovane na nacdin opisan u prethodnom
poglavlju, resuspendovane u TRIzol reagensu i cuvane na -70 °C do postupka izolacije

ukupne RNK.

3.3.3. In vitro tretman primarne kulture nezrelih granuloza ¢elija sa BPA

Kao eksperimentalni model za ispitivanje in vitro efekata BPA na steroidogeni
potencijal i funkciju granuloza Celija koriS¢ena je primarna kultura granuloza celija
izolovana iz nezrelih Zenki pacova. Prilikom ispitivanja efekata BPA, nezrele Zenke
pacova nisu pretretirane sa estradiolom, s obzirom da je pokazano da se BPA vezuje

za estrogenske receptore. Zenke pacova starosti 21-24 dana su Zrtvovane procesom
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dekapitacije, izolovani su ovarijumi, nakon ¢ega je pristupano izolaciji granuloza ¢elija
na nacin opisan u poglavlju 3.3.1.1.

Nakon izolacije Celija, talog je resuspendovan u 6 mL 5% FBS DMEM/F12 koji
sadrzi 100 mg streptomicina, 100 000 IU penicilina i 250 pg fungizona po litri, i potom
su Celije brojane na nacin opisan u poglavlju 3.3.1.1. Suspenzija je zatim razblaZivana
do finalne koncentracije Celija u kojoj se sade celije, nakon cega su celije sadene u
ploCe prethodno oblagane fibronektinom. Medijum u kome su sadene Celije zamenjen
je sa 0,1% BSA DMEM/F12 koji je sadrzao 100 mg streptomicina i 100 000 IU
penicilina i 250 pg fungizona po litri, 4-6 h nakon sadenja. Nakon lepljenja za podlogu
u trajanju od 20-24 h, Celije su ispirane sa 0,1% BSA DMEM/F12 koji je sadrZzao 100
mg streptomicina i 100 000 IU penicilina (0,1% BSA DMEM/F12), nakon cega je

pristupano dodavanju tretmana.

3.3.3.1. Tretman sa BPA

Osnovi rastvor BPA koji je koriS¢en za sve tretmane napravljen je u metanolu,
pri ¢emu su radni rastvori pripremani u 0,1% BSA DMEM/F12 tako da % metanola u
svakom bunari¢u ne bude veéi od 0,2%, dok je % metanola u kontrolnim bunari¢ima
odgovarao % u tretiranim bunari¢ima. Isti princip pravljenja rastvora BPA sprovoden
je kroz Citavo istrazivanje.

Granuloza celije su tretirane sa 0,1 uM, 1 uM, 10 uM, 50 puM ili 100 uM BPA
samostalno ili u prisustvu FSH (100 ng/mL) u trajanju od 24 h i 48 h. Vijabilnost Celija
odredivana je 48 h nakon tretmana koriS¢enjem SRB analize. Nivoi iRNK za StAR,
dezmolazu i 33-HSD odredivani su qRT-PCR analizom 24 i 48 h nakon tretmana sa
BPA, dok je nivo StAR proteina odredivan Western blot analizom 24 h i 48 h nakon
tretmana, odnosno, SREBP-1 proteina 24 h nakon tretmana. Nivoi progesterona u
inkubacionom medijumu nakon tretmana sa BPA u trajanju od 24 h odredivani su u
odsustvu ili prisustvu FSH, holesterola (20 puM), 22-OH holesterola (20 pM) i
pregnenolona (20 uM).
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Radi ispitivanja uticaja BPA na distribuciju i sadrzaj slobodnog holesterola
¢elije su tretirane sa 100 uM BPA u trajanju od 24 h, nakon Cega je slobodni holesterol
detektovan bojenjem celija Filipin III bojom.

Za potrebe ispitivanja uticaja BPA na akumulaciju hormona, ekspresiju gena,
kao i za Western blot analizu celije su sadene u ploCe sa 24 bunari¢a (350 000
¢elija/bunaricu), dok su za Filipin III bojenje Celije sadene na mikroskopske plocice sa
8 bunari¢a (200 000 celija/bunari¢u). Za SRB analizu sadeno je 150 000
¢elija/bunaric¢u u ploCe sa 96 bunari¢a. Nakon 20-24 h lepljenja Celije su tretirane
prema odredenoj Semi, pri Cemu je zapremina tretmana bila 0,5 mL/bunaricu za ploce
sa 24 bunaric¢a, i 0,25 mL/ bunari¢u za mikroskopske plocice sa 8 bunari¢a i 0,2
mL/bunari¢u za plo€e sa 96 bunarica. Prilikom svih tretmana celije su inkubirane u
CO2 inkubatoru, na temperaturi od 37 °C, gde je obezbedivna atmosfera 95% 021 5%

COa.

3.4. Sulforodamin B (SRB) analiza za odredivanje vijabilnosti ¢elija

Analiza se zasniva na usvajanju negativno obojenog ljubicastog aminoksantina
sulforodamina B (SRB) od strane odredenih aminokiselinskih ostataka celijskih
proteina. Prisustvo veceg broja Zivih Celija dovodi do usvajanja vece koli¢ine boje.
Intenzitet boje se meri fotometrijski.

Po isteku tretmana celije su fiksirane na 4 °C u trajanju od 1 h trihlorsiréetnom
kiselinom (50% w/v; TCA je pripremana u hladnoj destilovanoj vodi) koja je
dodavana na postojec¢i medijum u koli¢ini od % pocetne zapremine medijuma. Nakon
fiksiranja celija, ploCe su ispirane pet puta sa po 200 pl destilovane vode u cilju
uklanjanja ostataka TCA i proteina seruma, nakon Cega je dodavana SRB boja
rastvarana u 1% sircetnoj kiselini, u koli¢ini od % pocetne zapremine medijuma.
Tokom inkubacionog perioda od 30 min na sobnoj temperaturi SRB boja je vezivana
za aminokiselinske rezidue proteina u ¢eliji. Po isteku inkubacionog perioda ploce su
ispirane pet puta sa po 200 pl 1% sir¢etne kiseline kako bi se uklonila nevezana boja.

Nakon ispiranja, dodavan je pufer (10 mM Tris base, pH 10.5) u zapremini identi¢noj
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pocetnoj zapremini medijuma (200 pl), kako bi se rastvorila inkorporirana boja.
Nakon inkubacije sa puferom u trajanju od 5 min, merene su apsorbance na dve
talasne duZine: A1=492 nm i A2= 690 nm pomoc¢u Multiscan EX (Thermo Labsystems,
Champaign, IL, SAD), a konacna apsorbanca je raCunata kao razlika prve i druge
apsorbance. Dobijene apsorbance su normalizovane u odnosu na vrednosti koje su se

ocitavale za kontrolu, koja predstavlja 100% vijabilnost.

3.5. Odredivanje koncentracije progesterona ELISA analizom

U eksperimentima sa ATR nivo progesterona u inkubacionom medijumu,
odnosno, serumu odredivan je ELISA analizom koja se bazira na kompeticiji izmedu
progesterona iz standarda ili uzorka i progesterona koji je obeleZen enzimom
peroksidaza rena (engl. horsradish peroxidase, HRP) za ista vezna mesta na
specificnom antitelu. Formirani kompleks se vezuje za kozja anti-zecja antitela kojima
je ploca sa 96 bunari¢a prethodno obloZena. Laboratorijski deo oblaganja ploce sa
kozjim anti-zecjim antitelima sprovoden je na Odeljenju za reprodukciju Naucnog
instituta za veterinarstvo “Novi Sad“. Oblaganje plo¢a radeno je tako Sto je u svaki
bunari¢ dodavano po 100 pL rastvora anti-zecjih IgG antitela (MP Biomedicals Inc,
Ohio, SAD) koncentracije 4 pg/mlL, pripremanog u karbonatnom puferu (0,05M
Na;CO3z i 0,05M NaHCOsz u odnosu 2:5; pH=9,7). Pokrivene ploce su potom
inkubirane 48 h na sobnoj temperaturi, uz mesanje na 300 rpm pomocu
termomiksera (Thermomixer comfort, Eppendorf, Nemacka). Po isteku
inkubacionog perioda ploce su tri puta ispirane sa po 300 pL 0,9% rastvora NaCl,
a nakon toga blokirane sa 200 pL pufera za blokiranje (0,05M NaH:PO4i 0,05M
NazHPO4 u odnosu 1,5:5, pH 7.4 koji sadrzi 3% saharoze i 0,1% BSA) u trajanju od 2 h
na sobnoj temperaturi uz mesanje na 300 rpm. Zatim su ploce ispirane tri puta sa po
300 pul PBS pufera koji sadrzi 0,05 % Tween-20 i ostavljane da se susSe preko no¢i.

Analiza uzoraka radena je tako Sto je u odgovarajuce bunaric¢e ploce dodavano
po 50 pl uzorka, odnosno, 50 pl standarda odredene koncentracije. Potom je u svaki

bunari¢ dodavano po 50 pl HRP-obeleZenog progesterona, a zatim i 50 pl anti-
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progesteronskih antitela. Nakon inkubacije u trajanju od 4 h na sobnoj temperaturi,
ploca je ispirana tri puta sa PBS puferom koji je sadrzao 0,05% Tween-20. Kao
supstrat za razvijanje bojene reakcije koriS¢eni su rastvori vodonik peroksida i
tetrametilbenzidina-TMB (INEP, Zemun). Inkubacija je odvijana tokom 20 minuta,
na sobnoj temperaturi, u mraku. Reakcija je zaustavljana sa 50 pL prekidaca
reakcije (2M rastvor H2S04) po bunari¢u, pri ¢emu je nastajao produkt Zute boje.
Absorbanca je merena na Multiscan EX (Thermo Labsystems, Champaign, IL, SAD) na
talasnoj duzini 405 nm. Koncentracija progesterona u uzorcima odredivana je na
osnovu standardne inhibicione krive raspona 0,02-10 ng/mL dobijane pomocu
standardnog rastvora progesterona poznate koncentracije. Svi uzorci u okviru jednog
eksperimenta mereni su u jednoj analizi. Koeficijent varijacije u okviru jedne analize
bio je 4,8%.

U eksperimentima sa BPA koncentracija progesterona u inkubacionom
medijumu odredivana je pomocu komercijalnog kompleta za merenje nivoa
progesterona prema uputstvu proizvodaca. Ovo je kompetitivni tip ELISA metode, koji
se bazira na kompeticiji progesterona iz standarda ili uzorka sa progesteronom koji je
obeleZzen enzimom acetilholinesteraza, za ista vezna mesta na specificnom antitelu.
Koncentracija progesterona u uzorcima odredena je na osnovu standardne inhibicione
krive raspona 7,8-1000 pg/mL dobijene pomoc¢u standardnog rastvora progesterona
poznate koncentracije. Limit detekcije je iznosio 10 pg/mL (pri 80% B/Bo). Svi uzorci

u okviru jednog eksperimenta mereni su u jednoj analizi.

3.6. Odredivanje koncentracije estradiola radioimunoloskom
analizom

Koncentracija estradiola akumuliranog u medijumu, odnosno, u serumu
odredivana je radioimunoloSkom analizom. Osnovni princip ove analize je kompeticija
izmedu estradiola iz standarda, odnosno, uzorka koji se testira i radioaktivno
obeleZenog estradiola za ista vezna mesta na specificnom antitelu. Odredivanje

nepoznate koncentracije estradiola radeno je pomoc¢u standardne inhibicione krive
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koriS¢enjem standardnog rastvora estradiola. Osnovni standardni rastvor
koncentracije 100 ng/mL koriS¢en je za formiranje standardne inhibicione krive
raspona 0,00625-0,8 ng/0,1 mL. Antiserum specifican za estradiol razblaZivan je tako
da je maksimalno vezivanje radioaktivno obeleZenog estradiola u odsustvu
neobeleZenog 30-50%. Radioaktivnost obeleZenog estradiola je podeSavana na 4200
otkucaja/min/0,1 mL. Odvajanje slobodnog od vezanog liganda vrSeno je suspenzijom
aktivnog uglja. Svi uzorci u okviru jednog eksperimenta mereni su u jednoj analizi.

Koeficijent varijacije u okviru jedne analize bio je 5,8%.

3.7. Odredivanje koncentracije cAMP ELISA analizom

Koncentracija cAMP odredivana je pomoc¢u komercijalnog kompleta za merenje
nivoa cAMP prema uputstvu proizvodaca. Ovo je kompetitivni tip ELISA metode, koji
se bazira na kompeticiji specificnog ciklicnog nukleotida iz uzorka sa cikli¢nim
nukleotidom, koji je obeleZzen enzimom acetilholinesteraza, za ista vezna mesta na
specificnom antitelu. Ekstrakcija cAMP iz inkubacionog medijuma i ¢elija vrSena je
dodavanjem perhlorne kiseline na postoje¢i medijum, nakon ¢ega su ploce inkubirane
na 4 °C u trajanju od 45 min. Nakon isteka inkubacionog perioda, ekstrakti su
sakupljani u prethodno ohladene tubice i centrifugirani na 16 000 xg na 4 °C u trajanju
od 10 minuta. Neutralizacija supernatanata vrSena je dodatkom 0,72M KOH/0,6M
KHCO3, nakon Cega je precipitirani KClO4 uklanjan centrifugiranjem na 16 000 xg na 4
°C u trajanju od 10 minuta, a supernatant koriS¢en za odredivanje koncentracije
cAMP.

Sastavni deo pripreme uzoraka i standarda bio je postupak acetilacije ciklicnih
nukleotida na 2°0OH grupi, Cime se vezivanje antitela povecalo deset puta.
Koncentracija cAMP u uzorcima odredivana je na osnovu standardne inhibicione krive
raspona 0,078-10 pmol/mL dobijane pomoc¢u standardnog rastvora cAMP poznate
koncentracije. Limit detekcije iznosio je 0,1 pmol/mL (pri 80% B/Bo) za acetilovane

uzorke. Svi uzorci u okviru jednog eksperimenta mereni su u jednoj analizi.
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3.8. Izolacija RNK i reverzna transkripcija

Izolacija ukupne RNK iz granuloza ¢elija radena je upotrebom TRIzol reagensa.
Koncentracija i ¢isto¢a RNK u uzorcima odredivane su pomocu aparata Biospec-Nano
(Shimadzu, Japan), pri ¢emu su dobijani podaci o koncentraciji RNK (ng/ul = A260nm
x 40), c¢isto¢i u odnosu na proteine (A26nm/A280nm), kao i u odnosu na organske
materije (A260nm/A230nm). Na osnovu oba parametra, Cisto¢a RNK se kretala u
optimalnom opsegu, 1,7-2,0. RNK je prevodena u cDNK reverznom transkripcijom,
koriS¢enjem High-Capacity cDNA Reverse Transcription kompleta sa RNase inhbitorom
prema uputstvu proizvodaca. Dobijena c¢DNK je upotrebljavana za relativnu

kvantifikaciju genske ekspresije.

3.9. Relativna kvantifikacija genske ekspresije

Relativna kvantifikacija genske ekspresije radena je prema ,POWER SYBR
Green PCR Master Mix“ protokolu. ,Power SYBR Green PCR Master Mix“ predstavlja
pre-miks komponenti (izuzev matrice, prajmera i vode) neophodan za izvodenje qRT-
PCR (engl. guantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction). Komplet
koristi SYBR Green I boju koja se vezuje za dvolancanu DNK, Sto obezbeduje
fluorescentni signal koji odrazava koli¢inu dvolanc¢anog DNK produkta koji nastaje
tokom PCR. Sto je koli¢ina ciljnog produkta veéa to je fluorescentni signal jadi.
Reakciona smesa je sadrzala 2,5 pul cDNK (cDNK je razblazena tako da se u 2,5 pul nalazi
cDNK od 10 ng polazne RNK), i 10 pl miksa koji je sadrZao specifi¢cne prajmere (Tabela
3.1.) u koncentraciji 500 nM forward (F) i reverse (R) prajmera i Power SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, USA). Prajmeri su dizajnirani
koriS¢enjem programa Primer Express 3.0 (Applied Biosystems, Foster City, USA)
koriS¢enjem genskih sekvenci iz Banke gena dobijenih preko NCBI Entrez Nucleotide

database (www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). Real-time PCR reakcija je izvodena u

standardnim uslovima (50 °C/2 min, 95 °C/10 min; i 40 ciklusa, od kojih je svaki bio
pri 95 °C/15 sec, a potom 60 °C/1 min) koriS¢enjem aparata ABI Prism 7900HT Fast
Real-Time (Applied Biosystems, Foster City, USA) u eksperimentima u kojima je
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koriS¢en ATR, odnosno Mastercycler Realplex (Eppendorf) aparata u eksperimentima
u kojima je korisS¢en BPA. Kao endogena kontrola koris¢en je gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza (GAPDH).

Relativna kvantifikacija genske ekspresije radena je komparativhom Ct
metodom. Ova metoda podrazumeva normalizaciju ekspresije ciljnog gena sa
endogenom kontrolom, kako za kontrolu tako i za uzorak:

ACt = Ctciljni gen - Ctcarpu
Zatim je radena normalizacija tretiranog uzorka sa kontrolnim:
AACt = ACttretman - ACtkontrola

Koeficijent relativne ekspresije (R) ciljnog gena racunat je na osnovu sledece
jednacine:

R = 2-AAct

Tabela 3.1. Sekvence prajmera koris¢enih u real-time PCR analizi

Ereg NM_021689.1 5’-TATCAGCACAACCGTGATTCC-3*
5’-ATGCAAGCAGTAGCCGTCC-3

Areg NM_017123.1 5’- CGGAAAAGGCAGAAGAAACAGG-3°
5’-TGATGACAATGGCAGGTCACC-3'

Pgr NM_022847.1 5’-CCAGAGCCCACAATATGG-3'
5’-TAAATAGTTATGCTGCCCTTCC-3*

Cyp19ai1 NM_017085 5-TCCTCCTGATTCGGAATTGTG-3
5’-GGCCCGATTCCCAGACA-3

Cypllal NM_017286 5'-GCAGCGACTCTCTTCTCCTGCG-3'
5'-GCCATCACCTCTTGGTTTAGGACAATT-3’

Lhr NM_012978 5’-CGGGCTGGAGTCCATTCA-3"
5-TTCTTTGGAGGGCAGTGTTTTC-3

Star NM_031558 5’- AGCCAGCAGGAGAATGGAGAT-3"
5’- CACCTCCAGTCGGAACACCTT-3'

Esr2 NM_012754.1 5’-GAGGCAGAAAGTAGCCGGAA-3’
5’-CGTGAGAAAGAAGCATCAGGA-3’

Hsd3b1/2 NM_001007719 5’-GACAGGAGCAGGAGGGTTTGTGG-3’
5’- CTCCTTCTAACATTGTCACCTTGGCCT-3’

Cyplal NM_012540.2 5’-CCTCTTTGGAGCTGGGTTTG-3*

5’-TGCTGTGGGGGATGGTGAAG-3'
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Cyp1b1 XM_017594045.1 5-AATTGGCTCTTATTTAGGATGGCA-3'
5’-GCAGTGAAAACAGAAATGGGAAAC-3*

Hmgcr NM_013134.2 5’-CTGGGCCCCACGTTCA-3'
5’-ATGGTGCCAACTCCAATCACA-3°
Dhcr7 NM_022389.2 5’-TCTCCTCCTTCCCTCAGATCCT-3*
5’-TGGCTTTGGAAGCGTTGTG-3"
Scarb1 NM_031541.1 5’-GAAGGCATCCCCACTTAT-3*
5’-CGGACCCGTTGGCAAA-3*
Abcal NM_178095.2 5’-TGCCCGGCGGAGTAGAA-3'
5’-AGGGCGATGCAAACAAAGAC-3'
Lipe NM_012859.1 5’-CTGAGCCTCATGGATCCTCTTC-3*
5-TGAATAGGCGCTCACACACTTG-3
Acatl NM_017075.2 5-TGTCTGGAGCTCGGATTGTTG-3"
5’-AGACCGAATTCTCCTTGCTTCA-3"
Gapdh NM_017008.4 5'TGCCAAGTATGATGACATCAAGAAG-3'

5’-AGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3

3.10. pERK enzimski imunoesej (ELISA) na granuloza ¢elijama

Nakon zavrSenog tretmana, Celije su fiksirane sa 4% paraformaldehidom u
trajanju od 20 minuta na sobnoj temperaturi, a potom ispirane dva puta sa 100 pL PBS
pufera. Zatim je sledila inkubacija sa 100 pL PBS pufera koji je sadrZao 0,1% Triton X-
100 u trajanju od 20 minuta na sobnoj temperaturi, kako bi se permeabilizovale
Celijske membrane. Nespecificna mesta blokirana su sa 5% NGS u 0,1% Triton X-
100/PBS na sobnoj temperaturi tokom 2 h, nakon Cega je sledila inkubacija preko no¢i
sa 50 pL primarnog pERK antitela (razblaZenje 1:500) pripremljenog u PBS puferu
koji je sadrzao 0,1% Tween-20 i 1% BSA. Narednog dana, Celije su ispirane sa 100 pL
PBS pufera pet puta u trajanju od po 5 min na laboratorijskoj mesalici, na 100 rpm, a
zatim inkubirane sa 50 pL sekundarnog antitela (kozje anti-zecje antitelo
konjugovano sa HRP; razblazenje 1:300) pripremanog u PBS koji je sadrzao 0,1%
Tween-20 i 1% BSA, u trajanju od 1 h na sobnoj temperaturi. Po isteku inkubacionog
perioda, Celije su ispirane pet puta sa PBS puferom, a potom inkubirane sa 100 pL

rastvora koji je sadrzao 0,4 mg/mL OPD u 0,05 M fosfatno-citratnom puferu (0,1 M
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Na;HPO4 i 0,05 M limunska kiselina; pH 5,0) i 0,015% H202 tokom 15-30 minuta na
sobnoj temperaturi. Apsorbanca je merena na Multiscan EX (Thermo
Labsystems, Champaign, IL, SAD) na talasnoj duzini od 450 nm.

U cilju odredivanja broja ¢elija u bunari¢ima nakon ELISA testa, Celije su bojene
Crystal Violet rastvorom. Nakon merenja apsorbance na 450 nm, Celije su ispirane dva
puta sa 100 uL PBS koji je sadrzao 0,1% Tween-20 i dva puta sa 100 pL. dH20, a potom
je u svaki bunari¢ dodavano po 100 pL Crystal Violet rastvora (0,1% Crystal Violet u
4% etanolu). PloCte su zatim inkubirane 30 minuta na sobnoj temperaturi, na
laboratorijskoj mesalici, na 50 rpm. Po isteku vremena inkubacije, ploCe su ispirane
Cetiri puta sa po 100 pL dH20, a nakon toga inkubirane sa 100 pL 10% siréetne
kiseline u trajanju od 1 h na sobnoj temperaturi, na laboratorijskoj mesalici, na 150
rpm, kako bi se rastvorila inkorporirana boja. Apsorbanca je merena na Multiscan EX

(Thermo Labsystems, Champaign, IL, SAD) na talasnoj duZini 595 nm.

3.11. Odredivanje aktivnosti glutation S-transferaze (GST)

Aktivnost glutation S-transferaze (GST) u homogenatima ovarijuma
odredivana je spektrofotometrijski metodom po Habig i saradnici (1974). GST kataliSe
reakciju izmedu 1-hloro-2,4-dinitrobenzena (CDNB), koji se koristi kao supstrat, i
redukovanog glutationa (GSH), pri ¢emu se formira kompleks sa maksimumom
apsorpcije na 340 nm. Nakon zavrSenih tretmana, ovarijumi su sakupljani i
homogenizovani u 0,1 M Tris-HCl (pH 7,4), nakon Cega je homogenat centrifugiran na
12 000 xg u trajanju od 10 minuta. Reakciona smesa (250 pL) za odredivanje
aktivnosti enzima sadrzala je 100 mM fosfatni pufer (pH 6,5), 1 mM CDNB, 1 mM GSH
i homogenat ovarijuma (50 pL). Pracen je porast apsorbance na 340 nm tokom 10
minuta Kkontinuirano u intervalima od 30 sekundi. Koncentracija proteina u
homogenatima ovarijuma odredivana je metodom po Bradford (1976). Specificna

aktivnost enzima izraZavana je kao uM konjugovanog CDNB po mg protein po minuti.
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3.12. Western blot

3.12.1. Liziranje ¢Celija, odredivanje koncentracije proteina i priprema uzoraka
za natrijum dodecil sulfat poliakrilamid gel elektroforezu (SDS-PAGE)

Nakon zavrSenog tretmana, ¢elije su dva puta ispirane hladnim PBS puferom i
lizirane sa 30 pl RIPA pufera za liziranje (150 mM NaCl, 50 mM Tris, 1 mM EDTA, 1%
NP-40, 0,5% sodium deoxycholate, 0,1% SDS, pH 7,4) koji je sadrzao inhibitore
proteaza (NaF; 1 mM) i inhibitore fosfataza (NaVO4; 1 mM), u trajanju od 30 min, na
laboratorijskoj mesSalici, na 4 °C. Nakon isteka 30 min, lizat je sakupljan u tubice i
centrifugiran 5 min na 10 000 xg, ¢ime su istaloZeni Celijski ostaci, a supernatant sa
proteinima je prebacivan u nove tubice.

Koncentracija proteina u lizatu je odredivana fotometrijski, na osnovu
standardne krive, koriS¢enjem komercijalnog kompleta za odredivanje proteina Dc
(Bio-Rad) u eksperimentima sa ATR, odnosno Pierce BCA (Thermo Scientific) u
eksperimentima sa BPA, prema uputstvu proizvodaca.

Radi pripreme uzoraka za elektroforezu, 5x Kkoncentrovani pufer sa
redukujuéim agensima (sadrzi: 372 g EDTA, 6 g SDS, 15 mL 3-merkaptoetanola, 20 mL
glicerola, 383 g ditiotreitola, 378 g Tris, pH 6,8, 50 mg bromofenol plavog) je dodavan
u odnosu 1/5 puferai 4/5 uzorka. Tako pripremljeni uzorci su inkubirani 5 min na 95

°C.

3.12.2. SDS-PAGE, transfer proteina na PVDF membranu, detekcija i
kvantifikacija proteina

Za potrebe SDS-PAGE elektroforeze, pravljeni su gelovi koji su imali deo za
koncentrovanje uzoraka (3% akrilamid/bis-akrilamid: 4,57 mL dH20, 1,87 mL 0,5 mM
Tris-HCI - pH 6,8, 75 pL 10% SDS, 0,99 mL 30% akrilamid/bis, 37,5 uL. 10% amonijum
persulfat i 7,5 uL. TEMED) i separacioni deo (12% akrilamid/bis-akrilamid: 3,35 mL
dH:20, 2,5 mL 1,5 mM Tris-HCI - pH< 8,8, 100 pl 10% SDS, 4 mL 30% akrilamid/bis, 50
uL 10% amonijum persulfati 5 uL. TEMED).
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U dZepi¢e gela su nalivani uzorci (5-15 pg proteina po dZepicu), kao i
proteinski marker. Elektroforeza je tekla u Mini-PROTEAN 3 Cell aparatu (Bio-Rad,
Hercules, CA, SAD), pri naponu od 120 Vi trajanju od oko 90 min.

Transfer proteina sa gela na PVDF membranu je vrSen mokrim transferom, u
Mini-PROTEAN 3 Cell aparatu (Bio-Rad, Hercules, CA, SAD), pri naponu 100 V, u
trajanju od 2,5 h. Nakon transfera, membrane su blokirane u TBS puferu (10 mM Tris
base, 100 mM NaCl, pH 7,4) koji je sadrzao 0,1% Tween-20 (TBS/Tween) i 3% BSA
(kada su analizirani fosfo-AKT i fosfo-CREB), odnosno 5% mleko (kada su analizirani
StAR, C/EBP(, SREBP-1 i GAPDH) u toku 2 h na sobnoj temperaturi. Primarna antitela
fosfo-AKT (1:3000), fosfo-CREB (1:2000), CEBPB (1:1000), StAR (1:1000), SREBP-1
(1:1000) i GAPDH (1:5000) su pripremana u TBS/Tween Kkoji je sadrzao 3% BSA, a
inkubacija membrana sa primarnim antitelom se odvijala preko no¢i, na 4 °C. Nakon
toga, membrane su ispirane pet puta sa TBS/Tween, a potom inkubirane sa
sekundarnim antitelom konjugovanim sa enzimom HRP. Sekundarno antitelo
(1:3000) je pripremano u TBS/Tween koji je sadrzao 3% BSA i radena je inkubacija u
trajanju 1 h na sobnoj temperaturi. Nakon toga, membrane su ispirane dva puta
naizmeni¢no sa TBS koji je sadrzao 1% NP-40 (NTBS) i TBS puferima. Razvijanje
membrana radeno je sa hemiluminescentnim supstratom Supersignal West Femto. Da
bi se procenila preciznost nalivanja uzoraka, sa PVDF membrana su odvajana vezana
antitela postupkom tzv. stripovanja membrana, koriS¢enjem pufera za stripovanje (65
mM Tris-HCI, 20% SDS i 0,7% B-merkaptoetanol; pH 6,7). Stripovane membrane su
ispirane pet puta sa NTBS puferom i jednom sa PBS puferom, blokirane i ponovo
inkubirane sa primarnim antitelom za GAPDH, a potom i sa odgovaraju¢im
sekundarnim antitelom. Hemiluminescencija je merena myECL aparatom (Thermo
Scientific, IL, USA), a dobijeni signali su kvantifikovani koris¢enjem NIH Image]

programa (Schneider i sar., 2012).
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3.13. Bojenje Filipinom III

Za bojenje Filipinom III ¢elije su sadene na mikroskopske plocice sa 8 bunarica.
Nakon zavrSenih tremana, Celije su fiksirane sa 4% paraformaldehidom u trajanju od
30 minuta na sobnoj tempeaturi. Nakon fiksiranja, ¢elije su ispirane tri puta sa PBS
puferom i inkubirane sa glicinom (1,5 mg/mL PBS) u trajanju od 10 minuta na sobnoj
temperaturi u cilju neutralizacije paraformaldehida, a potom ponovo ispirane tri puta
sa PBS puferom. Bojenje ¢elija vrSeno je Filipin III bojom pripremanom u PBS puferu
(10 pg/mL) u trajanju od 2 h na sobnoj temperaturi, nakon €ega su Celije ispirane tri
puta sa PBS puferom, postavljane za vizualizaciju u 85% glicerolu pripremanom u Tris
puferu (pH 8.5), nakon cega je fluorescencija detektovana koriS¢enjem konfokalnog
mikroskopa (TCS SP8, Leica), pri ¢emu je talasna duzina ekscitacije iznosila 405 nm, a
emisije 430 nm. U svakom eksperimentu, 3-9 slucajno odabranih polja po uzorku
(93-186 cCelija u svakom polju) je vizualizovano i sacuvano. Kvantifikacija
fluorescentnog signala vrSena je koriS¢enjem NIH Image] programa (Schneider i sar.,,

2012), a rezultati su predstavljani kao relativna fluorescencija po Celiji.

3.14. Statisticka analiza

Svi eksperimenti su radeni u najmanje tri ponavljanja, a prikazane vrednosti
predstavljaju srednju vrednost+*SEM. Statisticka analiza je radena koriS¢enjem
GraphPad Prism softvera (La Jolla, CA, USA). Statisticka obrada podataka izmedu vise
grupa radena je ANOVA analizom, koriS¢enjem Dunnett ili Tukey post hoc testa. Kada
su uporedivane samo dve grupe, koriS¢en je t-test. Za sve statisticke analize kao

kriterijum statisticke znacajnosti uzimana je granica verovatnoce p<0,05.
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4. REZULTATI
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4.1. In vitro efekat ATR na steroidogeni i ovulacioni potencijal
granuloza celija

4.1.1. Efekat ATR na sintezu estradiola u bazalnim uslovima i tokom stimulacije
granuloza celija sa FSH i 8-Br-cAMP

U cilju ispitivanja uticaja ATR na sintezu estradiola u bazalnim uslovima i
nakon stimulacije sa FSH i 8-Br-cAMP, granuloza ¢elije su tretirane sa 20 uM ATR u
nestimulisanim ¢elijama, odnosno sa 10 uM ili 20 pM ATR u kombinaciji sa FSH i 8-Br-
cAMP u trajanju od 48 h, nakon ¢ega su mereni nivoi akumuliranog estradiola u
inkubacionom medijumu. Eksperimenti su radeni u prisustvu supstrata za aromatazu,
testosterona. Dobijeni rezultati su pokazali da 20 uM ATR ne dovodi do promena u
bazalnom nivou estradiola (Slika 4.1.1). Kombinacija 20 uM ATR i FSH dovela je do
inhibicije sinteze estradiola u poredenju sa celijama stimulisanim sa FSH (Slika
4.1.1A). Ista koncentracija ovog pesticida dovela je do povecanja sinteze estradiola

kod ¢elija stimulisanim sa 8-Br-cAMP (Slika 4.1.1B).
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Slika 4.1.1. In vitro efekat ATR na sintezu estradiola u bazalnim uslovima i tokom stimulacije
granuloza ¢elija sa FSH- i 8-Br-cAMP. Granuloza celije su sadene u ploce sa 24 bunari¢a, 250 000
¢elija/bunaricu. Celije su tretirane sa ATR (20 pM) samostalno, ili sa ATR (10 i 20 uM) u kombinaciji sa
(A) FSH (100 ng/mL) ili (B) 8-Br-cAMP (1 mM), u prisustvu testosterona (50 ng/mL) u trajanju od 48 h.
Nivoi estradiola u inkubacionom medijumu odredivani su RIA analizom. Rezultati su predstavljeni ,box
and whisker” dijagramima (10-90 procenata). Plusevi u stubi¢ima predstavljaju srednju vrednost, a
linije predstavljaju medijane. Prikazani rezultati predstavljaju srednju vrednost iz 6-7 nezavisnih
eksperimenata. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na bazalne uslove. °p<0,05 statisticki

znacajna razlika u odnosu na granuloza ¢elije stimulisane sa (A) FSH ili (B) 8-Br-cAMP.
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4.1.2. Efekat ATR na nivo iRNK za aromatazu i LHR u bazalnim uslovima i tokom
stimulacije granuloza ¢elija sa FSH i 8-Br-cAMP

S obzirom da su rezultati pokazali da 20 pM ATR dovodi do promene u sintezi
estradiola tokom stimulacije granuloza celija sa FSH, ova doza je odabrana za dalje
ispitivanje efekata ATR na funkciju granuloza Celija. Ispitan je uticaj ATR na nivo iRNK
za aromatazu i LHR. Granuloza c¢elije su tretirane sa ATR, samostalno, kao i u
kombinaciji sa FSH ili 8-br-cAMP u trajanju od 48 h, nakon ¢ega su odredivani nivoi
iRNK navedenih proteina. Rezultati su pokazali da je kombinacija ATR i FSH dovela do
smanjenja nivoa iRNK za aromatazu (Slika 4.1.2A) i LHR (Slika 4.1.2C) u poredenju sa
¢elijama stimulisanim sa FSH. Suprotno, kada su granuloza ¢elije tretirane sa ATR i 8-
Br-cAMP doSlo je do povecanja nivoa iRNK za oba proteina u poredenju sa

samostalnom primenom 8-Br-cAMP (Slika 4.1.2B i 4.1.2D).
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Slika 4.1.2. In vitro efekat ATR na nivo iRNK za aromatazu i LHR u bazalnim uslovima i tokom
stimulacije granuloza ¢elija sa FSH i 8-Br-cAMP. Granuloza celije su sadene u ploce sa 24 bunarica,
250 000 celija/bunaricu i tretirane sa ATR (20 uM) u kombinaciji sa (A, C) FSH (100 ng/mL) ili (B, D) 8-
Br-cAMP (1 mM) u trajanju od 48 h. Nivoi iRNK za (A, B) aromatazu i (C, D) LHR odredivani su qRT-PCR
analizom, a rezultati su prikazani kao relativne vrednosti u odnosu na odgovor dobijen nakon
stimulacije sa FSH ili 8-Br-cAMP u granuloza ¢elijama koje nisu tretirane sa ATR, definisan kao 1.
Stubi¢i predstavljaju srednje vrednosti *SEM dobijene iz 3-4 nezavisna eksperimenta. *p<0,05
statisticki znacajna razlika u odnosu na bazalne uslove. °p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu

granuloza ¢elije stimulisane sa (A, C) FSH ili (B, D) 8-Br-cAMP.
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4.1.3. Efekat ATR na vijabilnost granuloza ¢elija

Radi ispitivanja potencijalnog citotoksi¢nog efekta ATR, granuloza celije su
tretirane sa kombinacijom 20 pM ATR i FSH, u trajanju od 72 h, nakon cega je
vijabilnost Celija odredivana SRB analizom. Rezultati su pokazali da ATR nije uticao na

vijabilnost granuloza ¢elija u uslovima stimulacije sa FSH (Slika 4.1.3).

150 -

Vijabilnost
(% od FSH-tretiranih celija)

Slika 4.1.3. In vitro efekat ATR na vijabilnost granuloza celija tokom stimulacije sa FSH.
Granuloza Celije su sadene u ploce sa 96 bunaric¢a, 100 000 ¢elija/bunaricuy, i tretirane sa kombinacijom
ATR (20 pM) i FSH (100 ng/mL) u trajanju od 72 h. Vijabilnost ¢elija odredivana je SRB analizom.
Rezultati su predstavljeni kao relativne vrednosti u odnosu na Celije tretirane sa FSH (100%). Stubi¢i

predstavljaju srednje vrednosti+SEM dobijene iz 3 nezavisna eksperimenta.

4.1.4. Efekat ATR na nivo estradiola i iRNK za aromatazu i LHR u granuloza

¢elijama tretiranim sa FSH i inhibitorom aktivacije ERK1/2 signalnog puta

U cilju definisanja mehanizma delovanja ATR, ispitali smo akumulaciju cAMP u
medijumu nakon tretmana granuloza ¢elija sa FSH i ATR u trajanju od 48 h. Tretman
granuloza celija sa ATR i FSH uzrokovao je blago povecanje koncentracije cAMP u
medijumu koje nije statisticki znacajno u odnosu na Ccelije stimulisane sa FSH
(nestimulisane granuloza celije: 0,41+0,06 pmol/mL; granuloza Celije tretirane sa
FSH: 85,50+4,11 pmol/mL; granuloza celije tretirane sa FSH i ATR: 112,40+9,13
pmol/mL). Potom je analizirana uloga ERK1/2 signalnog puta u smanjenju sinteze

estradiola i nivoa iRNK za aromatazu i LHR nakon tretmana sa ATR. Nezrele granuloza
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Celije su pretretirane sa U0126, inhibitorom aktivacije ERK1/2, u trajanju od 30 min,
nakon cega je sledio tretman u trajanju od 48 h sa FSH ili kombinacijom FSH i ATR.
Eksperimenti su radeni u prisustvu supstrata za aromatazu, testosterona. Kao Sto je
prikazano na Slici 4.1.4., kombinacija ATR i FSH dovela je do smanjenja nivoa
estradiola i iRNK za aromatazu i LHR u poredenju sa Celijama stimulisanim sa FSH.
U0126 nije uticao na nivo estradiola i iRNK za aromatazu i LHR u granuloza ¢elijama
stimulisanim sa FSH. U granuloza Celijama tretiranim sa kombinacijom U0126, FSH i
ATR doslo je do statisticki znacajnog povecanja nivoa estradiola (Slika 4.1.4A) i iRNK
za aromatazu (Slika 4.1.4B) i LHR (Slika 4.1.4C) u poredenju sa ¢elijama tretiranim sa
FSH i ATR. Ovi rezultati ukazuju na uklju¢enost ERK1/2 signalnog puta u efektima
ATR na nivo estradiola i iRNK za aromatazu i LHR u granuloza ¢elijama stimulisanim

sa FSH.
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Slika 4.1.4. In vitro efekat kombinacije ATR sa FSH i U0126 na nivo estradiola i iRNK za
aromatazu i LHR. Granuloza ¢elije su sadene u ploc¢e sa 24 bunari¢a, 250 000 celija/bunaricu, i
pretretirane sa U0126 (10 pM) u trajanju od 30 min, a zatim tretirane sa FSH (100 ng/mL) ili
kombinacijom FSH (100 ng/mL) i ATR (20 uM), u prisustvu testosterona (50 ng/mL) u trajanju od 48 h.
(A) Nivo estradiola u inkubacionom medijumu odredivan je RIA analizom. Nivoi iRNK za (B) aromatazu
i (C) LHR odredivani su qRT-PCR analizom, a rezultati su prikazani kao relativne vrednosti u odnosu na
odgovor dobijen nakon stimulacije sa FSH u granuloza ¢elijama koje nisu tretirane sa ATR, definisan
kao 1. Stubi¢i predstavljaju srednje vrednosti+SEM dobijene iz 4 nezavisna eksperimenta. *p<0,05
statisticki znacajna razlika u odnosu na bazalne uslove. °p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na
granuloza cCelije stimulisane sa FSH. Yp<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na granuloza celije

tretirane sa FSHi ATR.
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4.1.5. Efekat ATR na nivo iRNK za proteine uklju¢ene u kontrolu procesa

ovulacije tokom stimulacije granuloza celija sa hCG

Na osnovu rezultata koji pokazuju da ATR u velikoj meri smanjuje nivo iRNK za
LHR u granuloza ¢elijama stimulisanim sa FSH, dalje je ispitivan potencijal hCG da
preko aktivacije LHR poveca nivo iRNK za proteine uklju¢ene u kontrolu procesa
ovulacije. Granuloza celije su tretirane sa FSH tokom 48 h, kako bi se stimulisalo
povecanje nivoa iRNK za LHR u in vitro uslovima. Tokom tretmana sa FSH, jedna
grupa granuloza Celija tretirana je sa ATR ili kombinacijom ATR i U0126. Nakon ovih
tretmana, Celije su bile tretirane sa hCG u trajanju od 3 h. Rezultati su pokazali da su
Celije tretirane sa ATR i FSH/hCG imale smanjen nivo iRNK za proteine ukljucene u
kontrolu procesa ovulacije, AREG (Slika 4.1.5A), EREG (Slika 4.1.5B) i PGR (Slika
4.1.5C) u poredenju sa Celijama koje su tretirane samo sa FSH/hCG. Primena U0126
zajedno sa ATR i FSH/hCG dovela je do povecéanja nivoa iRNK za ispitivane proteine u
poredenju sa ¢elijama koje su tretirane sa ATR i FSH/hCG (Slika 4.1.5).
B Cc

2.0

>

-
o

1.5

=}

1.0

nivo iRNK za PGR
=
o

(relativna ekspresija)

0.5

nivo iRNK za AREG
(relativna ekspresija)
(relativna ekspresija)

nivo iRNK za EREG

0.0 0.0 0.0
FSH48hhCG3h - - + + + FSH48h/hCG3h - - + + + FSH48hhCG3h - - + + +

ATR - - - + o+ ATR - - -+ o+ ATR - - -+

uoiz2e - + - - + uo126 - + - - + uoi26 - + - - +
Slika 4.1.5. In vitro efekat ATR na nivo iRNK za AREG, EREG i PGR tokom stimulacije granuloza
¢elija sa hCG. Granuloza Celije su sadene u ploce sa 24 bunarica, 250 000 ¢elija/bunaricu, i pretretirane
sa U0126 (10 uM) u trajanju od 30 min, a zatim tretirane sa FSH, ili kombinacijom FSH (100 ng/mL) i
ATR (20 uM), u trajanju od 48 h. Nakon toga, ¢elije su tretirane sa hCG (1 IU/mL) u trajanju od 3 h.
Nivoi iRNK za (A) AREG, (B) EREG i (C) PGR odredivani su qRT-PCR analizom. Rezultati su prikazani
kao relativne vrednosti u odnosu na odgovor dobijen nakon stimulacije sa hCG u granuloza ¢elijama
koje nisu tretirane sa ATR, definisan kao 1. Stubiéi predstavljaju srednje vrednosti+SEM dobijene iz 3
nezavisna eksperimenta. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na bazalne uslove. °p<0,05
statisticki znacajna razlika u odnosu na granuloza ¢elije stimulisane sa FSH/hCG. Vp<0,05 statisticki

znacajna razlika u odnosu na granuloza ¢elije tretirane sa FSH/hGC i ATR.
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4.1.6. Efekat ATR na nivo iRNK za CYP1B1 u granuloza ¢elijama tokom
stimulacije sa FSH

S obzirom da je pokazano da aktivacija AHR signalnog puta i povecana
ekspresija CYP1A1 ima ulogu u negativnom delovanju ATR u ¢elijama jetre pacova
(Pogrmic-Majkic i sar., 2012) i embrionima zebrica (Glisic i sar., 2016), ispitali smo
ulogu ovog signalnog puta u smanjenju produkcije estradiola nakon tretmana sa ATR
u granuloza ¢elijama stimulisanim sa FSH. Za te potrebe, granuloza Celije su tretirane
sa FSH ili kombinacijom FSH i 20 uM ATR u trajanju od 6 h. Rezultati su pokazali da
FSH nije doveo do povecéanja iRNK za CYP1B1, dok je tretman granuloza ¢elija sa ATR i

FSH doveo do povecanja nivoa iRNK za CYP1B1 u poredenju sa samostalnim

tretmanom sa FSH (Slika 4.1.6).

nivo iRNK za CYP1B1
(relativna ekspresija)

FSH - + +
ATR - - +

Slika 4.1.6. In vitro efekat ATR na nivo iRNK za CYP1B1 u granuloza ¢elijama tokom stimulacije
sa FSH. Granuloza ¢elije su sadene u ploce sa 24 bunarica, 250 000 ¢elija/bunaricu, i tretirane sa FSH,
ili kombinacijom FSH (100 ng/mL) i ATR (20 pM) u trajanju od 6 h. Nivo iRNK za CYP1B1 odredivan je
gRT-PCR analizom. Rezultati su prikazani kao relativne vrednosti u odnosu na odgovor u granuloza
¢elijama koje su tretirane sa FSH, definisan kao 1. Stubi¢i predstavljaju srednje vrednosti +SEM

dobijene iz 3 nezavisna eksperimenta. °p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na granuloza celije

stimulisane sa FSH.
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4.1.7. Efekat aktivacije AHR signalnog puta na nivo iRNK za LHR u granuloza

Celijama tretiranim sa FSH, kao i kombinacijom FSH i estradiola

S obzirom da su prethodni rezultati pokazali da ATR dovodi do povecanja
nivoa iRNK za CYP1B1 u FSH stimulisanim celijama, ispitali smo uticaj beta-
naftoflavona (bNF), agoniste AHR, na nivo iRNK za LHR tokom stimulacije granuloza
¢elija sa FSH, kao i kombinacijom FSH i estradiola. Za te potrebe, nezrele granuloza
Celije tretirane su sa bNF, samostalno ili u kombinaciji sa FSH, odnosno FSH i
estradiolom u trajanju od 48 h. Kao $to je prikazano na Slici 4.1.7., tretman granuloza
¢elija sa bNF i FSH doveo je do statisticki znacajnog smanjenja nivoa iRNK za LHR u
poredenju sa samostalnim FSH tretmanom. Takode, bNF je doveo do smanjenja nivoa
iRNK za LHR kod celija tretiranih sa FSH i estradiolom, u odnosu na ¢elije stimulisane

samo sa FSH i estradiolom, ali bez statisticke znacajnosti (p=0.058).
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Slika 4.1.7. Efekat bNF na nivo iRNK za LHR u granuloza ¢elijama tretiranim sa FSH, kao i
kombinacijom FSH i estradiola. Granuloza celije su sadene u ploce sa 24 bunari¢a, 250 000
¢elija/bunaricu, i tretirane sa bNF (10 uM), samostalno ili u kombinaciji sa FSH (100 ng/mL), odnosno,
FSH (100 ng/mL) i estradiolom (Ez; 100 ng/mL) u trajanju od 48 h. Nivo iRNK za LHR odredivan je
gRT-PCR analizom, a rezultati su prikazani kao relativne vrednosti u odnosu na odgovor u granuloza
¢elijama koje su stimulisane sa FSH, definisan kao 1. Stubié¢i predstavljaju srednje vrednosti+SEM
dobijene iz 3-4 nezavisna eksperimenta. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na bazalne

uslove. °p<0,05 statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na granuloza Celije stimulisane sa FSH.
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4.1.8. Efekat ATR na produkciju progesterona i nivo iRNK za StAR, dezmolazu,

ERf i PGR tokom stimulacije granuloza celija sa FSH

Dalje je ispitivan efekat ATR na produkciju progesterona nakon tretmana
granuloza cCelija sa FSH, samostalno ili u kombinaciji sa ATR, u trajanju od 48 h.
Primena ATR i FSH je dovela do statisticki znacajnog, priblizno cetvorostrukog
povecanja produkcije progesterona u odnosu na Celije tretirane sa FSH (Slika 4.1.8A).
Ovi rezultati naveli su nas da ispitamo uticaj ATR na nivo iRNK za dva proteina koja
imaju klju¢nu ulogu u sintezi progesterona, StAR i dezmolaze. Rezultati su pokazali da
je tretman cCelija sa ATR i FSH doveo do povecanja nivoa oba transkripta u odnosu na
samostalni tretman sa FSH (Slike 4.1.8B i 4.1.8C). U istim eksperimentalnim uslovima,

ATR nije doveo do promene u nivou iRNK za ER[3 i PGR (Slike 4.1.8D i 4.1.8E).
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Slika 4.1.8. In vitro efekat ATR na produkciju progesterona i nivo iRNK za StAR, dezmolazu, ERf i
PGR tokom stimulacije granuloza celija sa FSH. Granuloza celije su sadene u ploce sa 24 bunarica,
250 000 c¢elija/bunaricu, ii tretirane sa FSH (100 ng/mL), ili kombinacijom FSH (100 ng/mL) i ATR (20
uM) u trajanju od 48 h. (A) Nivo progesterona u inkubacionom medijumu odredivan je ELISA analizom.
Nivoi iRNK za (B) StAR, (C) dezmolazu, (D) ERB i (E) PGR odredivani su qRT-PCR analizom, a rezultati
su prikazani kao relativne vrednosti u odnosu na odgovor u granuloza ¢elijama koje su stimulisane sa
FSH, definisan kao 1. Stubi¢i predstavljaju srednje vrednosti+SEM dobijene iz 5 nezavisnih

eksperimenata. °p<0,05 statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na granuloza celije stimulisane sa FSH.
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4.1.9. Efekat ATR na nivo progesterona i iRNK za StAR i dezmolazu u granuloza
¢elijama tretiranim sa FSH i inhibitorima aktivacije Akt i ERK1/2 signalnih

puteva

U cilju definisanja signalnih mehanizama uklju¢enih u efekat ATR na put
biosinteze progesterona, granuloza Ccelije su pretretirane sa farmakoloSkim
inhibitorima aktivacije Akt (vortmanin) i ERK1/2 (U0126), a nakon toga stimulisane
sa FSH, u prisustvu i odsustvu ATR u trajanju od 48 h. Rezultati su pokazali da je
kombinovani tretman granuloza celija sa FSH, vortmaninom i U0126 smanjio
stvaranja progesterona i nivo iRNK za StAR i dezmolazu u poredenju sa celijama
tretiranim sa FSH. Pored toga, pojedina¢na ili kombinovana primena U0126 i
vortmanina zajedno sa ATR i FSH dovela je do smanjenja stvaranja progesterona i

nivoa iRNK za StAR i dezmolazu u poredenju sa Celijama tretiranim sa FSH i ATR

(Slika 4.1.9).
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Slika 4.1.9. Efekat ATR na nivo progesterona i iRNK za StAR i dezmolazu u granuloza ¢elijama
tretiranim sa FSH, vortmaninom i U0126. Granuloza Celije su sadene u ploce sa 24 bunaric¢a, 250 000
¢elija/bunaricu. Celije su pretetirane sa vortmaninom (Wort; 1 uM) i U0126 (10 pM) u trajanju od 30
min, a nakon toga tretirane sa FSH (100 ng/mL), ili kombinacijom FSH (100 ng/mL) i ATR (20 uM) u
trajanju od 48 h. (A) Nivo progesterona u inkubacionom medijumu odredivan je ELISA analizom. Nivoi
iRNK za (B) StAR i (C) dezmolazu odredivani su qRT-PCR analizom, a rezultati su prikazani kao
relativne vrednosti u odnosu na odgovor u granuloza ¢elijama koje su stimulisane sa FSH, definisan kao
1. Stubi¢i predstavljaju srednje vrednostizSEM dobijene iz 4-5 nezavisnih eksperimenata. *p<0,05
statisticki znacajna razlika u odnosu na bazalne uslove. °p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na
granuloza cCelije stimulisane sa FSH. Yp<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na granuloza Celije

tretirane sa FSH i ATR.
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4.1.10. Efekat ATR na fosforilaciju ERK1/2 u granuloza ¢elijama stimulisanim sa
FSH

Kako je prikazano na slikama 4.1.4. i 4.1.9., inhibitor aktivacije ERK1/2, U0126,
sprecava negativne efekte ATR na biosintezu estradiola, progesterona, kao i na nivoe
iRNK za markere diferencijacije (aromataza i LHR) i luteinizacije (StAR i dezmolaza) u
granuloza ¢elijama stimulisanim sa FSH. Stoga je ispitan uticaj ATR na fosforilaciju
ERK1/2 kori$¢enjem ELISA testa. Celije su tretirane sa FSH, samostalno ili u
kombinaciji sa ATR, u trajanju od 0,5 h, 2 h, 4 h i 6 h. Rezultati su pokazali da FSH
dovodi do kratkotrajne fosforilacije ERK1/2, koja se vra¢a na bazalni nivo 4 h nakon
tretmana. Tretman Celija sa ATR i FSH nije znacajno promenio profil fosforilacije
ERK1/2 u poredenju sa granuloza Celijama stimulisanim sa FSH (Slika 4.1.10). Ovi
rezultati ukazuju da ATR ne utice na FSH-stimulisanu fosforilaciju ERK1/2 u nezrelim
granuloza ¢elijama.

300 ~

48 FSH

~ * -0 FSH+ATR
§ —
o S 200 -
&5
O X
o]
=3
O 100 -
‘n S
o)
('S

O T T T 1

0.5 2 4 6
vreme (h)

Slika 4.1.10. In vitro efekat ATR na fosforilaciju ERK1/2 u granuloza celijama stimulisanim sa
FSH. Granuloza celije su sadene u ploce sa 96 bunari¢a, 100 000 ¢elija/bunaricu, i tretirane sa FSH (100
ng/mL), ili kombinacijom FSH (100 ng/mL) i ATR (20 pM) u trajanju od 0,5 h, 2 h, 4 hi 6 h. pERK1/2
ELISA test koris¢en je za odredivanje nivoa fosforilacije ERK1/2 u granuloza ¢elijama. Fosforilacija
ERK1/2 normalizovana je na broj ¢elija koji je odreden koriS¢enjem Crystal Violet testa. Rezultati su
prikazani kao relativne vrednosti u odnosu na odgovor u bazalnim uslovima, definisan kao 100%
(isprekidana linija). KruZi¢i predstavljaju srednje vrednosti=SEM dobijene iz 4 nezavisna eksperimenta.

*p<0,05 statisticki znacCajna razlika u odnosu na bazalne uslove.
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4.1.11. Efekat ATR na fosforilaciju CREB i Akt i nivo C/EBPB proteina u

granuloza celijama stimulisanim sa FSH

S obzirom da su prethodni rezultati pokazali da ATR ne uzrokuje direktnu
aktivaciju ERK1/2, analizirane su promene u pojedinim elementima drugih signalnih
puteva koji ucestvuju u regulaciji biosinteze estradiola progesterona u granuloza
Celijama, kao Sto su CREB i Akt. Takode, analiziran je nivo ERK1/2-zavisnog
transkripcionog faktora, C/EBP3 proteina. Rezultati su pokazali da FSH dovodi do
rane i prolazne fosforilacije CREB i Akt proteina koja prestaje 4 h nakon stimulacije.
Istovremeni tretman sa ATR i FSH doveo je do promene u profilu fosforilacije,
dovodeci do produZene aktivacije CREB i Akt, koja je trajala i 4 h nakon tretmana, u
poredenju sa samostalnim FSH tretmanom (Slika 4.1.11A). Primena ATR i FSH dovela
je do povecanja nivoa C/EBPB u odnosu na sam FSH (Slika 4.1.11B). Ovi rezultati
ukazuju da ATR ostvaruje efekte na nivou Ccelijske signalizacije, dovode¢i do
produZene fosforilacije CREB i Akt i povecanog nivoa C/EBPB u granuloza ¢elijama

stimulisanim sa FSH.
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Slika 4.1.11. In vitro efekat ATR na fosforilaciju CREB i Akt i nivo C/EBPf proteina u granuloza
¢elijama stimulisanim sa FSH. Granuloza celije su sadene u ploCe sa 24 bunari¢a, 250 000
Celija/bunaricuy, i tretirane sa ATR (20 pM) i FSH (100 ng/mL), samostalno ili u kombinaciji. Western
blot analizom je odreden nivo fosforilacije (A) CREB i Akt nakon 0,5h, 2 hi4 hi(B) nivo C/EBPf nakon
4 h. Prikazane su reprezentativnhe Western blot slike. Rezultati su prikazani kao relativne vrednosti u
odnosu na odgovor u granuloza ¢elijama stimulisanim sa FSH, definisan kao 1. Stubiéi predstavljaju
srednje vrednosti+SEM dobijene iz 6 nezavisnih eksperimenata. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u
odnosu na bazalne uslove. °p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na granuloza Celije stimulisane

sa FSH.

4.1.12. Efekat ATR na nivo progesterona, iRNK za StAR i dezmolazu, fosforilaciju
Akt i nivo C/EBPf u granuloza celijama tretiranim sa aktivatorima cAMP/PKA i

EGFR signalnih puteva

U cilju definisanja mehanizma putem kog ATR ostvaruje efekte na nivo
progesterona, iRNK za StAR i dezmolazu, fosforilaciju Akt i nivo C/EBPf3, granuloza
Celije su tretirane sa aktivatorima AC (forskolin) i EGF receptora (EGF). Primena ATR i
forskolina je dovela do povecanja u stvaranju progesterona (Slika 4.1.12A) i nivoa

iRNK za StAR i dezmolazu (Slika 4.1.12B) u odnosu na granuloza celije koje su
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stimulisane forskolinom. Osim toga, ATR je doveo do povecanja aktivacije Akt i nivoa
C/EBPf proteina u granuloza ¢elijama stimulisanim forskolinom (Slika 4.1.12C), 4 h
nakon tretmana. Sa druge strane, tokom istog vremenskog perioda, ATR nije
uzrokovao promene kada su granuloza Celije stimulisane sa EGF (Slika 4.1.12D i
4.1.12E). Ovi rezultati ukazuju na to da cAMP signalni put ima ulogu posrednika u

negativnim efektima ATR na put biosinteze progesterona.

T
]
A B c 3 S
= x o 14
o = @] @]
1o 800 x T v u
_ o & StAR Dezmolaza o w— — PAKT
5] % ol =
g § g 100: A . w— | GAPDH
< 61 r L o
s o0
5 4 g @ o wess | C/IEBPpB
g :é 50
g 2 o ;
£ ) - s S WS | GAPDH
0- 0- .
Forskolin - + 4 Forskolin - * * ) * *
ATR - -+ AR - - -t
e
©
2 . w4
5§ £ O O
0 45 ¥ < W W
StAR Dezmolaza — --g pAKT

D a— — | GAPDH

& & s ... |CIEBPB

nivo iIRNK
(relativna ekspresija)

s s | GAPDH

EGE - + + -
ATR - -+ S
Slika 4.1.12. In vitro efekat ATR na nivo progesterona, iRNK za StAR i dezmolazu, fosforilaciju
Akt i nivo C/EBPf u granuloza ¢elijama tretiranim sa forskolinom i EGF. Granuloza celije su
sadene u ploCe sa 24 bunari¢a, 250 000 celija/bunaricu, i tretirane sa ATR (20 uM) i (A, B, C)
forskolinom (1 uM) ili (D, E) EGF (100 ng/mL), samostalno ili u kombinaciji. (A) Nivo progesterona u
inkubacionom medijumu odredivan je ELISA analizom. Nivoi iRNK za (B) StAR i dezmolazu odredivani
su qRT-PCR analizom, a rezultati su prikazani kao relativne vrednosti u odnosu na odgovor u
nestimulisanim granuloza ¢éelijama, definisan kao 1. (C, E) Fosforilacija Akt i nivo C/EBPf analizirani su
4 h nakon tretmana Western blot analizom. Prikazane su reprezentativnhe Western blot slike. Stubiéi
predstavljaju srednje vrednosti+SEM dobijene iz 3-4 nezavisnih eksperimenata. °p<0,05 statisticki

znacajna razlika u odnosu na granuloza ¢elije stimulisane sa FSH.
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4.1.13. Efekat inhibitora PDE na fosforilaciju Akt, nivo C/EBPf proteina i iRNK

za StAR u granuloza ¢elijama stimulisanim sa FSH i kombinacijom FSH i ATR

S obzirom da ATR povecava nivo progesterona tokom stimulacije granuloza
¢elija forskolinom, a takode je pokazano da inhibira PDE4 u hipofiznim i Lajdigovim
¢elijama pacova (Kucka i sar. 2012), pretpostavka je da je PDE4 potencijalna meta
delovanja ATR i u granuloza ¢elijama stimulisanim sa FSH. U cilju testiranja navedene
hipoteze, granuloza C(Celije su pretretirane sa neselektivnim farmakoloskim
inhibitorom PDE (IBMX), kao i specificnim inhibitorom PDE4, rolipramom. Nakon
pretretmana sa navedenim inhibitorima, Celije su tretirane sa FSH ili ATR u trajanju
od 4 h i 48 h. Rezultati su pokazali da je zajednicka primena IBMX i FSH dovela do
povecanja fosforilacije Akt, kao i nivoa C/EBPf3 proteina u poredenju sa samostalnim
FSH tretmanom (Slika 4.1.13A). Takode, IBMX je doveo i do povecéanja nivoa iRNK u
granuloza Celijama stimulisanim sa FSH (Slika 4.1.13B). Tretman granuloza ¢elija sa
rolipramom i FSH doveo je do povecanja fosforilacije Akt, povecanja nivoa C/EBPf3
proteina i nivoa iRNK za StAR u poredenju sa ¢elijama stimulisanim sa FSH. Medutim,
istovremeni tretman celija sa rolipramom, ATR i FSH nije doveo do daljeg povecanja
fosforilacije Akt, kao i nivoa C/EBPf proteina i iRNK za StAR, u odnosu na Celije koje
su tretirane sa rolipramom i FSH (Slika 4.1.13C i 4.1.13D). Ovi rezultati ukazuju da su

PDE, a posebno PDE4, potencijalne mete delovanja ATR u granuloza Celijama.
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Slika 4.1.13. In vitro efekat inhibitora PDE na fosforilaciju Akt, nivo C/EBP proteina i iRNK za
StAR u granuloza ¢elijama stimulisanim sa FSH, i kombinacijom FSH i ATR. Granuloza ¢elije su
sadene u ploce sa 24 bunaric¢a, 250 000 ¢elija/bunaricu i pretretirane sa (A, B) IBMX (1 mM) ili (C, D)
rolipramom (10 pM) u trajanju od 1 h, a nakon toga tretirane sa FSH (100 ng/mL) i ATR (20 uM ),
samostalno ili u kombinaciji. (A, C) Fosforilacija Akt i nivo C/EBPf analizirani su 4 h nakon tretmana
Western blot analizom. Prikazane su reprezentativne Western blot slike. (B, D) Nivoi iRNK za StAR
odredivani su nakon 48 h tretmana qRT-PCR analizom, a rezultati su prikazani kao relativne vrednosti
u odnosu na odgovor u granuloza ¢elijama stimulisanim sa FSH, definisan kao 1. Stubiéi predstavljaju
srednje vrednosti +SEM dobijene iz 3 nezavisna eksperimenta. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u
odnosu na bazalne uslove. °p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na granuloza Celije stimulisane

sa FSH.
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4.1.14. Efekat ATR na odnos progesterona i estradiola tokom stimulacije

granuloza celija sa FSH

Prethodni rezultati su pokazali da ATR ispoljava inhibitorni uticaj na nivo iRNK
za aromatazu tokom stimulacije granuloza celija sa FSH, Sto ima za posledicu
smanjenu produkciju estradiola. Sa druge strane, u istim uslovima ATR dovodi do
povecane produkcije progesterona. Odnos koncentracije progesterona i estradiola
tokom stimulacije granuloza Celija sa FSH trebao bi da bude manji od 1, dok je odnos
iznad 1 prihvacen kao klini¢ki marker prevremene luteinizacije (Ozgakir i sar., 2004).
Zbog toga je odredivan odnos progesterona i estradiola u granuloza ¢elijama nakon
tretmana sa ATR. Rezultati su pokazali da je tokom stimulacije granuloza ¢elija sa FSH
produkcija progesterona niZza u odnosu na produkciju estradiola, daju¢i odnos
koncentracije progesterona i estradiola manjim od 1. Medutim, nakon tretmana sa

ATR, ovaj odnos dostigao je vrednost iznad 1 (Slika 4.1.14).
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Slika 4.1.14. In vitro efekat ATR na odnos progesterona i estradiola tokom stimulacije granuloza
¢elija sa FSH. Granuloza Celije su sadene u ploce sa 24 bunarica, 250 000 ¢elija/bunaricu, i tretirane sa
FSH (100 ng/mL), ili kombinacijom ATR (20 uM) i FSH (100 ng/mL) u trajanju od 48 h. Nivoi
progesterona (P4) i estradiola (Ez) u inkubacionom medijumu odredivani su ELISA, odnosno RIA
analizom. Stubi¢i predstavljaju srednje vrednosti +SEM dobijene iz 3 nezavisna eksperimenta. °p<0,05

statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na granuloza ¢elije stimulisane sa FSH.
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4.2. In vivo efekat ATR na steroidogeni i ovulacioni potencijal
granuloza celija

4.2.1. Efekat ATR na broj oocita i nivo iRNK za proteine ukljucene u kontrolu

procesa ovulacije kod nezrelih Zenki pacova tretiranih gonadotropinima

Rezultati in vitro eksperimenata su pokazali da ATR smanjuje nivo iRNK za
LHR i proteine uklju¢ene u kontrolu procesa ovulacije u granuloza c¢elijama
stimulisanim sa FSH. Zbog toga je ispitana ovulacija kod nezrelih Zenki pacova
tretiranih gonadotropinima nakon in vivo tretmana ATR. Za te potrebe, nezrele Zenke
pacova tretirane su sa ATR (i.p.; 50 mg/kg telesne mase) u trajanju od tri dana: 24 h
pre eCG administracije (i.p.; 10 IU/Zivotinji), u trenutku eCG administracije i 24 h
nakon eCG administracije. 44 h do 48 h nakon eCG injekcije, grupa Zivotinja je
tretirana sa hCG (i.p.; 10 IU/Zivotinji), u cilju povecanja ekspresije proteina ukljucenih
u proces ovulacije, kao i indukcije ovulacije. Rezultati su pokazali da je primena ATR
tokom stimulacije Zenki pacova sa eCG i hCG u potpunosti blokirala oslobadanje oocita
u odnosu na Zivotinje tretirane samo sa gonadotropinima (Slika 4.2.1A). Osim toga,
tretman sa ATR doveo je u granuloza Celijama do pribliZzno trostrukog smanjenja
nivoa iRNK za proteine koji uc¢estvuju u kontroli procesa ovulacije, EREG i PGR (Slika

4.2.1Bi4.2.10).
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Slika 4.2.1. In vivo efekat ATR na broj oocita i nivo iRNK za EREG i PGR kod nezrelih Zenki pacova
tretiranih gonadotropinima. Nezrele Zenke pacova tretirane su sa ATR (i.p.; 50 mg/kg telesne mase)
u trajanju od tri dana: 24 h pre eCG administracije (i.p.; 10 IU/Zivotinji), u trenutku eCG administracije i
24 h nakon eCG administracije. 44 h do 48 h nakon eCG injekcije, grupa zivotinja je tretirana sa hCG
(i.p; 10 1U/zivotinji). (A) Broj oocita/Zivotinji odreden je 20 h nakon hCG administracije (tretman
eCG+hCG n = 5; tretman eCG+hCG+ATR n = 6 Zivotinja/grupi). Nivoi iRNK za (B) EREG i (C) PGR
odredivani su qRT-PCR analizom 4 h nakon hCG administracije (kontrola, netretirane celije n = 3;
tretman eCG+hCG n = 3-5; tretman eCG+hCG+ATR n = 7 zivotinja/grupi). qRT-PCR rezultati su
prikazani kao relativne vrednosti u odnosu na srednju vrednost nivoa ekspresije kod Zzivotinja
tretiranih sa eCG. Stubi¢i predstavljaju srednje vrednosti+SEM. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u

odnosu na netretirane Zivotinje. °p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na Zivotinje tretirane sa

eCGihCG.

4.2.2. Efekat ATR na nivo estradiola u serumu i iRNK za aromatazu, LHR i

dezmolazu u granuloza celijama nezrelih Zenki pacova tretiranih sa eCG

S obzirom da estradiol ima znacajnu ulogu tokom razvoja folikula i ovulacije,
ispitivana je sposobnost granuloza ¢elija da stvaraju estradiol nakon tretmana sa eCG i

ATR. Ocekivano, eCG je stimulisao produkciju estradiola, dok je tretman Zivotinja sa
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ATR tokom eCG stimulacije sveo produkciju estradiola na bazalni, nestimulisani nivo
(Slika 4.2.2A). S obzirom da je aromataza enzim koji ima klju¢nu ulogu u sintezi
estradiola, ispitivan je uticaj ATR na eCG-stimulisan nivo iRNK za aromatazu u
granuloza Celijama izolovanim iz nezrelih Zenki pacova tretiranih sa eCG i ATR, 48 h
nakon administracije eCG. Osim toga, ispitivan je i uticaj ATR na nivo iRNK za LHR i
dezmolazu. Kako se moze videti na slici 4.2.2, tretman Zivotinja sa ATR tokom eCG
stimulacije sveo je nivo iRNK za aromatazu, LHR i dezmolazu na bazalni, nestimulisani
nivo. Ovi rezultati ukazuju da ATR ispoljava negativne efekte na proliferaciju i

diferencijaciju granuloza Celija stimulisanu delovanjem eCG.
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Slika 4.2.2. In vivo efekat ATR na nivo estradiola u serumu i iRNK za aromatazu, LHR i dezmolazu
u granuloza ¢elijama nezrelih Zenki pacova tretiranih sa eCG. Nezrele Zenke pacova tretirane su sa
ATR (i.p; 50 mg/kg telesne mase) u trajanju od tri dana: 24 h pre eCG administracije (i.p.; 10
IU/Zivotinji), u trenutku eCG administracije i 24 h nakon eCG administracije. (A) Nivo estradiola u
serumu odredivan je 48 h nakon eCG administracije RIA analizom (n = 5 Zivotinja/grupi). Nivoi iRNK za
(B) aromatazu, (C) LHR i (D) dezmolazu odredivani su gqRT-PCR analizom 48 h nakon eCG
administracije (kontrola, netretirane Zivotinje n = 7; eCG tretman n = 4; eCG+ATR tretman n = 6
zivotinja/grupi). qRT-PCR rezultati su prikazani kao relativne vrednosti u odnosu na srednju vrednost
nivoa ekspresije kod Zivotinja tretiranih sa eCG. Stubi¢i predstavljaju srednje vrednosti+SEM. *p<0,05
statisticki znacajna razlika u odnosu na netretirane Zivotinje. °p<0,05 statisticki znacajna razlika u

odnosu na Zivotinje tretirane sa eCG.
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4.2.3. Efekat ATR na nivo iRNK za CYP1B1 u granuloza celijama, i na aktivnost

GST enzima u ovarijumima nezrelih Zenki pacova tretiranih sa eCG

S obzirom da su rezultati in vitro istraZivanja pokazali da ATR povecava nivo
iRNK za CYP1B1, enzim koji pripada I fazi metabolizma ksenobiotika, i ima znacajnu
ulogu u katabolizmu estradiola, ispitan je uticaj ATR na nivo iRNK za ovaj enzim u
granuloza ¢elijama nakon in vivo tretmana. Tretman sa eCG i ATR u trajanju od 24 h
doveo je do povecanja nivoa iRNK za CYP1B1 u odnosu na nivo prisutan u granuloza
Celijama izolovanim iz nezrelih Zenki pacova tretiranih sa eCG. Ovaj efekat ATR je
izostao nakon 48 h tretmana (Slika 4.2.3A). Osim toga, aktivnost GST enzima ima
znacajnu ulogu u drugoj fazi biotransformacije ATR (Abel i sar., 2004). Zbog toga je
ispitana aktivnost ovog enzima u ovarijumima pacova tretiranih sa eCG, nakon
tretmana sa ATR. Rezultati pokazuju da ATR ne menja aktivnost GST enzima 48 h

nakon tretmana sa eCG (Slika 4.2.3B).
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Slika 4.2.3. In vivo efekat ATR na nivo iRNK za CYP1B1 u granuloza ¢elijama, i na aktivnost GST
enzima u ovarijumima nezrelih Zenki pacova tretiranih sa eCG. Nezrele Zenke pacova tretirane su
sa ATR (i.p.; 50 mg/kg telesne mase) u trajanju od dva ili tri dana tokom stimulacije sa eCG. Nivo iRNK
za CYP1B1 odredivan je qRT-PCR analizom 24 h i 48 h nakon eCG administracije (kontrola, netretirane
zivotinje n = 5-8; eCG tretman n = 6-7; eCG+ATR tretman n = 6-12 Zivotinja/grupi). qRT-PCR rezultati
su prikazani kao relativne vrednosti u odnosu na srednju vrednost nivoa ekspresije kod Zivotinja
tretiranih sa eCG (B) Aktivnost GST enzima u ovarijumima odredena je 24 h nakon eCG administracije
(kontrola, netretirane Zivotinje n = 3; eCG tretman n = 4; eCG+ATR tretman n = 5 Zivotinja/grupi).
Stubi¢i predstavljaju srednje vrednosti+SEM. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na

netretirane Zivotinje. °p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na zZivotinje tretirane sa eCG.
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4.3. In vitro efekat BPA na steroidogeni potencijal granuloza ¢elija

4.3.1. Efekat BPA na vijabilnost granuloza celija

[straZivanje uticaja BPA zapocCeto je ispitivanjem njegovog potencijalnog
citotoksicnog efekta na granuloza celije. Granuloza Ccelije su tretirane rastuéim
koncentracijama BPA (0,1 uM, 1 uM, 10 puM, 50 uM i 100 pM) u trajanju od 48 h,
nakon cega je vijabilnost Celija odredivana SRB analizom. Rezultati pokazuju da
nijedna od KkoriS¢enih koncentracija BPA nije dovela do promena u vijabilnosti

granuloza ¢elija u odnosu na netretirane celije (Slika 4.3.1).
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Slika 4.3.1. In vitro efekat BPA na vijabilnost granuloza €elija. Granuloza Celije su sadene u ploce sa
96 bunaric¢a, 150 000 ¢elija/bunaricu, i tretirane sa razli¢itim koncentracijama BPA (0,1 pM, 1 uM, 10
uM, 50 puM i 100 pM) u trajanju od 48 h. Vijabilnost ¢elija odredivana je SRB analizom. Rezultati su
predstavljeni kao relativne vrednosti u odnosu na kontrolu (100%). Stubié¢i predstavljaju srednje

vrednosti+SEM dobijene iz 4-6 nezavisnih eksperimenata.

4.3.2. Efekat BPA na ekspresiju gena za StAR u bazalnim uslovima i tokom

stimulacije granuloza celija sa FSH

Za ispitivanje uticaja BPA na ekspresiju gena za StAR, granuloza celije su
tretirane sa rastu¢im koncentracijama BPA, samostalno ili u kombinaciji sa FSH u
trajanju od 48 h. Rezultati su pokazali da je 100 pM BPA doveo do statisticki znacajnog
povecanja nivoa iRNK za StAR (Slika 4.3.2A), kao i do povecanja nivoa StAR proteina
(Slika 4.3.2B) u poredenju sa nestimulisanim ¢elijama. Takode, tretman ¢elija sa BPA i

FSH je doveo do povecanja nivoa iRNK za StAR u odnosu na samostalnu FSH primenu
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(Slika 4.3.2C). Osim toga, 100 uM BPA je doveo do povecanja ekspresije gena za StAR i
nakon kraceg tretmana u trajanju od 24 h (Slika 4.3.2D i 4.3.2E).
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Slika 4.3.2. In vitro efekat BPA na ekspresiju gena za StAR u bazalnim uslovima i tokom
stimulacije granuloza ¢elija sa FSH. Granuloza celije su sadene u ploc¢e sa 24 bunari¢a, 350 000
¢elija/bunaricu, i tretirane sa 0,1 uM, 1 uM, 10 uM, 50 uM ili 100 uM BPA, (A, B, D, E) samostalno ili (C)
u kombinaciji sa FSH (100 ng/mL) u trajanju od (A, B, C) 48 hiili (D, E) 24 h. (A, C, D) Nivo iRNK za StAR
odredivan je qRT-PCR analizom, a rezultati su prikazani kao relativne vrednosti u odnosu na nivo u
bazalnim uslovima, definisan kao 1. (B, E) Odredivanje nivoa StAR proteina radeno je Western blot
analizom, nakon tretmana u trajanju od (B) 48 h ili (E) 24 h. Prikazane su reprezentativne Western blot
slike. Uzorci su pusteni na istom geluy, a slika je isecena zbog boljeg predstavljanja. Stubi¢i predstavljaju
srednje vrednostizSEM dobijene iz 3-10 nezavisnih eksperimenata. *p<0,05 statisticki znacajna razlika
u odnosu na bazalne uslove. °p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na granuloza Ccelije

stimulisane sa FSH.
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4.3.3. Efekat BPA na nivo iRNK za dezmolazu i 33-HSD u bazalnim uslovima

Kako bismo utvrdili da li 100 pM BPA utice na enzime ukljucene u sintezu
progesterona, analizirali smo nivo iRNK za dezmolazu i 33-HSD nakon tretmana sa
BPA u trajanju od 24 h i 48 h. Rezultati su pokazali da 100 uM BPA povecava nivo
iRNK za 3B-HSD nakon 24 h, dok je nakon tretmana u trajanju od 48 h uoceno
povecanje nivoa oba transkripta u odnosu na nestimulisane granuloza ¢elije (Slika

43.3).

20

o Dezmolaza 3BHSD « 1 Kontrola

3 2 100 uM BPA 24 h
x & B 100 uM BPA 48 h
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Slika 4.3.3. In vitro efekat BPA na nivo iRNK za dezmolazu i 33-HSD u bazalnim uslovima.
Granuloza Celije su sadene u ploce sa 24 bunarica, 350 000 ¢elija/bunaricu, i tretirane sa 100 uM BPA u
periodu od 24 h i 48 h. Nivoi iRNK za dezmolazu i 33-HSD odredivani su qRT-PCR analizom, a rezultati
su prikazani kao relativne vrednosti u odnosu na nivo u bazalnim usovima, definisan kao 1. Stubi¢i
predstavljaju srednju vrednost+SEM dobijenu iz 4-5 nezavisnih eksperimenata. *p<0,05 statisticki

znacajna razlika u odnosu na bazalne uslove.

4.3.4. Efekat BPA na produkciju progesterona u bazalnim uslovima i tokom

stimulacije granuloza celija sa FSH

S obzirom da su rezultati pokazali da BPA dovodi do povecane ekspresije gena
koji u€estvuju u procesu biosinteze progesterona, ispitan je efekat BPA na produkciju
progesterona od strane nezrelih granuloza ¢elija. Celije su tretirane sa 0,1 uM, 1 pM,
10 pM, 50 pM i 100 pM BPA, samostalno ili u kombinaciji sa FSH u trajanju od 24 h,
nakon Cega je odredivan nivo progesterona akumuliranog u medijumu. Rezultati

pokazuju da 100 pM BPA dovodi do izraZenog smanjenja produkcije progesterona u
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bazalnim uslovima (Slika 4.3.4A). Tokom kombinovane stimulacije ¢elija sa FSH i BPA,
inhibitoran efekat BPA na stvaranje progesterona uocen je u koncentracijama od 50
UM i 100 pM u poredenju sa samostalnim FSH tretmanom (Slika 4.3.4B). Ostale
koncentracije BPA nisu dovele do statisticki znacajnih promena u produkciji

progesterona.
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Slika 4.3.4. Efekat BPA na produkciju progesterona u bazalnim uslovima i tokom stimulacije
granuloza ¢elija sa FSH. Granuloza celije su sadene u ploce sa 24 bunari¢a, 350 000 celija/bunaricu, i
tretirane u trajanju od 24 h sa razli¢itim koncentracijama BPA (0,1 pM, 1 uM, 10 uM, 50 uM i 100 pM),
(A) samostalno ili (B) u kombinaciji sa FSH (100 ng/mL). Nivo progesterona u inkubacionom medijumu
odredivan je ELISA analizom. Rezultati su predstavljeni kao relativne vrednosti u odnosu na nivo u (A)
bazalnim uslovima, odnosno, (B) granuloza ¢elijama stimulisanim sa FSH, definisan kao 100%. Stubi¢i
predstavljaju srednje vrednosti+SEM dobijene iz 6-9 nezavisnih eksperimenata. *p<0,05 statisticki

znacajna razlika u odnosu na (A) bazalne uslove ili (B) granuloza ¢elije stimulisane sa FSH.

4.3.5. Efekat BPA na distribuciju i nivo holesterola u bazalnim uslovima

S obzirom da su prethodni rezultati pokazali inhibitoran uticaj BPA na
produkciju progesterona, ispitivano je da li je za to odgovorna narusena homeostaza
holesterola, prekursora za sintezu progesterona. Slobodan holesterol detektovan je
bojenjem celija Filipin III bojom. Rezultati pokazuju da je u kontrolnim celijama
holesterol difuzno rasporeden, dok je u granuloza celijama tretiranim sa BPA
holesterol u vecoj meri lokalizovan u perinukleusnim regionima celije (Slika 4.3.5A).

Medutim, kvantitativna analiza sadrzaja holesterola pokazala je da BPA ne dovodi do
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promena u nivou slobodnog holesterola u odnosu na nestimulisane celije (Slika
4.3.5B). Ovi rezultati ukazuju da BPA narusSava distribuciju, ali ne utice na nivo

slobodnog holesterola u granuloza ¢elijama.
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Slika 4.3.5. In vitro efekat BPA na distibuciju i nivo holesterola u bazalnim uslovima. Granuloza
Celije sadene su na mikroskopske plocice sa 8 bunari¢a, 350 000 ¢elija/bunariéu, i tretirane sa 100 uM
BPA u trajanju od 24 h. Distribucija i sadrZaj slobodnog holesterola detektovani su bojenjem Filipinom
III. (A) Prikazane su reprezentativne fluorescentne slike. (B) Sadrzaj slobodnog holesterola odredivan
je kvantifikacijom intenziteta bojenja. Rezultati su predstavljeni kao relativne vrednosti u odnosu na
nivo u bazalnim uslovima, definisan kao 100%. Stubi¢i predstavljaju srednje vrednosti relativnih
fluorescentnih jedinica (engl. relative fluorescent units, RFU) po ¢eliji (RFU/¢eliji)+SEM dobijene iz 3

nezavisna eksperimenta (3-9 polja analizirano je po grupi po eksperimentu).

4.3.6. Efekat BPA na nivoe iRNK za proteine ukljucene u regulaciju homeostaze

holesterola u bazalnim uslovima

Dalje su ispitivani nivoi iRNK za proteine uklju¢ene u regulaciju homeostaze
holesterola, uklju¢uju¢i HMGCR i 7-dehidroholesterolne reduktaze (DHCR7) (sinteza
holesterola), SR-B1 i ABCA1 (influx i efluks holesterola), LIPE (oslobadanje slobodnog
holesterola) i ACAT (konverzija holesterol estara u slobodni holesterol). Rezultati su
pokazali da BPA dovodi do smanjenja nivoa iRNK za ABCA1 (Slika 4.3.6A). Osim toga,
rezultati pokazuju da BPA dovodi do povec¢anog nivoa SREBP-1 proteina (Slika 4.3.6B)

u nestimulisanim granuloza celijama.
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Slika 4.3.6. In vitro efekat BPA na nivoe iRNK za proteine ukljucene u regulaciju homeostaze
holesterola u bazalnim uslovima. Granuloza celije su sadene u ploce sa 24 bunari¢a, 350 000
¢elija/bunaricu, i tretirane sa 100 uM BPA u trajanju od 24 h. (A) Nivoi iRNK za HMGCR, DHCR?7,
SCARB1, ABCA1, LIPE i ACAT1 odredivani su qRT-PCR analizom, a rezultati su prikazani kao relativne
vrednosti u odnosu na nivo u bazalnim uslovima, definisan kao 1. (B) Odredivanje nivoa SREBP-1
proteina radeno je Western blot analizom. Prikazana je reprezentativha Western blot slika. Stubiéi
predstavljaju srednje vrednosti+SEM dobijene iz 3-7 nezavisnih eksperimenata. *p<0,05 statisticki

znacajna razlika u odnosu na bazalne uslove.

4.3.7. Efekat kombinacije holesterola i BPA na ekspresiju gena za StAR i nivo

iRNK za ABCA1 u granuloza ¢elijama

S obzirom da su prethodni rezultati pokazali da BPA narusava homeostazu
holesterola, ispitivano je da li dodatak holesterola granuloza ¢elijama utice na efekat
BPA na ekspresiju gena za StAR i nivo iRNK za ABCA1. U te svrhe, granuloza Celije su
tretirane kombinacijom BPA i holesterola u trajanju od 24 h. Kao Sto je prikazano na
Slici 4.3.7, kombinacija holesterola i BPA dovela je do smanjenja ekspresije StAR gena
(Slika 4.3.7A i B), ali i povecanja nivoa iRNK za ABCA1 (Slika 4.3.7C) u poredenju sa

ekspresijom u granuloza ¢elijama tretiranim samo sa BPA.
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Slika 4.3.7. In vitro efekat kombinacije holesterola i BPA na ekspresiju gena za StAR i nivo iRNK za ABCA1 u
granuloza celijama. Granuloza Celije su sadene u ploce sa 24 bunarica, 350 000 celija/bunaricu, i tretirane sa 100
uM BPA i 20 pM holesterolom samostalno ili u kombinaciji u trajanju od 24 h. Nivoi iRNK za (A) StAR i (C) ABCA1
odredivani su qRT-PCR analizom, a rezultati su prikazani kao relativne vrednosti u odnosu na nivo u bazalnim
uslovima, definisan kao 1. (B) Odredivanje nivoa StAR proteina radeno je Western blot analizom. Prikazana je
reprezentativna Western blot slika. Stubi¢i predstavljaju srednje vrednosti+SEM dobijene iz 4-7 nezavisnih
eksperimenata. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na bazalne uslove. °p<0,05 statisticki znacajna razlika

u odnosu na granuloza celije tretirane sa BPA.

4.3.8. Efekat kombinacije razlicitih steroidogenih supstrata i BPA na produkciju

progesterona u granuloza ¢elijama

[spitivano je da li dodatak razlicitih steroidogenih supstrata menja stvaranje
progesterona nakon tretmana nezrelih granuloza celija sa BPA. Granuloza Ccelije
tretirane su sa rastu¢im koncentracijama BPA u prisustvu holesterola, 22-OH
holesterola (forma holesterola koja slobodno difunduje do unutrasnje mitohondrijske
membrane i predstavlja supstrat za enzim dezmolazu) ili pregnenolona (supstrat za
enzim 33-HSD) u trajanju od 24 h. BPA je doveo do delimi¢nog smanjenja produkcije

progesterona u granuloza Celijama tretiranim sa holesterolom (Slika 4.3.8A), dok je
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efekat BPA na stvaranje progesterona izostao kada su celije tretirane sa 22-OH
holesterolom (Slika 4.3.8B) i pregnenolonom (Slika 4.3.8C). Osim toga, rezultati su
pokazali da BPA dovodi do izraZenijeg smanjenja nivoa progesterona u bazalnim
uslovima, kao i u Celijama stimulisanim FSH u poredenju sa celijama stimulisanim

holesterolom, 22-OH holesterolom i pregnenolonom (Slika 4.3.8D).
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Slika 4.3.8. In vitro efekat kombinacije razlicitih steroidogenih supstrata i BPA na produkciju
progesterona u granuloza ¢elijama. Granuloza celije su sadene u ploc¢e sa 24 bunari¢a, 350 000
Celija/bunaricuy, i tretirane u trajanju od 24 h sa razli¢itim koncentracijama BPA (0,1 uM, 1 uM, 10 pM,
50 pM i 100 uM) u prisustvu (A) 20 pM holesterola, (B) 20 puM 22-OH holesterola ili (C) 20 uM
pregnenolona. (D) Produkcija progesterona u granuloza Celijama tretiranim sa 100 uM BPA, odnosno,
sa 100 puM BPA u prisustvu FSH ili razli¢itih steroidogenih supstrata. Nivo progesterona u
inkubacionom medijumu odredivan je ELISA metodom. Rezultati su predstavljeni kao relativne
vrednosti u odnosu na nivo progesterona u bazalnim uslovima, odnosno, u granuloza celijama
tretiranim sa FSH ili odgovaraju¢im steroidogenim supstratom, definisan kao 100%. Stubi¢i
predstavljaju srednje vrednosti+SEM dobijene iz 3-9 nezavisnih eksperimenata. (A) *p<0.05 statisticki
znacajna razlika u odnosu na nivo u granuloza ¢elijama tretiranim holesterolom. (D) *p<0.05 statisticki
znacajna razlika u odnosu na odgovaraju¢u kontrolu. °p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na
granuloza ¢€elije tretirane sa BPA, i kombinacijom FSH i BPA.
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5. DISKUSIJA
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5. 1. Efekat ATR na steroidogeni i ovulacioni potencijal granuloza
celija
5.1.1. In vitro efekat ATR

U ovom radu ispitivani su in vitro efekti ATR na steroidogenezu, proliferaciju i
diferencijaciju granuloza c¢elija tokom stimulacije sa FSH. Raniji rezultati su pokazali
razliCite efekte ATR na stvaranje estradiola. Neki autori su pokazali da ATR povecava
stvaranje estradiola i aktivnost aromataze u granuloza celijama pacova, kao i
humanim ¢elijskim linijama kao Sto su JEG-3 i H295R (Quignot i sar., 2012b). Sa druge
strane, pojedini radovi sugeriSu da in vitro tretman ATR ne dovodi do promene u
nivou ekspresije aromataze u granuloza Celijama pacova (Tinfo i sar., 2011; Quignot i
sar.,, 2012b). NasSi rezultati su pokazali da ATR ne menja bazalnu, ali ispoljava
inhibitoran uticaj na ekspresiju aromataze i stvaranje estradiola u granuloza ¢elijama
u uslovima stimulacije sa FSH. Za razliku od ostalih radova, u ovim istrazivanjima
inhibitorni efekat ATR na put biosinteze estradiola se javlja tokom delovanja FSH na
¢elije. Razliciti efekti ovog pesticida na ekspresiju aromataze i stvaranje estradiola
najverovatnije su posledica razlika u duzini trajanja tretmana, tipu tretmana i ¢elija
koriS¢enih u eksperimentima.

Bududi da tokom proliferacije i diferencijacije nezrelih granuloza celija dolazi
do povecanja ekspresije LHR, u ovom radu ispitan je efekat ATR na relativnu
ekspresiju gena za ovaj receptor. NasSi rezultati su pokazali da ATR smanjuje nivo
iRNK za LHR u uslovima stimulacije sa FSH, Sto je u skladu sa nalazima drugih autora
koji su ispitivali dejstvo drugih endokrinih ometaca, kao Sto su TCDD i metabolit
metoksihlora, 2,2-bis(p-hydroxyphenyl)-1,1,1-trichloroethane (HPTE). Slicno naSim
rezultatima, i za ove endokrine ometace je pokazano da u uslovima stimulacije sa FSH
menjaju nivo iRNK za LHR u granuloza ¢elijama (Hirakawa i sar., 2000; Zachow and
Uzumcu, 2006). Adekvatna ekspresija LHR na membrani granuloza celija tokom
ovulacionog LH talasa je neophodna za proces ovulacije i transformacije granuloza
¢elija u luteinske celije. Naime, nekoliko sati pre ovulacije, LH deluju¢i na svoj receptor

indukuje brzu i prolaznu ekspresiju EGF-sli¢nih faktora rasta, kao Sto su AREG i EREG,
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koji se potom vezuju za EGFR na membrani muralnih i kumulusnih granuloza celija,
indukujué¢i na taj nacin ekspresiju gena koji su od klju¢nog znacaja za ovulaciju i
luteinizaciju (Park i sar., 2004). Znacaj EGF-sli¢nih faktora rasta u ovulaciji pokazan je
koriS¢enjem knockout miSeva, gde su Zenke miSeva koje ne poseduju gene za AREG i
EREG i homozigotne su za EGFR pokazale poremecaj na nivou ekspanzije kumulusnih
granuloza celija, luteinizacije i oslobadanja oocite, Sto ukazuje na klju¢nu ulogu ovih
faktora rasta tokom ovulacije (Hsieh i sar., 2007). Pored toga, nedostatak Pgr kod
Zenki miSeva dovodi do izostanka ovulacije usled neuspeSnog prskanja folikula nakon
stimulacije sa LH (Conneely, 2010). NaSi rezultati su pokazali da ATR naruSava
ovulacioni potencijal granuloza ¢elija smanjenjem nivoa iRNK za LHR u granuloza
Celijama stimulisanim sa FSH, Sto sprecava hCG da izazove maksimalnu ekspresiju
gena za proteine ukljucene u kontrolu ovulacije, AREG, EREG i PGR.

Tacan mehanizam putem koga ATR ostvaruje efekte na nivo estradiola i iRNK
za aromatazu i LHR nije u potpunosti razjasnjen. RazliCiti signalni putevi uklju¢eni su
u regulaciju ekspresije gena za aromatazu i LHR (Dufau i sar., 2010), kao i u stvaranju
estradiola. Pokazano je da cAMP/PKA/CREB signalni put stimuliSe (Chen i sar., 2000;
Stocco, 2008), dok ERK1/2 signalni put inhibira navedene procese (Fan i sar., 2009).
Pored toga, regulacija nivoa LHR odvija se i na post-transkripcionom nivou,
aktivacijom mevalonatne kinaze koja se vezuje za iRNK receptora i dovodi do njene
degradacije (Menon and Menon, 2012). Medutim, kada su granuloza ¢elije stimulisane
sa 8-Br-cAMP, ATR je doveo do povecanja nivoa iRNK za LHR nakon 48 h. Ovaj
rezultat isklju¢uje moguc¢nost da ATR ostvaruje inhibitoran uticaj na LHR putem
degradacije iRNK receptora, ve¢ najverovatnije uzrokuje promene aktivnosti signalnih
puteva i transkripcionih faktora ukljuCenih u regulaciju ekspresije gena za LHR.
Rezultati prikazani u ovom radu ukazuju na klju¢nu ulogu ERK1/2 signalnog puta u
delovanju ATR na granuloza Ccelije. Primenom U0126, farmakoloSkog inhibitora
fosforilacije ERK1/2, u kombinaciji sa ATR i FSH povecava se nivo iRNK za LHR i
aromatazu u poredenju sa granuloza Celijama tretiranim sa FSH i ATR. Ovaj podatak

ukazuje da ATR inhibitorno dejstvo na ekspresiju gena za aromatazu i LHR ostvaruje
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preko ERK1/2 signalnog puta. Medutim, analiza fosforilacije ERK1/2 pokazala je da
ATR ne dovodi do dodatnog povecanja aktivnosti ove kinaze u granuloza Celiijjama
stimulisanim sa FSH. Rezultati studija u kojima su ispitivani drugi endokrini ometaci
bi mogli da pomognu u razjasSnjavanju mehanizma delovanja ATR na stvaranje
estradiola i relativnu ekspresiju gena za LHR, AREG i EREG. Naime, pokazano je da se
negativni efekti endokrinih ometata na reproduktivni sistem cesto ostvaruju
interakcijom signalnih puteva aktiviranih od strane prirodnih hormona i endokrinih
ometaca. Tako je, na primer, sinergisticko delovanje FSH i BPA neophodno za
aktivaciju PPARYy, transkripcionog faktora koji u humanim granuloza celijama
stimulisanim sa FSH dovodi do smanjenja sinteze estradiola i ekspresije gena koji
kodiraju insulinu sli¢can faktor rasta 1, steroidogeni faktor 1 (SF-1) i aromataze
(Kwintkiewicz i sar., 2010). Pokazano je da ATR moZe da aktivira ¢lanove NR5A
familije transkripcionih faktora, SF-1 i LRH-1 (engl. liver receptor homolog-1) (Suzawa
and Ingraham, 2008), koji su ukljuceni u regulaciju ekspresije gena i steroidogeneze u
granuloza ¢elijama (Val i sar., 2003; Kim i sar., 2004). Ovi transkripcioni faktori se
fosforiliSu i aktiviraju od strane ERK1/2 (Lee i sar., 2006). Stoga, moZe da se
pretpostavi da u naSem modelu ATR menja ekspresiju nekog od transkripcionih
faktora koji kontroliSu ekspresiju aromataze i LHR, a koga zatim aktivira ERK1/2 u
granuloza cCelijama stimulisanim sa FSH. Jedan od potencijalnih transkripcionih
faktora je i C/EBPp, koji se u granuloza Celijama takode aktivira od strane ERK1/2
(Fan i sar,, 2011) i ima znacajnu ulogu u regulaciji ekspresije aromataze (Sterneck i
sar.,, 1997). Nasi rezultati su pokazali da ATR povecava nivo C/EBPf proteina u
granuloza ¢elijama stimulisanim sa FSH. Moguce je da FSH aktivira ERK1/2, koji zatim
fosforiliSe C/EBP, Sto za posledicu ima inhibiciju stvaranja estradiola i transkripcije
gena za aromatazu i LHR u uslovima stimulacije sa FSH.

U cilju dalje identifikacije mehanizama preko kojih ATR ispoljava efekte na
nivo estradiola i relativnu ekspresiju gena za LHR ispitivani su enzimi koji u¢estvuju u
prvoj fazi metabolizma ksenobiotika. Rezultati su pokazali da tretman celija sa ATR

tokom stimulacije sa FSH, u trajanju od 6 h dovodi do povecanja relativne ekspresije
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gena za CYP1B1, enzima ¢ija se ekspresija indukuje aktivacijom AHR. CYP1B1
katalizuje konverziju estradiola u 4-hidroksiestradiol (Badawi i sar., 2001), te se moZe
pretpostaviti da povecanje nivoa iRNK za ovaj enzim, pored smanjenja nivoa iRNK za
aromatazu, doprinosi smanjenju nivoa estradiola nakon tretmana granuloza celija sa
ATR. Nizak nivo estradiola najverovatnije je uzrok manjeg nivoa iRNK za LHR u
granuloza Celijama tretiranim sa ATR i FSH u poredenju sa Celijama tretiranim samo
sa FSH. Da je nizak nivo estradiola moguc¢ razlog za smanjenje relativne ekspresije
gena za LHR u granuloza Ccelijama stimulisanim sa FSH svedoce i rezultati
eksperimenata koji su pokazali da indukcija ekspresije gena za CYP1B1 nakon
tretmana granuloza Celija sa aktivatorom AHR, bNF, ima za posledicu smanjenje nivoa
iRNK za LHR.

Osim ispitivanja uticaja ATR na sintezu estradiola u uslovima stimulacije sa
FSH, u ovom radu ispitivani su i efekti ATR na stvaranje progesterona i ekspresiju
gena koji kodiraju StAR i dezmolazu, proteine odgovorne za sintezu progesterona.
lako u nezrelim granuloza celijama FSH aktivira stvaranje progesterona, nivo ovog
hormona odrZava se na relativno niskom nivou, ¢ime se sprecava stvaranje vecih
koli¢ina progesterona pre nego Sto granuloza Celije dostignu preovulacioni stadijum.
Rezultati prikazani u ovom radu pokazuju da tretman ATR u trajanju od 48 h u FSH-
stimulisanim granuloza ¢elijama dovodi do povetanog stvaranja progesterona i
povecane relativne ekspresije gena za StAR i dezmolazu. Sposobnost ATR da dovede
do povecanja nivoa progesterona pokazana je na modelu preovulacionih granuloza
¢elija, kao i na ¢elijskoj liniji H295R (Tinfo i sar., 2011). Osim toga, pokazano je da kod
zenki pacova ATR povecava produkciju progesterona u tek formiranom Zutom telu
(Taketa i sar., 2011). Pored toga, in vivo tretman odraslih Zenki svinja sa ATR dovodi
do povecanja stvaranja progesterona i smanjenja produkcije estradiola pre pojave
estrusa (Gojmerac i sar., 1996). Cinjenica da ATR dovodi do poveéanja produkcije
progesterona tokom tranzicije nezrelih granuloza Celija do preovulacionog stadijuma
ukazuje na potencijal ovog pesticida da ispolji negativan uticaj na funkciju ovarijuma,

ukljuCujuci i ovulacioni proces. Pokazano je da visok nivo progesterona sprecava
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razvoj folikula i promoviSe atreziju velikih preantrumskih folikula (Telfer i sar., 1991),
defekte kumulusnih granuloza ¢elija, kao i smanjenu fertilnost (Pangas i sar., 2006).
Pored toga, prevremen porast koncentracije progesterona tokom procesa in vitro
fertilizacije povezan je sa nizom stopom implantacije (Kyrou i sar., 2012).

Tokom stimulacije nezrelih granuloza Ccelija sa FSH, odnos izmedu
progesterona i estradiola je uvek manji od 1, Sto omogucava proliferaciju i
diferencijaciju granuloza celija. Medutim, povecanje nivoa progesterona nakon
tretmana sa ATR dovodi do povecanja odnosa progesterona i estradiola iznad 1.
Promena ovog odnosa ukazuje da ATR tokom proliferacije i diferencijacije granuloza
¢elija u uslovima stimulacije sa FSH promovisSe proces prevremene luteinizacije putem
povecanja biosinteze progesterona.

Regulacija sinteze progesterona je veoma kompleksna. Signalni putevi
cAMP/PKA/CREB, Akt i ERK1/2 imaju ulogu pozitivnih regulatora (Zeleznik i sar.,
2003; Wayne i sar., 2007), dok faktori koji se oslobadaju iz oocite, kao na primer
Clanovi familije morfogenetskih proteina kosti predstavljaju negativne regulatore
stvaranja progesterona (Otsuka i sar., 2001). Balans pozitivnih i negativnih regulatora
sprecava produkciju vecih koli¢ina progesterona tokom rane diferencijacije granuloza
¢elija. NaSi rezultati pokazuju da ATR utiCe na pozitivhe regulatore sinteze
progesterona putem stimulacije fosforilacije Akt i CREB, kao i povecane ekspresije
C/EBPf tokom stimulacije nezrelih granuloza ¢elija sa FSH. U prilog ukljucenosti ovih
signalnih puteva u delovanju ATR govori i podatak da tretman cCelija sa farmakoloskim
inhibitorima aktivacije Aktn (vortmanin) i ERK1/2 (U0126), sprecava stimulatorno
delovanje ATR na stvaranje progesterona i ekspresiju StAR i dezmolaze. Moguce je da
je isti sinergisticki mehanizam preko kojeg ATR deluje na nivo iRNK za aromatazu i
LHR operativan i kod poremecaja u produkciji progesterona. Eksprimirani C/EBPf3 se
kod granuloza celija tretiranih sa ATR i FSH aktivira delovanjem ERK1/2 signalnog
puta, Sto dovodi do promena u ekspresiji lutealnih markera. Pored toga, rezultati ovih
istraZivanja su pokazali da se povecanje nivoa C/EBPB od strane ATR ostvaruje

aktivacijom cAMP/PKA signalnog puta. Pokazano je da promotor C/EBP3 poseduje
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dva nepotpuna CREB-vezuju¢a mesta koja doprinose bazalnoj i PKA-stimulisanoj
transkripciji ovog gena (Niehof i sar., 1997). Na primer, pokazano je da endokrini
ometa¢ TCDD u embrionskim ¢elijama miSa dovodi do povecanja nivoa cAMP preko
aktivacije PKA, Sto zatim indukuje ekspresiju C/EBPJ (Vogel i sar., 2004). Medutim,
nasi rezultati su pokazali da ATR nije doveo do promena u nivou cAMP u granuloza
Celijama stimulisanim sa FSH, kada su merenja nivoa cAMP radena 48 h nakon
tretmana. S obzirom da cAMP signalni put u granuloza celijama pokazuje ranu
aktivaciju nakon stimulacije sa FSH, potrebno je izvrsti merenja nivoa cAMP u viSe
razli¢itih vremenskih intervala, kako bi se stekao pravi uvid o efektima ATR na ovaj
signalni put. U prilog pretpostavci da ATR utice na cAMP signalni put svedoce i
rezultati ovog rada koji pokazuju da ATR dovodi do povecanja fosforilacije CREB i Akt
proteina. Naime, pokazano je da CREB i Akt predstavljaju nizvodna mesta delovanja
cAMP signalnog puta u granuloza celijama (Hunzicker-Dunn i sar. 2012), te svaka
promena u fosforilaciji ova dva proteina moZe da ukazZe na promene u stvaranju cAMP.
Osim toga, ATR povecava nivo iRNK za StAR i dezmolazu i stvaranje progesterona kod
¢elija koje su tretirane aktivatorom cAMP signalnog puta, forskolinom.

Uticaj ATR na cAMP signalni put u granuloza celijama se najverovatnije
ostvaruje putem njegovog delovanja na PDE. Naime, pokazano je da ATR ima
sposobnost da deluje kao kompetitivni inhibitor PDE (Roberge i sar., 2004). U
Lajdigovim Celijama i ¢elijama hipofize pacova ATR je stimulisao stvaranje prolaktina i
testosterona putem inhibicije specificne PDE4 (Pogrmic i sar., 2009; Kucka i sar.,
2012). Osim toga, u folikulima miSeva kojima je genetskim manipulacijama uklonjena
PDE4D dolazi do prevremene luteinizacije, dok oocite ostaju zarobljene u folikulima
(Park i sar., 2003; Vezzosi and Bertherat, 2011). U cilju dobijanja odgovora na pitanje
dali ATR deluje na PDE u granuloza Celijama, blokirali smo aktivnost svih PDE (IBMX),
kao i PDE4 (rolipram). Samostalni tretman granuloza Celija inhibitorom aktivacije svih
PDE doveo je do sli¢nih promena u granuloza ¢elijama kao i tretman sa ATR. IBMX je
doveo do povecanja fosforilacije Akt, ekspresije C/EBPJ proteina, kao i iRNK za StAR u

Celijama stimulisanim sa FSH. Pored toga, dodatak roliprama na celije tretirane sa ATR
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i FSH nije doveo do promena u nivou iRNK za StAR i C/EBPf proteine, kao ni do
promena u fosforilaciji Akt u odnosu na ¢elije tretirane sa ATR i FSH. Ovi rezultati

ukazuju da PDE4 predstavlja potencijalno mesto delovanja ATR u granuloza ¢elijama.

5.1.2. In vivo efekat ATR

Prethodni rezultati ukazuju da tokom in vitro tretmana sa ATR dolazi do
poremecaja u stvaranju estradiola i progesterona u uslovima stimulacije sa FSH, kao i
do promena u ekspresiji gena za LHR, aromatazu, StAR i dezmolazu. NaruSavanje
navedenih procesa ima za posledicu smanjenje ovulacionog kapaciteta granuloza
¢elija u in vitro uslovima. Medutim, koriS¢enjem in vitro pristupa tesko je definisati
posledice negativnog uticaja ATR na sam proces ovulacije kod Zivotinja.

Kako bismo potvrdili rezultate o efektima ATR dobijene KoriS¢enjem in vitro
pristupa, ispitali smo uticaj ATR na ovulaciju nakon in vivo tretmana kod nezrelih
Zzenki pacova tretiranih gonadotropinima. Ranije studije su pokazale da visoke
koncentracije ATR dovode do blokade ovulacije, s obzirom da ATR inhibira
oslobadanje LH talasa iz hipofize (Shibayama i sar., 2009; Foradori i sar., 2014). Da
bismo ispitali da li ATR deluje direktno na nivou ovarijuma, nezrele Zenke pacova su
istovremeno tretirane gonadotropinima i ATR. Koncentracija ATR od 50 mg/kg
telesne mase odabrana je jer je inhibirala oslobadanje LH iz hipofize (Foradori i sar.,
2014), dok aplikacija manjih koncentracija ATR (<50 mg/kg telesne mase) nije
ispoljila negativne efekte na reproduktivni sistem pacova (Shibayama i sar., 2009;
Foradori i sar., 2014). Iz tog razloga, tretman ATR u koncentraciji od 50 mg/kg telesne
mase, dva, odnosno, tri puta u razmacima od 24 h predstavlja pogodan metod za
ispitivanje direktnog efekta ATR na granuloza cCelije ovarijuma. Pored toga, ATR je u
ovom radu apliciran intraperitonealno, jer je ovaj nacin administracije ranije koris¢en
u in vivo eksperimentima (Rodriguez i sar., 2013; Jin i sar., 2014), a takode je slican
oralnoj administraciji, s obzirom da se supstanca apsorbuje od strane mezenteri¢nih
sudova koji se ulivaju u portalnu venu jetre, nakon cega dospeva do ovog organa

(Turnerisar., 2011).
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Rezultati su pokazali da in vivo tretman sa ATR takode sprecava stvaranje
estradiola i relativnu ekspresiju gena za aromatazu i LHR u uslovima stimulacije sa
eCG, Sto ima za posledicu neadekvatan odgovor granuloza ¢elija na ovulacionu dozu
hCG, u smislu indukcije relativne ekspresije gena za EREG i PGR koji ucestvuju u
regulaciji ovulacije. Zahvaljuju¢i tome, u potpunosti je blokirano oslobadanje oocita
kod nezrelih Zenki pacova tretiranih gonadotropinima i ATR.

U cilju dalje identifikacije mehanizama preko kojih ATR ispoljava efekte na
steroidogenezu i ovulaciju ispitivani su enzimi koji ucestvuju u prvoj i drugoj fazi
metabolizma ksenobiotika. Rezultati ovog rada su pokazali da kratkotrajni tretman sa
ATR ne dovodi do promena u aktivaciji GST enzima, ali dovodi do povecanja relativne
ekspresije gena za CYP1B1. Moguce je da povecanje ekspresije gena za ovaj enzim koji
pripada prvoj fazi metabolizma ksenobiotika ima klju¢nu ulogu u delovanju ATR na
ovulacioni proces. CYP1B1 katalizuje konverziju estradiola u 4-hidroksiestradiol
(Badawi i sar., 2001), te se moZe pretpostaviti da povecanje nivoa iRNK za ovaj enzim
ima ulogu u smanjenju nivoa estradiola nakon tretmana Zenki pacova sa ATR.
Medutim, s obzirom da nije merena koncentracija metabolita estradiola, ne moZe se sa
potpunom sigurnosc¢u zakljuciti da je iskljuc¢ivo katabolizam estradiola odgovoran za
nizi nivo ovog steroida u serumu tretiranih pacova. Osim S$to povecava ekspresiju
enzima koji kataboliSe estradiol, ATR smanjuje ekspresiju aromataze, enzima koji ga
stvara, Sto takode doprinosi smanjenju nivoa ovog hormona. Nizak nivo estradiola
najverovatnije je uzrok manjeg nivoa iRNK za LHR u granuloza ¢elijama izolovanim iz
Zivotinja tretiranih sa eCG i ATR u poredenju sa Zivotinjama tretiranim sa eCG. Ovi
rezultati su u skladu sa rezultatima in vitro eksperimenata, gde je takode pokazano
povecanje nivoa iRNK za CYP1B1 u granuloza celijama tretiranim sa FSH i ATR.
Ekspresija CYP1B1 enzima u granuloza Celijama je visoka i u bazalnim uslovima, ali se
moZe i indukovati vezivanjem egzogenih liganda od kojih je najpoznatiji TCDD
(Dasmahapatra i sar., 2002). Osim toga, povecanje ekspresije CYP1B1 moZe da ukaZze
na mogucu aktivaciju AHR signalnog puta u ovarijumima Zenki tretiranih sa ATR.

Medutim, dodatna istrazivanja su neophodna kako bi se sa sigurno$c¢u utvrdilo da li je
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AHR signalni put jedan od glavnih medijatora toksi¢nog delovanja ATR u in vivo
uslovima. U in vitro eksperimentima defisano je nekoliko razli¢itih signalnih puteva,
ukljucuju¢i cAMP, Akt i ERK1/2, koji mogu da budu promenjeni i tokom in vivo
tretmana sa ATR. Njihova uloga u smanjenju produkcije estradiola i nivoa iRNK za
aromatazu i LHR u granuloza Celijama nezrelih Zenki pacova tretiranih sa eCG takode
treba da bude ispitana.

Za razliku od rezultata dobijenih u in vitro eksperimentima, gde je ATR doveo
do prevremene luteinizacije granuloza Celija, in vivo tretman nije proizveo iste efekte.
Nakon in vivo tretmana, relativna ekspresija gena za StAR u uslovima eCG stimulacije
u granuloza ¢elijama je ostala nepromenjena, dok je nivo iRNK za dezmolazu smanjen
kod Zivotinja tretiranih sa ATR. Sposobnost ATR da dovede do povecanja sinteze
progesterona dokumentovana je u studiji gde su pacovi rase SD stari 6 nedelja
tretirani sa 300 mg/kg telesne mase ATR jednom dnevno u trajanju od 2 nedelje
(Taketa i sar., 2011). Moguce je da su razlike u osetljivosti estradiolskog i
progesteronskog biosintetskog puta na delovanje ATR posledica koriS¢ene
koncentracije ATR, duzine trajanja tretmana, starosti i/ili rase pacova tretiranih sa
ATR.

In vivo istrazivanja delovanja ATR na steroidogenezu i ovulaciju su znacajna jer
je ATR detektovan u folikularnoj tecnosti kod Zena (Wagner i sar., 1990). Pored toga,
kod pacova koji su oralno tretirani sa 200 mg/kg telesne mase ATR svakodnevno
tokom dve nedelje ovaj pesticid je detektovan u ovarijumima u koncentraciji od 0.5
UM (Quignot i sar., 2012c). Kod ovih Zenki je doSlo do smanjenja funkcije ovarijuma
regulisane od strane LHR i estradiola, kao Sto su veli¢ina ovarijuma, razvoj i
odrZavanje zZutog tela i estrusni ciklus. Medutim, ne mozZe se zanemariti i ¢injenica da
se tokom in vivo aplikacije ATR metaboliSe u organizmu, pri ¢emu moZe doc¢i do
formiranja metabolita ATR koji mogu da ispoljavaju iste ili Cak toksiCnije efekte u
odnosu na sam ATR (Stoker i sar., 2002; Jin i sar., 2014). S obzirom da u ovom radu,
kao i u prethodno navedenoj studiji Quignot i saradnika (2012c), nije odredivano

prisustvo metabolita ATR u ovarijumima, ne moZe se izvesti zakljucak da li su
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detektovani efekti ATR na steroidogenezu i ovulaciju posledica delovanja ATR ili

nekog od njegovih metabolita.

5.2. Efekat BPA na steroidogeni potencijal granuloza cCelija

Pored ATR, u ovoj tezi ispitivan je efekat jo$ jednog endokrinog ometaca, BPA.
Negativni efekti BPA na steroidogenezu u ovarijumima su dokumentovani velikim
brojem istrazivanja. Tako je pokazano da BPA menja produkciju estradiola i
progesterona od strane animalnih (Zhou i sar., 2008; Grasselli i sar., 2010; Peretz i
sar., 2011; Peretz and Flaws, 2013), ali i humanih (Kwintkiewicz i sar., 2010; Mansur i
sar.,, 2017) granuloza Ccelija. Ove studije su takode pokazale da su promene u
produkciji polnih hormona nastale delovanjem BPA najc¢eS¢e posledica promena u
ekspresiji ili aktivnosti klju¢nih enzima koji uc¢estvuju u sintezi hormona. U humanim
granuloza Celijama, smanjenje produkcije estradiola i progesterona nakon tretmana sa
BPA je posledica smanjene ekspresije aromataze (Kwintkiewicz i sar., 2010),
odnosno, dezmolaze i 33-HSD (Mansur i sar., 2017), Sto dovodi do niZe produkcije
hormona. U ovom radu, pokazano je da BPA dovodi do smanjenja nivoa progesterona,
ali ovaj efekat nije posledica niZe ekspresije klju¢nih enzima koji ucestvuju u procesu
biosinteze progesterona. NasSi rezultati su pokazali da je relativna ekspresija gena za
StAR, dezmolazu i 33-HSD povecana u granuloza ¢elijama tretiranim sa BPA. Sli¢no
nasSim rezultatima, Zhou i saradnici (2008) su pokazali da kratkotrajno izlaganje
nezrelih granuloza Celija visokim koncentracijama BPA dovodi do smanjenja sinteze
progesterona, dok istoveremeno dolazi do povecane relativne ekspresije gena za StAR.
Medutim, treba istaci da, iako je relativna ekspresija gena koji kodiraju ove proteine
povecana, smanjenje njihove aktivnosti moZe dovesti do niZeg nivoa progesterona u
granuloza ¢elijama. U ovom radu nije odredivana aktivnost StAR, dezmolaze i 33-HSD,
te stoga ne mozZemo sa sigurnoS$c¢u tvrditi da smanjenje progesterona nije rezultat
poremecaja u aktivnosti StAR proteina i steroidogenih enzima.

U cilju identifikacije mehanizma preko kojeg BPA ispoljava inhibitorni efekat

na stvaranje progesterona u nezrelim granuloza celijama, ispitan je uticaj BPA na
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biosintezu i metabolizam holesterola. Holesterol predstavlja pocetni supstrat za
sintezu steroidnih hormona, te svaki poremecaj u njegovoj homeostazi moze direktno
uticati na akumulaciju progesterona u Celijama. NaSi rezultati su pokazali da BPA
naruSava homeostazu holesterola u nezrelim granuloza ¢elijama putem sekvestracije
holesterola u perinukleusnom prostoru, Sto moze biti jedan od razloga za smanjeno
stvaranje progesterona u granuloza Celijama. Naime, tokom steroidogeneze, do
mitohondrija dospeva velika koli¢ina holesterola koja poti¢e iz drugih Ccelijskih
struktura, uglavnom iz endoplazmatskog retikuluma, kao i nakon hidrolize holestrol
estara deponovanih u lipidnim kapima. Sekvestracija holesterola u perinukleusnom
regionu granuloza celija nakon tretmana sa BPA Cini holesterol nedostupnim za
mitohondrije, $to se ogleda u smanjenom stvaranju progesterona od strane ovih Celija.
U prilog navedenim rezultatima ide i Cinjenica da je smanjenje nivoa progesterona
nakon tretmana sa BPA delimitno onemoguceno nakon istovremenog tretmana
granuloza ¢elija sa holesterolom i BPA.

Potom smo analizirali relativhu ekspresiju gena za ABCA1, proteina koji
ucestvuje u reverznom transportu holesterola, kao i SREBP-1, proteina koji u€estvuje
u regulaciji biosinteze holesterola. NaSi rezultati su pokazali da pored povecanja
proteina za transport holesterola (StAR), BPA smanjuje relativnu ekspresiju gena za
ABCA1 i povecava ekspresiju SREBP-1 proteina, Sto ukazuje da ovaj endokrini ometac
naru$ava homeostazu holesterola u nezrelim granuloza celijama. Ekspresija StAR,
ABCA1 i SREBP-1 regulisana je transkripcionim faktorom LXR (engl. nuclear liver X
receptor), koji funkcioniSe kao senzor holesterola u celijama, putem regulacije
ekspresije velikog broja proteina koji ucestvuju u homeostazi holesterola (Grasselli i
sar., 2010). U ovarijumima primata, LXR kontroliSe balans izmedu steroidogeneze,
homeostaze holesterola (Drouineaud i sar., 2007) i luteolize (Bogan and Hennebold,
2010). Smanjena ekspresija LXR dovodi do povecane ekspresije StAR i smanjene
ekspresije ABCA1, Sto ima za posledicu povecanu produkciju progesterona u
luteinskim granuloza Celijama (Puttabyatappa i sar., 2010). Moguce je da u granuloza

Celijama tretiranim sa BPA dolazi do smanjenog izbacivanja holesterola iz celije, uz
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istovremeno povecanje njegove sinteze (SREBP-1) i transporta do mitohondrija
(StAR), u cilju povecanja produkcije progesterona kao odgovor na sekvestraciju
holesterola u granuloza ¢elijama. U prilog ovoj pretpostavci idu i rezultati prikazani u
ovom radu koji pokazuju da dodatak holesterola sprecava povecanje ekspresije StAR,
smanjenje nivoa iRNK za ABCA1, ali i delimicno sprecava smanjenje produkcije
progesterona nakon tretmana granuloza celija sa BPA. Osim toga, kada su celije
tretirane sa 22-OH holesterolom ili pregnenolonom, metabolitima holesterola, BPA
nije doveo do pada u stvaranju progesterona u granuloza celijama. Ovi rezultati
zajedno ukazuju da BPA smanjuje sintezu progesterona u bazalnim uslovima, kao i
tokom stimulacije sa FSH, putem narusSavanja homeostaze holesterola u nezrelim
granuloza celijama, Sto ukazuje na potencijalni mehanizam delovanja BPA na
steroidogeni potencijal ovih ¢elija.

Fokus istrazivanja ove disertacije je stavljen na otkrivanje mehanizama
delovanja ATR i BPA na steroidogenezu u granuloza Celijama. Iz tog razloga koriS¢ene
su mikromolarne doze ovih endokrinih ometaca. Doze ATR su odabrane na osnovu
literaturnih podataka (Sanderson i sar., 2002; Tinfo i sar., 2011; Quignot i sar., 2012b),
medutim, u radu Park i sar. (2016) pokazano je da ATR ispoljava negativne efekte i u
pikomolarnim i nanomolarnim koncentracijama u humanim granuloza i
endometrijumskim Celijama. Koncentracije BPA koje ispoljavaju efekat na
steroidogenu funkciju granuloza ¢elija, takode, pripadaju suprafizioloskim dozama. U
nekoliko radova gde je ispitivan dozno-zavisni, akutni efekat BPA na steroidogenezu,
pokazano je da ovaj endokrini ometac ispoljava dejstvo samo pri dozama izmedu 10 i
100 uM (Kwintkiewicz i sar., 2010; Mansur i sar., 2017). Takode, u ovoj doktorskoj
disertaciji ispitivani su efekti razli¢itih doza BPA na steroidogenezu, pri ¢emu je
pokazano da samo doze od 50 i 100 pM ispoljavaju efekat na steroidogenezu tokom
akutnog izlaganja. Relevantniji pristup za ispitivanje efekta endokrinih ometaca na
bioloSke sisteme je koriS¢enje malih doza hemikalija koje se nalaze u prirodi. Efekti
malih doza endokrinih ometaca od posebnog su znacaja, ne samo zbog toga Sto ovakve

doze oponaSaju koncentracije koje se nalaze u prirodi, ve¢ mogu da uti¢u na krivu
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dozno-zavisnog odgovora celija na izlaganje ovim hemikalijama. Naime, sve viSe
literaturnih podataka ukazuje da endokrini ometaci mogu dovesti do ne-monotonog
odgovora cCelija (engl. nonmonotonic dose response). Pri ovom odgovoru, male ili
srednje doze endokrinih ometaca ispoljavaju efekte, dok primena vecih koncentracija
ne uzrokuje znacajan odgovor celija (Welshons i sar., 2003). Treba ista¢i da je rad o
efektima malih doza ATR objavljen 2016. godine, kada su zavrSeni eksperimenti
prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji, a vezani su za mehanizme delovanja ATR na
steroidogenezu granuloza celija. Stoga bi u budu¢im istraZivanjima bilo znacajno
ispitati i efekte i mehanizme delovanja pikomolarnih i nanomolarnih koncentracija
ATR i BPA na steroidogenezu granuloza celija pacova. Medutim, u tom slucaju je
neophodno KkoriS¢enje hroni¢nih tretmana, koji pored svojih prednosti imaju i
nekoliko nedostataka, izmedu ostalih nemoguénost identifikacije samih mehanizama
delovanja. Upoznavanje mehanizama delovanja endokrinih ometaca je od vaznosti ne
samo za bolje razumevanje njihove toksi¢nosti, nego i za bolje sagledavanje posledica
delovanja smese hemikalija kojima su ljudi izloZeni u malim koncentracijama. Stoga,
akutni tretmani visokim dozama predstavljaju jedan od KkoriS¢enih pristupa za

upoznavanje mehanizma delovanja endokrinih ometaca.

98



6. ZAKLJUCCI
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Na osnovu analize dobijenih rezultata i diskusije literaturnih podataka moZemo

zakljuciti da ispitivani endokrini ometaci, atrazin i bisfenol A, ispoljavaju negativne

efekte na steroidogenu funkciju granuloza ¢elija ovarijuma Zenki pacova. Dobijeni

rezultati ukazuju na nove mehanizme preko kojih atrazin i bisfenol A uti¢u na funkciju

granuloza cCelija ovarijuma, kao i na potencijalnu vezu izmedu izlaganja ovim

endokrinim ometacima i razvoja bolesti ovarijuma.

>

In vitro tretman atrazinom negativno utie na steroidogenezu u granuloza
¢elijama stimulisanim sa FSH, $to se ogleda u sprecavanju sinteze estradiola i
povecanju stvaranja progesterona. Promene u sintezi ova dva steroidna
hormona su posledica smanjenja relativhe ekspresije gena koji ucestvuju u
sintezi estradiola (aromataza), odnosno, povecéanja relativne ekspresije gena
koji kodiraju proteine ukljuene u put biosinteze progesterona (StAR i
dezmolaza). Disbalans u stvaranju steroidnih hormona prouzrokovan
delovanjem atrazina tokom stimulacije granuloza celija sa FSH ukazuje na
proces prevremene lutenizacije. Osim toga, atrazin negativno deluje na
ovulacioni kapacitet granuloza CcCelija, tako Sto smanjuje ekspresiju LHR
stimulisanu delovanjem FSH i time sprecava hCG da indukuje relativnu
ekspresiju gena za proteine ukljuCene u kontrolu procesa ovulacije, AREG, EREG
i PGR. Efekat na put biosinteze estradiola i progesterona, kao i na relativnu
ekspresiju gena za LHR, ATR ostvaruje preko aktivacije cAMP/PKA, ERK1/2 i

Akt signalnih puteva i povecanja relativne ekspresije gena za CYP1B1.

In vivo tretman atrazinom nezrelih Zenki pacova stimulisanih gonadotropinima
doveo je do potpune blokade ovulacije, Sto je posledica inhibitornog delovanja
atrazina na relativnu ekspresiju gena za LHR indukovanu eCG, koja
onemogucava hCG da indukuje relativnu ekspresiju gena za proteine ukljucene
u kontrolu procesa ovulacije, EREG i PGR. Smanjena relativna ekspresija gena za
LHR kod nezrelih Zenki pacova tretiranih sa atrazinom posledica je smanjenog
nivoa estradiola koja se javlja kao posledica poremecaja u metabolizmu ovog

steroida: smanjenja sinteze estradiola (inhibicija relativne ekspresije gena za
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aromatazu), kao i povecanja katabolizma estradiola (stimulacija relativne

ekspresije gena za CYP1B1).

In vitro tretman sa bisfenolom A negativno utiCe na put biosinteze progesterona
u nezrelim granuloza Ccelijama, Sto se ogleda u smanjenju produkcije
progesterona u bazalnim uslovima, kao i nakon stimulacije sa FSH, ali i
povecanju nivoa iRNK za StAR, dezmolazu i 3B-HSD. Smanjeno stvaranje
progesterona nakon tretmana granuloza ¢elija sa bisfenolom A je posledica
poremecaja u homeostazi holesterola, Sto je rezultat sekvestracije holesterola u
perinukleusnom prostoru, a ogleda se u smanjenoj relativnoj ekspresiji gena za
ABCA1 (ukljucenog u efluks holesterola), povecanoj ekspresiji StAR (uklju¢enog

u transport holesterola) i SREBP-1 proteina (ukljuenog u sintezu holesterola).
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTnucaHu-a Oparana [1. Camapuuja HeHagos

6poj nHaekca 53029/2011

UsjaBrbyjem
Aa je JOKTopCcKa AucepTaumja nog HacrnoBoM
,YTULaj aTpasuHa 1 bucdeHona A Ha yHKUMjy rpaHynosa henuja osapujyma nauosa”

e pe3yntaTt COnCTBeHOr UCTpaKnBadkor paaa,

e [a npeanoxeHa guceprauuja y LenvHu HU Yy AenoBrMa Huje buna npegnoxeHa 3a
aobujae ©OWNo  Koje  gunriomMe npema  CTYAWCKMM  Mnporpamuma  Apyrux
BUCOKOLLIKOSICKMX YCTaHOBA,

e [acy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBeAEHU U

e [a HUcaM KpLuMo/na ayTopcka npaBa U KOPUCTUO MHTENEKTyarlHy CBOjUHY APYruX
nvua.

MoTnuc poktopaHaa

Y Beorpaay,




Mpunor 2.

U3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LUTaMmNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Nme n npesmme aytopa [Oparana [1. Camapuuja HeHagos

Bpoj nHgekca 53029/2011

Ctyamnjckn nporpam Buonorunja, AHMManHa n xymaHa dousumosnoruvja

Hacnos paga YTuuaj atpasvHa n oucdeHona A Ha dyHKLMjY rpaHynosa
henvja osapujyma nawuosa

MeHTOpP

pou. ap Hebojwa AHgpuh un npod. ap Hebojwa JacHuh

MNMoTnucaHwu/a

M3jaBrbyjem [fa je wTamnaHa Bep3uvja MOr [JOKTOPCKOr paja WCToBEeTHa
€NEKTPOHCKO] BEp3nju KOjy cam npepgao/na 3a objaBrbuBawe Ha noprtany
OurutanHor peno3utopujyma YHuBep3uteTta y beorpagy.

[osBorbaBam fa ce objaBe Moju NMYHM Nogaun Bes3aHu 3a fobujarwe akagemckor
3Batba [OKTOpa Hayka, Kao WTO Cy MMe M Npe3nume, rognHa n mecto pohewa u
AaTtym ogbpaHe paga.

OBu nuMuyHM nogaun Mory ce 06jaBUTU Ha MPEXHUMM CTpaHuuama aurutanHe
6ubnuoTteke, y enekTpoOHCKOM kaTanory u y nybnukauvjama YHuBepsuteta Yy
Beorpaay.

MoTtnuc gokTopaHaa

Y beorpagy,




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHuBep3uTeTcky 6ubnuoteky ,CBeTto3ap Mapkosuh® ga y OQurntanHu
peno3utopujym YHusepauteTa y beorpagy yHece mMojy JOKTOPCKY AucepTtauujy noa
HaCrioBOM:

YTuuaj atpasvHa u bucdeHona A Ha dyHKUWjy rpadHynosa henuvja
oBapujyma nauoBa

Koja je Moje ayTopcKo geno.

HducepTtaunjy ca cBuM npunosnmMa npefao/na caMm y enekTpoHCKOM dhopmaTty
NorogHoOM 3a TpajHO apxusupame.

Mojy pokTopcky guceprtauujy noxpaweHy Yy [OurutanHu  penosutopujym
YHuBep3uteTa y beorpagy mory ga Kopucte CBM KOju nNowiTyjy ogpenbde cagpxaHe
y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatmsHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy
cam ce ognyumo/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLMjanHO

3. AyTopCTBO — HEKOMEpLMjanHo — 6e3 npepage

&) AyTopCTBO — HEKOMEpPLMjanHo — AeNUTM Mo UCTUM YCHoBMMA
5. AytopctBo — 6e3 npepage

6. AyTOopCcTBO — AenuTn nog NCTUM ycnosuma

(Monumo ga 3aoKpyXuTe camo jedHy of LEeCT NOoHYREeHUX NUuUeHUM, KpaTtak onuc
nuueHun aaT je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc goktopaHaa

Y beorpagy,




1. AytopcTBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, ANCTpUBYLMjy 1 jaBHO caomnilTaBake
Aena, v npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe
aytopa wunuM pfaBaoua nuueHue, 4Yak My KomepuwmjanHe cepxe. OBo je
HajcnoboaHunja o4 CBUX NULEHUM.

2. AyTopcTBO — HekomepumjanHo. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTpUObYyLU)y ©
jaBHO caonwTaBake gena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH
oapeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He J03BOMbaBa
komepuujanHy ynoTpeby aena.

3. AyTopcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepapge. [Jo3BorbaBaTte yMHOXaBahe,
anctpmbyumjy 1 jaBHO caonwTtaBawe Agerna, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBaka Unu
yrnotpebe gena y CBOM Aeny, ako ce HaBede MMme ayTtopa Ha HayuH oapeheH of
CTpaHe aytopa wnu pasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [O03BOSbaBa
komepumjanHy ynotpeby pena. Y ofHOCy Ha CBe oOcTane nuueHue, OBOM
NMUEHLIOM ce orpaHuyaBa Hajsehu obum npasa kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpPUWjariHO — OeNuUTu Nog UCTUM ycnosuma. [Jo3sosbaBaTe
YMHOXaBawe, ANCTpubyLMjy U jaBHO caonwiTtaBake fena, U npepage, ako ce
HaBede UMe ayTopa Ha HadvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue
M ako ce npepaga guctpubympa nog WUCTOM WK CAUMYHOM nuvueHuom. Osa
nuueHua He Jo3BorbaBa koMmepuumjanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopcTtBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBawe, ANCTpUbyLMjy 1 jaBHO
caonwTaBake agena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unu ynotpebe gena y cBom
[Aeny, ako ce HaBeje MMe ayTopa Ha HauvH oapefeH of CTpaHe ayTtopa wnu
Aasaoua nuueHue. OBa nuueHua Jo3BorbaBa KoMepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpCTBO - AdenuTu NOA4 UCTUM ycrioBuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBae,
ANCTpubyumjy M jaBHO caornwTaBakwe fena, U npepage, ako ce HaBede uMme
ayTopa Ha HadvH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa wunu fasaoua INuueHue M aKko ce
npepaga guctpubympa nog WCTOM wunNu cnudHoM nuueHuomM. OBa nuueHua
[l03BOSbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena v npepapa. CnvyHa je codTBEepCKUM
nvueHuama, o4HOCHO nuLueHLama OTBOPEHOr Koaa.



