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Uticaj endokrinih ometaca, bisfenola A i dibutil-ftalata, na funkciju
humanih endotelnih Celija u uslovima in vitro

Sazetak

Bisfenol A (BPA) i dibutil-ftalat (DBP) su prisutni u mnogim proizvodima koje ¢ovek
svakodnevno koristi. Negativan uticaj ovih hemikalija na endokrini i reproduktivni sistem je dobro
ispitan, ali su podaci o njihovom uticaju na kardiovaskularni sistem oskudni. Cilj ove doktorske
disertacije je da se ispitaju funkcijske i molekulske promene na humanim endotelnim celijama
EA.hy926 koje se javljaju kao odgovor na dugotrajno (12-14 nedelja) izlaganje ¢elija 10, 10%1 10
M BPA i DBP i kratkotrajno (15 min — 48 h) izlaganje 107, 10°i 10° M BPA i 10°,10°i 10* M
DBP u uslovima in vitro.

Dugotrajno 1 kratkotrajno izlaganje EA.hy926 c¢elija BPA dovodi do funkcijskih i
molekulskih promena koje pospesuju integritet endotela u uslovima in vitro: smanjeno vezivanje
monocita za endotelne Celije preko smanjenja relativne ekspresije gena za adhezivni molekul
VCAM-1, povecana adhezija Celija za zelatin i smanjena migracija, smanjena propustljivost
jednosloja endotelnih ¢elija uz povecanu ekspresiju okludina i ZO-1, kao 1 smanjeni nivo ROS, uz
istovremeno povecano stvaranje NO preko ER i GPER i nizvodno aktivacijom signalnog puta
PI3K/Akt i eNOS.

Dugotrajno 1 kratkotrajno izlaganje EA.hy926 c¢elija DBP dovodi do funkcijskih 1
molekulskih promena koje narusavaju integritet endotela u uslovima in vitro: povecano vezivanje
monocita za endotelne ¢elije, promene u migraciji ¢elija 1 angiogenezi, promene u propustljivosti
jednosloja endotelnih ¢elija uz odgovaraju¢e promene u ekspresiji okludina i ZO-1, kao i povecano
stvaranje NO preko ER i GPER i nizvodne aktivacije signalnih puteva PI3K/Akt, MAPK/ERK i
eNOS. Utvrdeno je da ovi mehanizmi imaju ulogu u angiogenezi i migraciji ¢elija, za koju je
pokazano da se deSava uz povecanu aktivnost enzima MMP-2.

Kljucne redi: endotelne Celije, bisfenol A, dibutil-ftalat, endotelna disfunkcija
Naucna oblast: Biologija
UZa naucna oblast: Molekularna biologija eukariota



Impact of in vitro Exposure to Endocrine Disrupting Chemicals Bisphenol
A and Dibutyl Phthalate on the Function of Human Endothelial Cells

Abstract

Bisphenol A (BPA) and dibutyl phthalate (DBP) are present in many products people use
daily. The negative impact of BPA and DBP on the endocrine and reproductive systems is well
documented; however, the data regarding their impact on the cardiovascular system are scarce. The
goal of this Doctoral Dissertation was to investigate whether in vitro long-term (12-14 weeks)
exposure to 10°, 10%, and 107 M BPA and DBP and short-term (15 min — 48 h) exposure to 107,
10, and 10° M BPA and 10, 10, and 10* M DBP affects the functional and molecular properties
of EA.hy926 cells.

Long-term and short-term exposure of EA.hy926 cells to BPA induces functional and
molecular changes that promote endothelial integrity: decreased adhesion of monocytes to
endothelial cells via decreased relative expression of VCAM-1, increased cell adhesion to gelatin
and decreased migration, diminished endothelial permeability accompanied with increased
expression of occludin and ZO-1, lower ROS levels, and increased NO synthesis via ER and GPER
and downstream activation of the PI3K/Akt pathway and eNOS.

Long-term and short-term exposure of EA.hy926 cells to DBP induces functional and
molecular changes that disrupt endothelial integrity: increased adhesion of monocytes to endothelial
cells, alterations in cell migration and angiogenesis, changes in the permeability of the endothelial
monolayer with relevant changes in the expression of occludin and ZO-1, as well as an increase in
NO synthesis via ER and GPER and downstream activation of PI3K/Akt and ERK1/2 pathways and
eNOS. It was concluded that these mechanisms have a role in the regulation of angiogenesis and
cell migration, which was confirmed to occur with an increase in MMP-2 activity.

Keywords: endothelial cells, bisphenol A, dibutyl phthalate, endothelial dysfunction
Scientific field: Biology
Scientific subfield: Molecular Biology of Eukaryotes
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Skracenice

— adenilil ciklaza

— aril-hidrokarbonski receptor

— adherentne veze

— protein kinaza B, PKB

— protein kinaza koja se aktivira pomocu adenozin-monofosfata
— benzilbutil-ftalat

— bicinhoninska kiselina

— bazni faktor rasta fibroblasta

— tetrahidrobiopterin

— bisfenol A

— albumin iz govedeg seruma

— ¢elijski adhezivni molekuli

— kalmodulin

— protein kinaza II zavisna od kalmodulina
— cikli¢ni adenozin monofosfat

— Coomassie Brilliant Blue

— cikli¢ni guanozin-monofosfat

— 3-hloro-4-hidroksibenzenska kiselina
— hlorpirifos

— dibutil-ftalat

— 2',7'-dihlorofluorescein

— 2" 7'-dihlorodihidrofluorescein

— dietilheksil-ftalat

— dietilpirokarbonat

— Dulbecco's Modified Eagle's Medium
— dimetil-sulfoksid

— 17B-estradiol

— Evropska agencija za hemikalije

— vancelijski matriks

— endokrini ometaci

— etilendiamintetrasircetna kiselina

— Evropska agencija za bezbednost hrane



EGF — epidermni faktor rasta

eNOS — endotelna azot-monoksid sintaza

ER — estrogenski receptor

ERK1/2 — kinaza regulisana vancelijskim signalima 1 i 2
FBS — fetalni govedi serum

FITC — fluorescein-izotiocijanat

FSH — folikulostimuliSu¢i hormon

G-CSF — faktor stimulacije kolonije granulocita
GAPDH — gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

GDP — guanozin difosfat

GJ — komunikacijske, pukotinaste veze

GMP — guanozin-monofosfat

GPCR — receptor spregnut sa proteinom G

GPER — estrogenski receptor spregnut sa proteinom G
GTP — guanozin trifosfat

H>,DCFDA - 2',7'-dihlorodihidrofluorescein-diacetat

HBSS —rastvor Hanks’ Balanced Salt

HEPES — N-2-hidroksietilpiperazin-N-2-etansulfonska kiselina
HIF-1a — faktor indukovan hipoksijom-1la

HUVEC — humane endotelne ¢elije vene pupcane vrpce
ICAM-1 — meducelijski adhezivni molekul-1

ICAM-2 — meducelijski adhezivni molekul-2

IGF-1 — faktor rasta sli¢an insulinu-1

IL — interleukin

iNOS — inducibilna azot-monoksid sintaza

JAM — spojni adhezivni molekuli

JNK — c-Jun N-terminalna kinaza

KVB — kardiovaskularne bolesti

LDL — lipoproteini male gustine

LPS — lipopolisaharidi

L-NAME — No-nitro-L-arginin-metil-estar

MAPK — protein kinaza aktivirana mitogenima

MAPKK — kinaza MAPK (MEK1/2)
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— kinaza kinaze MAPK (Raf)

— monobutil-ftalat

— hemoatraktant za monocite-1

— faktor pojaciva¢ miocita 2

— matriksna metaloproteinaza

— meta rapamicina kod sisara

— nikotinamidadenindinukleotid-fosfat
— N-(1-naftil)etilendiamin

— nukleusni faktor-kB

— nemonotono dozno-zavisan odgovor
— neuronska azot-monoksid sintaza

— azot-monoksid

— azot-monoksid sintaza

— superoksid anjon radikal

— hidroksil radikal

— peroksinitritni anjon

— ribozomalna S6 kinaza od 90 kDa

— faktor aktivacije trombocita

— polibromovani difenil-etri

— fizioloski rastvor puferisan fosfatnim puferom
— faktor rasta poreklom iz trombocita
— kinaza zavisna od fosfoinozitida-1
—molekul endotelnih ¢elija koji vezuje trombocite-1
— fosfatidilinozitol 3-kinaza

— fosfatidilinozitol (3,4)-bifosfat

— fosfatidilinozitol (3,4,5)-trifosfat

— protein kinaza A

— protein kinaza C

— hidrolaza GTP

— reaktivne vrste kiseonika

— receptor sa aktivnoscéu tirozin kinaze
— kvantitativna lan¢ana reakcija polimeraze u realnom vremenu

— sfingozin 1-fosfat



SA — sulfanilna kiselina
SDS — natrijumdodecil-sulfat
SDS-PAGE - SDS-poliakrilamid gel elektroforeza

SRB — sulforodamin B

TCA — trihlorsiréetna kiselina

TJ — Cvrste veze

TNF-a — faktor nekroze tumora o

VCAM-1 — molekul adhezije vaskularnih ¢elija-1
VEGF — vaskularni endotelni faktor rasta
VEGFR-1 —receptor za VEGF-1

VEGFR-2 —receptor za VEGF-2
VE-kadherin — vaskularni endotelni kadherin
vWF — von Willebrand-ov faktor

70 — zonnula occludens
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1. Uvod
1.1. [Endotel krvnih sudova: struktura i funkcija

Ukupna duzina vaskularne mreze kod odraslog coveka iznosi preko 19.000 km, $to je €ini
najvecim sistemom organa u ljudskom telu. Vaskularni unutrasnji sloj je pozicioniran izmedu krvi i
zida krvnog suda i sadrzi vise od 10'? endotelnih éelija (Endemann i Schiffrin, 2004; Lee i sar.,
2020; Camasao i Mantovan i, 2021). Ovaj sloj se naziva tunica intima i1 predstavlja gusti jednosloj
endotelnih ¢elija, koje nalezu na bazalnu membranu sacinjenu od kolagenih vlakana tipa IV,
laminina 1 heparin sulfatnih proteoglikana. Endotelne celije Cine intimu svih krvnih sudova, ali u
zavisnosti od tipa suda poseduju drugacije strukture i fenotipove. Endotelne ¢elije u arterijama i
venama su vise a veze izmedu njih uze u poredenju sa onima u kapilarima, koje su nize a pukotine
izmedu njih Sire, kako bi se omogucéila nesmetana razmena metabolita i gasova (Kriiger-Genge i
sar., 2019). Sloj tunica intima oblazu preostala dva sloja krvnog suda: srediSnji sloj, tunica media,
saCinjen od spiralno rasporedenih slojeva glatkih miSi¢nih celija i elasticnih vlakana, i tunica
adventitia koja predstavlja spoljasnji sloj graden od kolagenih i elasti¢nih vlakana, fibroblasta,
masnog tkiva i kapilara (Newby, 2000) (slika 1.1).

@  Endotelna éelija
<<= Glatka mi$iéna celija
Q Perivaskularna adipocita

Fibroblast

- Kolagen

%/ Nervni zavrseci

Slika 1.1. Sematski prikaz popre¢nog preseka krvnog suda.
Preuzeto uz modifikacije iz Zhao i saradnici (2015).

Dugo se smatralo da endotel predstavlja inertnu barijeru izmedu cirkuliSuc¢e krvi i okolnog
tkiva, medutim, danas se zna da je endotel aktivno metaboli¢ko i endokrino tkivo koje ima kljuénu
ulogu u regulaciji vaskularne homeostaze (Kriiger-Genge 1 sar., 2019). Endotelni jednosloj
funkcioniSe kao strogo regulisana polupropustljiva barijera €iji je integritet od krucijalnog znacaja
za normalnu razmenu metabolita, kiseonika, rastvorenih faktora i cirkuliSucih Celija izmedu krvi 1
okolnih tkiva. Na taj nacin tkiva dobijaju sve neophodne materije iz krvi za optimalno

funkcionisanje i eliminiSu nepotrebne gasove i metabolite (Lee 1 sar., 2020; Gurevich 1 sar., 2021).

Endotel uti¢e na fiziologiju okolnog tkiva, kako glatkih miSi¢nih ¢elija 1 pericita u zidu
krvnog suda, tako i na fiziologiju cirkuliSucih ¢elija poput leukocita i trombocita. Naime, endotelne
¢elijje imaju Sirok dijapazon metaboli¢kih funkcija — vrSe biosintezu 1 degradaciju vazoaktivnih
medijatora, enzimskim putem smanjuju aktivnost reaktivnih vrsta kiseonika (eng. reactive oxygen
species, ROS), obraduju citokine, faktore rasta 1 supstance slicne hormonima, sintetiSu
prostaglandine, transportuju i metaboliSu lipoproteine, vrSe sekreciju i remodelovanje vancelijskog
matriksa (eng. extracellular matrix, ECM) 1 dr. (Gimbrone i1 Garcia-Cardena, 2016). Stoga, endotel
predstavlja visoko dinami¢no tkivo koje detektuje i reaguje na hormonske i mehanicke stimuluse.
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Kako predstavlja aktivno endokrino, autokrino i parakrino tkivo, u odgovoru na razli¢ite stimuluse
sekretuje brojne i1 raznorodne bioloski aktivne molekule, ¢ime reguliSe vaskularni tonus i
homeostazu, protok krvi, vazomotorske funkcije i inflamacijske procese, inhibise ¢elijsku adheziju,
aktivaciju trombocita i proliferaciju glatkih miSi¢nih ¢elija i dr. (Endemann i Schiffrin, 2004; Hadi i
sar., 2005; Lee 1 sar., 2020; Gurevich i sar., 2021). Dakle, u fizioloskim uslovima endotel ispoljava
antiinflamacijski, antitrombogeni i antiproliferacijski fenotip (Kriiger-Genge i sar., 2019).

Kada je endotel fizicki povreden ili funkcijski poremecen usled ishemijske reperfuzije,
akutne ili hroni¢ne inflamacije i sli¢nih promena, reaguje na navedene promene odgovorima koji su
u potpunosti suprotni gorenavedenim. Protrombogeno i proinflamacijsko stanje endotelnih ¢elija
karakteriSe vazokonstrikcija krvnog suda i aktivacija i adhezija trombocita i leukocita. Te procese
endotel podstiCe povecanom sintezom 1 ekspresijom faktora na povrSini Celija poput von
Willebrand-ovog faktora (vWF), faktora aktivacije trombocita (eng. platelet-activating factor,
PAF), interleukina-8 (IL-8), P-selektina i faktora nekroze tumora o (eng. tumor necrosis factor a,
TNF-a), Sto dalje stimuliSe sve faze hemostaze (Becker i sar., 2000), kao i vezivanje i migraciju
leukocita kroz endotel u cilju saniranja povrede (Cerutti i Ridley, 2017).

1.1.1. Uloga azot-monoksida u regulaciji fizioloSkih funkcija endotela

Posebno se istiCe sposobnost endotela da sintetiSe azot-monoksid (NO), molekul ¢ije je
otkrice bilo od izuzetne vaznosti za razumevanje vaskularne fiziologije. NO je gas koji je, pre nego
Sto je okarakterisan, nosio naziv ,,opustajuci faktor endotelnog porekla“ (eng. endothelium derived
relaxing factor, EDRF). NO u endotelnim c¢elijama nastaje prilikom oksidacije L-arginina do L-
citrulina uz ucesc¢e enzima endotelne NO sintaze (eng. endothelial nitric oxide synthase, eNOS).

Zbog svojih antioksidativnih 1 antiinflamacijskih svojstava NO ima klju¢nu ulogu u
odrzavanju vaskularne homeostaze (Gimbrone i Garcia-Cardena, 2016; Cyr 1 sar., 2020). Bazalna
produkcija NO u fizioloSkom stanju je neophodna radi regulisanja tonusa i odrzavanja zdravlja
krvnog suda. Naime, sinteza NO je stimulisana fluktuacijama u krvnom pritisku 1 hormonskim
stimulusima iz krvi. Ovi stimulusi pokreéu proces sinteze NO, a transkripcija gena koji kodira
eNOS je takode regulisana istim tim mehani¢kim silama fluida, odnosno krvi (Gimbrone 1 Garcia-
Cardefia, 2016). Sintetisani NO difunduje kroz membrane endotelnih celija i kao parakrini
medijator utice na glatke miSi¢ne Celije, leukocite 1 trombocite (Gimbrone 1 Garcia-Cardefia, 2016).
NO podstice vazodilataciju krvnog suda na taj nacin $to aktivira solubilnu formu guanil ciklaze,
koja prevodi guanozin-monofosfat (GMP) u ciklicni GMP (cGMP) u glatkim miSi¢nim c¢elijama
(Forstermann i Sessa, 2012). Pored toga, NO, otpusten u cirkulaciju, inhibiSe agregaciju trombocita
1 njihovu adheziju za endotel, ¢ime se spreava tromboza (Forstermann 1 Sessa, 2012; Gimbrone i
Garcia-Cardefia, 2016). Na taj nacin se reguliSe protok krvi i homeostaza (Gimbrone i1 Garcia-
Cardefia, 2016). NO, osim §to sprecava adheziju trombocita, sprecava i proliferaciju 1 migraciju
glatkih miSi¢nih ¢elija, kao 1 apoptozu endotelnih ¢elija. Inhibise 1 adheziju monocita, kao i njihovu
migraciju u subendotelni prostor tako Sto smanjuje ekspresiju proteina koji deluje kao
hemoatraktant za monocite-1 (eng. monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1) u endotelnim
¢elijama (Forstermann 1 Sessa, 2012; Cyr 1 sar., 2020). Pored toga, NO ucestvuje u raznim drugim
procesima kao Sto su regulacija sistemske distribucije kiseonika, egzocitoza, aktivnost jonskih
kanala, apoptoza 1 proliferacija ¢elija kardiovaskularnog sistema i neovaskularizacija (Forstermann 1
Sessa, 2012; Gimbrone i Garcia-Cardefia, 2016) (slika 1.2). Zbog svega navedenog, NO se smatra
protektivnim molekulom vaskulature (Férstermann 1 Miinzel, 2006).

Prilikom povrede tkiva, povecava se nivo aktivnog NO poreklom iz endotela. Time se
pojacava efekat NO koji, kao 1 u zdravom stanju krvnog suda, spre¢ava migraciju glatkih misi¢nih
¢elija 1 inhibiSe adheziju leukocita za endotelne ¢elije, a samim tim i formiranje neointime 1 dalje
oste¢enje krvnog suda (Newby, 2000; Forstermann i Sessa, 2012). Iako se NO pretezno sintetiSe u

2



endotelnim ¢elijama, dodatne koli¢ine NO se u uslovima inflamacije sintetisu i u glatkim misi¢nim 1
inflamacijskim ¢elijama. Time se pruza dodatna zastita tkiva od oStecenja (Newby, 2000). Studije
su pokazale da u slu¢aju nedovoljne produkcije fizioloski aktivnog NO od strane endotelnih celija
dolazi do formiranja klinicki znacajnih aterosklerotskih promena (Gimbrone i Garcia-Cardea,
2016). Dakle, sekrecija NO predstavlja veoma vazan mehanizam ocuvanja fiziologije krvnog suda,
a u stanju inflamacije predstavlja vazan mehanizam odbrane endotelnih ¢elija koji ¢elije koriste da
sprece dalji razvoj upalnih procesa i aterosklerozu (Newby, 2000).
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Slika 1.2. Uloga azot-monoksida u vaskulaturi. eNOS — endotelna azot-monoksida sintaza; NO — azot-
monoksid. Preuzeto iz Gimbrone i Garcia-Cardefia (2016).

1.1.2. Uloga ¢vrstih meducelijskih veza u fizioloSkoj regulaciji endotelne barijere

Endotelne ¢elije u krvnom sudu formiraju polupropustljivu membranu ¢ija je uloga da
odvoji krv od perifernih organa i tkiva, te samim tim ima klju¢nu ulogu i u odrzavanju homeostaze
vaskularnog sistema (Arroyo i Iruela-Arispe, 2010; Franco i sar., 2013). Interakcije izmedu
susednih endotelnih c¢elija se ostvaruju preko tri tipa veza: adherentne veze (eng. adherens
Jjunctions, Al), komunikacijske pukotinaste veze (eng. gap junctions, GJ) 1 ¢vrste veze (eng. tight
junctions, TJ). U meducelijskom prostoru su takode eksprimirani 1 receptori poput molekula
endotelnih ¢elija za vezivanje trombocita-1 (eng. platelet endothelial cell adhesion molecule 1,
PECAM-1) (pregledni rad Sluiter 1 sar., 2021). GJ ¢ine transmembranski polukanali koneksoni, koji
omogucavaju direktnu komunikaciju izmedu endotelnih ¢elija, koja se obavlja razmenom jona i
malih signalnih molekula (pregledni rad Sluiter 1 sar., 2021). AJ su uglavnom sacinjene od
kadherina i daju mehani¢ku ¢vrstinu meducelijskim vezama (pregledni rad Sluiter i sar., 2021), dok
TJ grade transmembranski proteini okludin, klaudin, spektrin, cingulin 1 spojni adhezivni molekuli
(eng. junctional adhesion molecules, JAM) (Alexander i Elrod, 2002; pregledni rad Sluiter i sar.,
2021). TJ se nalaze pri vrhu celije i kompletno je okruzuju, a predstavljaju mesto spajanja
membrana susednih éelija. Cvrste veze omoguéavaju endotelu da funkcionise kao snazna barijera
izmedu cirkulacije 1 okolnog tkiva koja strogo reguliSe paracelijsku propustljivost (Fisher, 2008;
pregledni rad Sluiter 1 sar., 2021). Naime, TJ kontroliSu paracelijsku propustljivost endotela na taj
nacin $to ucestvuju u regulaciji difuzije tecnosti, jona 1 malih proteina iz krvne plazme, kao 1
prolaska imunskih ¢elija poput leukocita, neutrofila i limfocita, te predstavljaju svojevrsnu barijeru
u krvnom sudu. Pored toga, TJ ucestvuju 1 u polarnosti Celije jer formiraju barijeru koja sprecava
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difuziju apikalnih i bazolateralnih membranskih proteina i lipida (Cong i Kong, 2020). TJ su
pomocu proteina skele (eng. scaffold proteins), kao $to su zonnula occludens (ZO) 1, 2 1 3, ¢vrsto
vezani medusobno, ali i za proteine citoskeleta (Alexander i Elrod, 2002; Cejkova i sar., 2016). S
tim u vezi, pokazano je da protein ZO-1 interaguje sa domenima na C kraju okludina i klaudina i sa
globularnim regionom na N kraju cingulina (slika 1.3). Pored toga, domen okludina koji vezuje
proteine ZO je takode potreban za pravilnu lokalizaciju okludina u TJ, $to ukazuje na to da proteini
70 sluze kao ,,skela” za organizaciju TJ, odnosno predstavljaju regulatorne proteine ovih veza.
Pored toga, proteini ZO imaju glavnu ulogu u povezivanju TJ sa citoskeletom, pre svega sa F-
aktinom (Solar 1 sar., 2020).
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Slika 1.3. Sematski prikaz molekulske strukture Gvrstih i adherentnih meduéelijskih veza. AJ — adherentne
veze; JAM — spojni adhezivni molekuli; PECAM-1 — molekul endotelnih ¢elija koji vezuje trombocite-1; TJ
— ¢vrste veze; ZO — zonnula occludens. Preuzeto uz modifikacije iz Cerutti i Ridley (2017).

Povreda endotela, odnosno prekid u jednosloju endotelnih celija, moze da dovede do
poremecaja u funkcionisanju 1 integritetu ove barijere. SreCom, endotelne ¢elije su veoma pokretne i
imaju snazan potencijal za migraciju (Franco i sar., 2013). Endotel nije stati¢an jednosloj, nego
veoma dinamic¢no tkivo sa konstantnim celijskim pokretima pomocu kojih se tkivo remodeluje.
Razlog za to je konstantna potreba za prilagodavanjem potrebama krvi i tkiva koja okruzuju
endotelni jednosloj (Arroyo i Iruela-Arispe, 2010). Tako, u slu¢aju povrede, endotelne celije
reaguju na prekide u jednosloju i migriraju u nepopunjene prostore. Endotelne ¢elije interaguju sa
komponentama ECM i na taj nadin strogo kontrolidu proces saniranja povreda. Stavise, endotelne
¢elije sintetiSu enzime koji remodeluju ECM koji se zovu matriksne metaloproteinaze (MMP), §to
omogucava migraciju endotelnih ¢elija 1 saniranje povrede (Arroyo 1 Iruela-Arispe, 2010).



1.1.3. Uloga ¢elijskih adhezivnih molekula u fizioloSkom odgovoru endotelnih ¢elija na
inflamaciju

Jos jedna od mnogih funkcija endotela je njegova uloga u mehanizmima reparacije u
slucajevima ostecenja okolnog tkiva i infekcije (Tesfamariam, 2016; Cerutti i Ridley, 2017). Takve
promene u tkivu pokrecu niz fizioloSkih promena u endotelnim c¢elijama Sto dalje pokrece
vezivanje, a potom i transendotelnu migraciju makrofaga i monocita u subendotelni prostor (Cerutti
i Ridley, 2017). Naime, endotelne celije reaguju na promene u okolnom tkivu i aktiviraju se.
Postoje dva tipa aktivacije endotela. Tip 1 je brza aktivacija endotela, pri kojoj endotelne ¢elije
reaguju na inflamacijske stimuluse tako $to na svojoj povrsini brzo eksprimiraju ranije sintetisane
adhezivne molekule, te je ovaj proces nezavisan od sinteze proteina (Nourshargh i Alon, 2014). P-
selektin 1 E-selektin, meducelijski adhezivni molekul-1 (eng. intercellular adhesion molecule-1,
ICAM-1) i molekul adhezije vaskularnih ¢elija-1 (eng. vascular cell adhesion molecule 1, VCAM-
1) su proteini iz grupe ¢elijskih adhezivnih molekula (eng. cellular adhesion molecules, CAM) koji
se eksprimiraju na povrsini endotelnih ¢éelija i zasluzni su za vezivanje leukocita (Gurevich i sar.,
2021). Promene u rigidnosti tkiva, u protoku krvi, prisustvo proinflamacijskih hemokina i citokina i
mnogi drugi stimulusi iz krvi takode mogu da izazovu povecan nivo ekspresije ovih molekula
(Cerutti 1 Ridley, 2017). Proinflamacijski faktori poput citokina, posebno TNF-a, i hemokina takode
indukuju i tip 2 aktivacije endotela koji predstavlja sporiju reakciju koja traje nekoliko ¢asova. Tip
2 predstavlja aktivaciju plejotropnih transkripcionih faktora i de novo transkripciju gena koji
kodiraju molekule odgovorne za vezivanje i migraciju leukocita (Nourshargh i Alon, 2014).

Prvi korak u vezivanju leukocita predstavljaju slabe i prolazne adhezivne interakcije sa
endotelom u blizini tkiva pod inflamacijom. Nakon toga sledi ¢vrsto vezivanje leukocita za zid
krvnog suda, jaCanje adhezije, puzanje leukocita, i na kraju njihova migracija izmedu endotelnih
¢elija u subendotelni prostor (tzv. ekstravazacija). Ovi sukcesivni koraci se medusobno nadovezuju
i svaki je preduslov za naredni. Svi su uslovljeni prisustvom ve¢ navedenih adhezivnih molekula i
selektina na povrSini endotela (Nourshargh 1 Alon, 2014). Transendotelna migracija
monocita/leukocita je veoma vazan mehanizam odbrane u sluc¢aju inflamacije i povrede tkiva. Ovaj
proces je strogo kontrolisan i krajnje neophodan za odrzavanje optimalne fiziologije tkiva (slika
1.4).
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Slika 1.4. Sematski prikaz kaskade vezivanja leukocita za zid krvnog suda. CD99 — glikoprotein sa jednim
lancem, tip 1; CXCLI1, 2 ili 3 — pripadnici CXCL familije hemokina; ESAM — molekul adhezije koji
selektuje endotelne celije; ICAM-1 — meducelijski adhezivni molekul-1; ICAM-2 — meducelijski adhezivni
molekul-2; IL-1p — interleukin 1B; JAM — spojni adhezivni molekuli; LPS — lipopolisaharidi; oksi-LDL —
oksidovani lipoproteini male gustine; PECAM-1 — molekul endotelnih ¢éelija koji vezuje trombocite-1; TNF-
a — faktor nekroze tumora o; VCAM-1 — molekul adhezije vaskularnih ¢elija-1; VE-kadherin — vaskularni
endotelni kadherin. Preuzeto uz modifikacije iz Patten i Shetty (2018).

5



1.1.4. Angiogeneza u fizioloSkim uslovima

Neovaskularizacija je pojava stvaranja novog krvnog suda koja se deSava u raznim
fizioloskim procesima kao S§to su embriogeneza i promene u endometrijumu tokom menstrualnog
ciklusa, ali 1 u patofizioloskim uslovima poput ishemije, inflamacije, zarastanja rana, hipertrofije
tkiva, rasta tumora, ateroskleroze i dr. (Felmeden i sar., 2003; Simons, 2005). Postoje tri tipa
neovaskularizacije: angiogeneza, vaskulogeneza i arteriogeneza (Simons, 2005). Angiogeneza
podrazumeva proces formiranja novih krvnih sudova od postojecih (,,pupljenje”) i za posledicu ima
uvecanje protoka krvi 2-3 puta. Arteriogeneza predstavlja de novo formiranje ili remodelovanje
postojecih arterija (slika 1.5). Tokom ovog procesa dolazi do brze proliferacije celija iz veé
postoje¢ih kolateralnih krvnih sudova. Kao rezultat arteriogeneze protok krvi se uveéava 20-30
puta. Vaskulogeneza podrazumeva de novo formiranje ili remodelovanje postojecih krvnih sudova
od strane cirkuliSu¢ih vaskularnih progenitorskih ¢elija (Felmeden i sar., 2003). Funkcijski znacaj
ovog tipa neovaskularizacije je nepoznat.

Angiogeneza je jedan od klju¢nih mehanizama u mnogim fizioloSkim i patofizioloskim
procesima (Felmeden i sar., 2003; Simons, 2005; Lamalice i sar., 2007). Angiogeneza se normalno
javlja tokom embrionalnog razvoja, menstrualnog ciklusa i formiranja placente nakon oplodnje,
tokom zarastanja rana, zarastanja i rasta kostiju i kose (Carmeliet i sar., 2003; Stegen i sar., 2015).
U fizioloskim uslovima angiogeneza je izbalansirana 1 strogo kontrolisana od strane proangiogenih 1
antiangiogenih faktora (Hu i sar., 2015). U proangiogene faktore se svrstavaju vaskularni endotelni
faktor rasta (eng. vascular endothelial growth factor, VEGF), TNF-a, angiogenin, epidermni faktor
rasta (eng. epidermal growth factor, EGF), estrogeni, prostaglandini, faktor stimulacije kolonije
granulocita (eng. granulocyte-colony stimulating factor, G-CSF) i drugi, dok se u inhibitore
angiogeneze ubrajaju angiostatin, endostatin, kalretikulin, trombospondin-1, tkivni inhibitori
metaloproteinaza, interleukini, interferoni i prostaglandini (Tonini i sar., 2003). Procesom
angiogeneze se stvaraju kapilari, dok je u nekim slucajevima zabelezeno i stvaranje vecih krvnih
sudova (Felmeden i sar., 2003; Simons, 2005).

@
Q

Degradacija bazalne membrane

Vaskularna permeabilnost

= =) ‘ =)
Stabilni krvni sud = = =

=1 = C

Migracija i proliferacija

Morfogeneza - formiranje tuba E

Slika 1.5. Sematski prikaz angiogeneze u fizioloskim uslovima. Poveéanje permeabilnosti krvnog suda (A),
omogucava ekstravazaciju proteina plazme (B). Matriksne metaloproteinaze (simbolicno prikazane
makazama) degradiraju komponente vancelijskog matriksa, $to dovodi do oslobadanja faktora rasta (C).
Endotelne ¢elije migriraju i proliferiSu (D), a zatim podlezu morfogenezi i formiranju tuba sa centralnim
lumenom (E). Preuzeto uz modifikacije iz Montemagno i Pagés (2020).



Rast novih krvnih sudova moze biti pokrenut u uslovima hipoksije, koja kod sisara
predstavlja jedan od najznacajnijih stimulusa za angiogenezu (Simons, 2005; pregledni rad Camaré
1 sar., 2017). U uslovima hipoksije aktivira se faktor indukovan hipoksijom-la (eng. hypoxia-
inducible factor-1a, HIF-10a) koji dalje aktivira transkripcione faktore za gene koji kodiraju VEGF 1
njegove receptore tipa-1 (VEGFR-1, kodiran genom FLTI) i tipa-2 (VEGFR-2, kodiran genom
KDR). Ovi receptori, eksprimirani na povrSini endotelnih celija, stimuliSu celijsku migraciju,
mitogenezu, diferencijaciju endotelnih ¢elija, vaskularnu propustljivost i organizaciju krvnog suda,
Sto indukuje angiogenezu (Felmeden i sar., 2003; Simons, 2005). Pored toga, VEGF indukuje
sintezu NO u endotelnim ¢elijama tokom angiogeneze koji takode stimuliSe stvaranje novog krvnog
suda (Felmeden i sar., 2003).

Adhezija 1 migracija ¢elija kroz ECM su neizostavni odgovori endotelnih ¢elija tokom
angiogeneze i o¢uvanja integriteta okolnog tkiva (Malinin 1 sar., 2012). Ovi procesi omogucéavaju
¢eliji da se veze za ECM 1 ucestvuje u Celijskoj signalizaciji (Reinhart-King, 2008). Molekuli koji
pripadaju grupi receptora odgovornih za adheziju ¢elija za ECM nazivaju se integrini. U pitanju su
glikoproteini heterodimerne strukture koji se formiraju nekovalentnim vezama izmedu o 1 B
subjedinice (Barczyk i sar., 2010). Kod visih sisara je opisano 18 o i 8 B subjedinica koje se spajaju
u viSe od 24 razlicitih heterodimera. Integrini su podeljeni prema vancelijskom supstratu za koji se
vezuju, pa se tako dele na receptore za: fibronektin (04p1, aSB1), kolagen (alB1, a2p1), laminin
(a3B1, a6B1 1 a6p4), ostepontin (a9B1) 1 vitronektin (avB3 1 avB5). U procesu migracije endotelnih
¢elija 1 angiogeneze su kljuéni integrini avp3, avp5, alfl, a2B1, 4Pl i a5P1 koji omoguéavaju
¢elijsku adheziju za bazalnu membranu. Pokazano je da je njihova ekspresija povecana tokom
procesa angiogeneze (Silva i sar., 2008).

1.2. Endotelna disfunkcija i ateroskleroza

Kao $to je prethodno opisano, endotelne ¢elije u uslovima povrede ili inflamacije aktiviraju
kompleksne mehanizme odbrane i oporavka tkiva. Kada dode do oStecenja krvnog suda, susedne
¢elije se aktiviraju u regeneraciji ostecenog tkiva (Clowes, 2006). Uzroci oStecenja krvnih sudova
su mnogobrojni, ali je zapaZeno da intenzitet odgovora krvnog suda na oStecenje pretezno zavisi od
tezine povrede 1 od toga da li se povreda ponavlja (Clowes, 2006). Akutni odgovor na povredu,
odnosno stimulacija endotela je brza, ograni¢enog je trajanja i obi¢no ne uzrokuje trajne funkcijske
1 morfoloSke promene (Gimbrone i Garcia-Cardefia, 2016). Ipak, ovakva endotelna aktivacija u
okolnostima kao §to su oksidativni stres, inflamacija, akutna infekcija, trovanje i dr. moZe da bude
okida¢ za endotelnu disfunkciju. Endotelna disfunkcija predstavlja prvi korak u nastanku
ateroskleroze koji se odlikuje gubitkom funkcija specifi¢nih za intaktni endotel, a podrazumeva
povecanu sintezu 1 sekreciju citokina, hemokina, ekspresiju CAM za leukocite i trombocite,
povecanu propustljivost endotela, kao i vazokonstrikciju krvnih sudova (Deanfield i sar., 2007;
Poredos 1 sar., 2021; Ivnitsky 1 sar., 2023). U slu¢ajevima kada dolazi do nepovratnog gubitka
integriteta 1 funkcije endotela, ove promene izazivaju orkestriranu akutnu ili hroni¢nu inflamaciju
(Gimbrone 1 Garcia-Cardena, 2016). Posledi¢no moze do¢i do nepovratnih promena u odnosu na
normalan funkcijski fenotip endotelnih ¢elija, Sto dalje utice na regulaciju hemostaze, lokalnog
vaskularnog tonusa i redoks balansa, na vaskularno remodelovanje, vazokonstrikciju 1 trombozu
(Hadi 1 sar., 2005; Gimbrone i Garcia-Cardefia, 2016).

Osnovni koraci u nastanku endotelne disfunkcije ukljuc¢uju povecanu ekspresiju CAM na
povrsini endotelnih ¢elija kao odgovor na aktivaciju ¢elija od strane citokina i drugih stimulusa, §to
za posledicu dalje ima povecan afinitet leukocita za povrSinu endotela, naruSenu endotelnu barijeru
1 povecan prolaz leukocita u subendotelni prostor, zatim povecan vaskularni miSi¢ni tonus usled
smanjene produkcije vazodilatacijskih molekula poput NO 1 povecane produkcije
vazokonstrikcijskih supstanci, a povecava se i moguénost za stvaranje tromba (Bonetti i sar., 2003;
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Steyers 1 Miller, 2014). Ovi procesi se smatraju klju¢nim koracima u patogenezi ateroskleroze
(Ross, 1999; Davignon i Ganz, 2004).

Ateroskleroza je sistemsko zapaljenje velikih krvnih sudova i u osnovi je veline
kardiovaskularnih bolesti (KVB), zbog Cega je godinama unazad vodeci uzrok bolesti 1 smrtnih
ishoda u industrijski razvijenim drzavama (Gimbrone i Garcia-Cardefia, 2013; Steinl i Kaufmann,
2015). Aterosklerotsko formiranje plaka, odnosno zadebljanje zida krvnog suda usled povrede 1
inflamacije, godiSnje odnese najviSe zZivota na globalnom nivou (Johnson, 2017). Ateroskleroza
moze da se pojavi u ranom zivotnom dobu i da se razvija dugi niz godina, decenijama, tiho, bez
ispoljavanja simptoma (Getz i Reardon, 2012; Steinl i Kaufmann, 2015). Upravo disfunkcionalni
endotel inicira razvoj aterosklerotskih promena u krvnom sudu, koje na kraju dovode do formiranja
fibromuskularnog plaka i posledicno do suzavanja lumena krvnog suda, uzrokujuéi otezan protok
krvi 1 simptome ishemije tkiva (Gimbrone i Garcia-Cardena, 2016). U slucaju nestabilnog plaka,
njegovo pucanje aktivira procese agregacije trombocita i koagulaciju, S$to indukuje formiranje
tromba koji moze da dovede do konacnih ishoda poput infarkta miokarda, cerebrovaskularnih
ostecenja i bolesti perifernih krvnih sudova (Poston, 2019).

Aterosklerozu odlikuje kaskada dogadaja medu kojima se isticu endotelna disfunkcija,
oksidacija holesterola vezanog za lipoproteine male gustine (eng. low density lipoprotein, LDL),
inflamacija i proliferacija glatkih misi¢nih ¢elija (El Hadri i sar., 2022). Navedeni dogadaji uti¢u na
stvaranje aterosklerotskih plakova u krvnim sudovima koji, Sto se viSe razvijaju, dalje vode ka sve
ozbiljnijim kardiovaskularnim smetnjama, a vremenom ka oStec¢enjima i komplikacijama (Steinl i
Kaufmann, 2015). Mnoge ¢elije su ukljuene u proces ateroskleroze — endotelne ¢elije, limfociti,
makrofagi, dendritske ¢elije i glatke miSiéne Celije krvnog suda (Zhu i sar., 2018). Jedan od vaznijih
uzroka povrede krvnog suda je povecana koncentracija LDL u krvi i njthova akumulacija u
neointimi, u novoformiranom sloju krvnog suda ispod endotelnog jednosloja (slika 1.6). Naime,
osteCenje endotela, turbulentan protok krvi i poremecaji u metabolizmu lipida, odnosno
hiperlipidemija, posledicno dovode do akumulacije lipida u subendotelnom prostoru i do
inflamacijskih promena na nivou endotela (Zhu 1 sar., 2018). LDL se potom oksidise do oksi-LDL,
Sto vodi ka aktivaciji endotela. Akumulirani LDL, osim $to naruSava integritet endotela, takode
vezuje 1 akumulira makrofage. Dalja oksidacija LDL se deSava usled visoke koncentracije ROS
poreklom iz glatkih miSiénih, endotelnih 1 inflamacijskih ¢elija (Newby, 2000). Osim oksi-LDL, na
aktivaciju endotela uticu i svi faktori koji povecavaju oksidativni stres u krvnom sudu, poput
poviSenog krvnog pritiska, dijabetesa, pusSenja cigareta 1 dr. (Jaipersad i sar., 2014; Steinl 1
Kaufmann, 2015). Oksidativni stres u endotelnim ¢elijama dovodi do povecane ekspresije CAM
poput VCAM-1, ICAM-1, MCP-1, E-selektina, P-selektina 1 drugih inflamacijskih faktora
(Jaipersad 1 sar., 2014; Steinl 1 Kaufmann, 2015) koji privlace monocite i limfocite, ¢ime zapocinje
inflamacijski proces (slika 1.6). Naime, posredstvom navedenih CAM se monociti vezuju za
endotelne ¢elije. Nakon toga, sledi valjanje monocita po povrsini endotela, zaustavljanje, puzanje i
na kraju njihova ekstravazacija, odnosno njihov prolazak kroz monosloj endotela (Woollard i
Geissmann, 2010). Kada produ kroz endotelnu barijeru i migriraju u subendotelni prostor, odnosno
u novonastali sloj neointime, monociti se diferenciraju u makrofage. Makrofagi zatim putem svojih
receptora vezuju preostale oksi-LDL, Sto dovodi do transformacije monocita u penaste celije. Ovaj
proces dodatno pojacava aktivaciju endotela, ali se takode regrutuju i leukociti pomo¢u TNF-a koga
makrofagi sekretuju (Steinl 1 Kaufmann, 2015; Zhu 1 sar., 2018). Dalje dolazi do rasta 1 razvoja
aterosklerotskog plaka preko aktivacije novih monocita, ali i ukljucivanja drugih tipova celija,
poput glatkih miSi¢nih ¢elija krvnog suda. Povecanje zapremine fibromuskularnog plaka izaziva
lokalnu hipoksiju, zbog cega se pokrec¢e proces neovaskularizacije (slika 1.6). Sa druge strane,
inflamacija endotela, osim monocita i drugih leukocita, takode stimuliSe aktivaciju i akumulaciju
trombocita (Steinl i Kaufmann, 2015). Naime, pri oSte¢enju endotela, trombociti u krvi bivaju
izlozeni vWF poreklom iz oSte¢enih endotelnih ¢elija §to dovodi do njihovog vezivanja za povrSinu
plaka (Poston, 2019). Trombociti zakaceni za mesto povrede krvnog suda oslobadaju faktor rasta
poreklom iz trombocita (eng. platelet-derived growth factor, PDGF) koji predstavlja i mitogen i
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hemoatraktant za glatke miSi¢ne Celije. Pored toga Sto stimuliSe deobu, hiperplaziju i migraciju ovih
¢elija na mesto povrede, PDGF dodatno indukuje sekreciju proteina koji ulaze u sastav ECM
(Newby, 2000). Ovim procesima se favorizuje patoloSko vaskularno remodelovanje, odnosno
nagomilavanje ECM i formiranje aterosklerotskog plaka (Chistiakov i sar., 2015).

Penaste ¢elije dodatno pogorsavaju stanje aterosklerotskog plaka na taj nacin $to sekretuju
citokine, faktore rasta, ROS, MMP i dr. Time se ubrzava proces remodelovanja tkiva $to neizbezno
vodi ka destabilizaciji i pucanju plaka (De Leon i sar., 2015). Pored toga, penaste ¢elije viemenom
ulaze u proces apoptoze, u unutrasnjosti plaka se nagomilavaju lipidi i ¢elijski ostaci 1 formira se
nekrotska lipidna srz (slika 1.6). Pri pucanju plaka, elastin, kolagen, tkivni faktori i drugi molekuli
ECM Kkatalizuju proces tromboze (Steinl i Kaufmann, 2015). Krajnja posledica ateroskleroze je
formiranje tromba i1 zaCepljenje krvnog suda (Gimbrone i Garcia-Cardefia, 2016). Paradoks u
procesu formiranja tromba predstavlja dvojaka uloga MMP u poodmaklim stadijumima
ateroskleroze. Naime, MMP vrSe proteoliticCku degradaciju komponenti ECM endotela ¢ime
stimuliSu rast 1 migraciju glatkih misiénih ¢elija, odnosno doprinose daljem razvoju plaka. Sa druge
strane, upravo degradacija ECM omogucava dodatnu akumulaciju makrofaga, odnosno debljanje
plaka, a samim tim 1 njegovu destabilizaciju i pucanje (Johnson, 2017).
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Slika 1.6. Proces nastanka i razvoja ateroskleroze. ICAM-1 — meducelijski adhezivni molekul-1; IL —
interleukin; LDL — lipoproteini male gustine; MCP-1 — protein hemoatraktant za monocite-1; MMP —
matriksna metaloproteinaza; ROS — reaktivne vrste kiseonika; TGF-f — transformiSud¢i faktor rasta-f;
VCAM-1 — molekul adhezije vaskularnih ¢elija-1. Preuzeto iz Wilck i Ludwig (2014).

1.2.1. Uloga azot-monoksida u endotelnoj disfunkciji i aterosklerozi

Smatra se da je u osnovi endotelne disfunkcije gubitak vazoprotektivnog efekta NO usled

pojave oksidativnog stresa u endotelnim celijama koji snizava nivo NO. Promene u stvaranju i

bioraspolozivosti NO se dovode u vezu sa vaskularnim poremecajima poput hipertenzije i

ateroskleroze (Zhao 1 sar., 2015). Uzroci deficita NO mogu biti njegova transformacija u druge

oblike i prestanak sinteze NO u endotelu. Gubitak raspolozivog NO je prisutan u inflamaciji gde se
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NO trosi tako S§to reaguje sa ROS koje nastaju enzimskim delovanjem
nikotinamidadenindinukleotid-fosfat (NADPH) oksidaza u stanju oksidativnog stresa. Posebno je
vazno reagovanje NO sa superoksid anjon radikalom (O2*"), pri ¢emu nastaju peroksinitritni anjoni
(ONOO") koji uzrokuju nitraciju, oksidativna oStecenja i S-nitrozilaciju molekula DNK, lipida i
proteina (Forstermann 1 Sessa, 2012; Cyr 1 sar., 2020). Pored toga, efekat ONOO™ se ogleda i u
tome Sto predstavlja medijator u oksidaciji LDL, ¢ime pojacava proaterogenu ulogu lipoproteina.
Pored toga, ONOO™ ucestvuje 1 u oksidaciji tetrahidrobiopterina (BH4) koji je vazan kofaktor u
sintezi NO, ¢ime dolazi do promene u aktivnosti eNOS, enzima odgovornog za sintezu NO u
endotelnim cCelijama, i posledicnog razdvajanja na monomere (eng. uncoupling) (Endemann i
Schiffrin, 2004). Ukoliko se dimer eNOS razdvoji na dva monomera, nastali enzimski monomer
dobija funkciju slabe NADPH oksidaze, te umesto NO produkuje O2°*". Time se, osim §to se
smanjuje sinteza NO i njegovo protektivno delovanje u vaskulaturi, takode dodatno nakupljaju
ROS. Sintetisani O,*" ¢e dalje razdvajati dimere eNOS enzima, ¢ime se dodatno pospeSuje
inflamacija i degradacija endotela (Cyr i sar., 2020) usled oksidativnog stresa, §to posledi¢no vodi
ka oStec¢enju endotelnih ¢elija 1 pojavi endotelne disfunkcije (Forstermann i Miinzel, 2006) (slika

1.7).
Funkcionalni endotel Endotelna disfunkcija
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Slika 1.7. Sematski prikaz uloge endotelne azot-monoksid sintaze, azot-monoksida i reaktivnih vrsta
kiseonika u oCuvanju normalne funkcije endotela, kao i nastanku endotelne disfunkcije. eNOS — endotelna
azot-monoksid sintaza; NADPH — nikotinamidadenindinukleotid-fosfat; NO — azot-monoksid; ONOO™ —
peroksinitrit; 02 — superoksid anjon radikal; ROS — reaktivne vrste kiseonika. Preuzeto uz modifikacije iz
Dawoud i Malinski (2018).

ROS imaju izuzetnu ulogu u fiziologiji i patofiziologiji endotela. Naime, aktivacija endotela,
izmedu ostalog, podrazumeva iskljuivanje zastitnih funkcija NO 1 prelazak na redoks signalne
procese, odnosno pojacanu sintezu ROS. O2* u prisustvu enzima superoksid dismutaze gradi
vodonik peroksid koji lako difunduje kroz Celiju 1 reaguje sa ostacima cisteina proteina. ROS su
odgovorne za fosforilaciju transkripcionih faktora, remodelovanje hromatinske strukture, aktivaciju
transkripcije, aktivaciju proteaza i dr. Kao Sto je reCeno, razdvojeni monomeri eNOS pospesuju
sintezu ROS. Aktivacija endotela i prelazak na redoks signalnu regulaciju predstavlja fizioloSku
pojavu u odbrani od patogena. Medutim, hroni¢na produkcija ROS moze da premasi celijske
antioksidativne mehanizme, Sto doprinosi konstantnoj aktivaciji endotela i posledi¢no vaskularnim
bolestima. Stetna aktivacija endotela moze biti posledica prirode, trajanja, intenziteta ili
kombinacije proinflamacijskih stimulusa, hipoksije ili hroni¢nih oboljenja poput dijabetesa tipa 2.
Aktivacija signalnih puteva posredovanih ROS moze biti pokrenuta akumulacijom LDL,
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delovanjem inflamacijskih citokina 1 faktora rasta, kao i1 interakcijom endotela sa leukocitima. U
svakom slucaju, hroni¢na interakcija ROS i NO predstavlja zacarani krug koji vodi ka daljoj
aktivaciji endotela, inflamaciji, a moze da dovede i do ozbiljnih posledica poput aterogeneze 1
klini¢kih oboljenja (Deanfield i sar., 2007).

Pored toga, smanjeni nivo NO u endotelnim ¢elijama moze da aktivira MMP, konkretno
MMP-2 i MMP-9. Usled povecane aktivnosti ovih enzima degradiraju se komponente ECM, ali
takode 1 fibrozna kapa u uznapredovalom stadijumu ateroskleroze, Sto uzrokuje pucanje
aterosklerotskog plaka (Endemann i Schiffrin, 2004). Kao Sto je ranije naglaseno, u slucaju
nestabilnog plaka, njegova ruptura i oslobadanje u cirkulaciju aktivira proces agregacije trombocita
1 koagulaciju, $to dovodi do formiranja tromba, koji dovodi do zaCepljenja koronarnih 1 cerebralnih
krvnih sudova i moze da izazove infarkt miokarda ili mozdani udar.

1.2.2. Uloga ¢vrstih meduéelijskih veza u endotelnoj disfunkciji i aterosklerozi

Poznato je da su veze izmedu endotelnih celija podlozne dinamickom remodelovanju kao
odgovor na brojne spoljasnje faktore i patoloska stanja, pa tako proinflamacijski faktori kao $to su
trombin, histamin i TNF-a povecavaju propustljivost, dok antiinflamacijski molekuli kao $to su
sfingozin 1-fosfat (eng. sphingosine I[-phosphate, S1P) i angiopoetin-1 smanjuju propustljivost
endotela (Cerutti i Ridley, 2017). Jedan od najznacajnijih koraka u aktivaciji endotelnih ¢elija je
upravo povecana permeabilnost endotela do koje dolazi usled promena u ekspresiji, distribuciji,
strukturi ili aktivaciji TJ izmedu endotelnih ¢elija. Brojni stimulusi (npr. neurotransmiteri, citokini,
toksini, lekovi, nanocestice i dr.) i patoloSka stanja (npr. ishemija, hipoksija, kao i prisustvo ROS,
proteolitickih enzima i dr.) mogu da uticu na integritet endotela na taj nacin $to: (i) poveéavaju ili
smanjuju nivo proteina koji ulaze u sastav TJ; (ii) utiCu na nepravilnu lokalizaciju molekula u
sastavu TJ; i (iii) fosforiliSu ili defosforiliSu proteine u sastavu TJ (Gonzales-Mariscal i sar., 2008).
NaruSavanje normalne arhitekture TJ za posledicu ima promene u propustljivosti endotelne barijere,
s obzirom na to da dolazi do povecanog prolaska tecnosti, makromolekula 1 ¢elija izmedu
endotelnih ¢elija u subendotelni prostor i dalje u tkiva, $to za posledicu ima naruSavanje vaskularne
homeostaze, 1 sledstvenog razvoja mnogih vaskularnih bolesti 1 patoloskih stanja (Cong 1 Kong,
2020). Kao S§to je napomenuto, patoloSko stanje koje se nalazi u osnovi mnogih KVB je
ateroskleroza, koja nastaje usled aktivacije 1 poremecaja normalne funkcije endotelnih ¢elija.

Cvrste meducelijske veze izgradene od transmembranskih proteina poput ZO-1 i okludina
omogucavaju endotelu da funkcioniSe kao snazna barijera izmedu cirkulacije 1 ostalih tkiva.
Medutim, povreda krvnog suda narusSava integritet ovih veza, Sto dalje vodi ka inflamaciji tkiva i
aktivaciji endotela (Fisher, 2008). Naime, bilo kakva promena u normalnoj fiziologiji krvnog suda
poput akumulacije oksi-LDL, prisustva patogena, oStecenja krvnog suda i poremecaja u krovotoku
dovodi do aktivacije endotela. To podrazumeva indukciju signalnog puta nukleusnog faktora-xB
(eng. nuclear factor-kappa B, NF-xB) 1 sintezu citokina poput TNF-o i MCP-1, §to posledi¢no vodi
ka povecanoj sintezi ICAM-1 1 VCAM-1, kao 1 povecanoj aktivnosti 1 redistribuciji JAM 1 drugih
adhezivnih molekula, ¢ime se naruSava integritet TJ (pregledni rad Sluiter i sar., 2021).
Kadherinske veze se takode naruSavaju ili potpuno raskidaju, kadherini se zatim internalizuju sa
membrane u citosol, a viemenom u citosolu i degradiraju. Posledica ovih usko povezanih procesa je
povecana vaskularna permeabilnost 1 povecana transendotelna migracija monocita (pregledni rad
Sluiter 1 sar., 2021), Sto dalje inicira kaskadu dogadaja koja je prethodno detaljno opisana u
poglavlju 1.2.
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1.2.3. Uloga €elijskih adhezivnih molekula u endotelnoj disfunkciji i aterosklerozi

U patofizioloskom odgovoru endotela aktiviraju se plejotropni transkripcioni faktori koji
pokre¢u ekspresiju gena koji kodiraju razne patofizioloSke efektorne proteine poput
prokoagulacijskih molekula kao §to su VCAM-1, ICAM-1 i E-selektin (Gimbrone i Garcia-
Cardena, 2016). Pored toga, ROS se sve vise nakupljaju u endotelnim celijama, $to dodatno
pospesuje hemoatrakciju i vezivanje putem aktiviranja MCP-1, ICAM-1 i VCAM-1 (Endemann i
Schiffrin, 2004). Navedeni proteini zajedno indukuju lokalni proinflamacijski fenotip endotela.

VCAM-1 predstavlja kljuéni element pomoéu koga vaskularni endotel reaguje na
inflamaciju 1 disbalans, §to prethodi procesu aterogeneze. Naime, VCAM-1 selektivno vezuje
limfocite 1 monocite zbog toga Sto oni eksprimiraju njemu kompatibilni receptor antigen-4.
Ekspresija VCAM-1 je indukovana upravo u endotelnim cCelijama usled naruSavanja integriteta
endotela, Sto prethodi ranom regrutovanju monocita u stvaranju aterosklerotskih lezija. Prostorna
ekspresija ovog proteina ukazuje na to da je najvise lokalizovan u regionima vaskularnog sistema
najpodloznijim formiranju lezija (Gimbrone i Garcia-Cardefia, 2016). ICAM-1 takode ucestvuje u
adheziji monocita tako $to vezuje B2 integrin ovih ¢éelija (Newby, 2000). Koncentracija oslobodenih
molekula VCAM-1 i ICAM-1 u plazmi je u koleraciji sa stadijumom oStec¢enja endotela, odnosno
kasnije sa veli¢inom lezija kod pacijenata sa aterosklerozom (Newby, 2000; Gimbrone 1 Garcia-
Cardefia, 2016). PECAM-1 takode doprinosi vezivanju ¢elija iz krvi i formiranju plaka (Fisher,
2008). Pored navedenih molekula adhezije, L-, P- i E-selektini i lektini C tipa takode ucestvuju u
privlacenju, adheziji i kotrljanju monocita, Sto prethodi transendotelnoj migraciji ovih celija u
subendotelni prostor (Cejkova i sar., 2016).

Svi navedeni aspekti odgovora disfunkcionalnog endotela na hroni¢nu inflamaciju vode ka
zadebljanju intime, odnosno stvaranju neointime, $to je jo$ jedan od klju¢nih koraka u nastanku
aterosklerotskih promena u krvnom sudu (Newby, 2000; Clowes, 2006).

1.2.4. Angiogeneza u aterosklerozi

Prekomerna angiogeneza se javlja u mnogim patoloskim stanjima kao Sto su rast, progresija
1 metastaza tumora (Hida 1 sar., 2018), ali 1 kod brojnih nemalignih oboljenja poput dijabetesa,
psorijaze, reumatoidnog artritisa, proliferativne retinopatije, sistemskog eritematoznog lupusa
(Carmeliet i sar., 2003; Felmeden 1 sar., 2003; Lee 1 sar., 2021), Sirenja adipoznog tkiva i nastanka
gojaznosti (Rutkowski 1 sar., 2009; Lemoine i sar., 2013) i dr. Sa druge strane, neadekvatan rast ili
odrzavanje integriteta krvnih sudova moZe dovesti do nastanka rana koje teSko zarastaju 1
ishemijskih bolesti poput infarkta miokarda i moZdanog udara (Kotlinowski 1 Jozkowicz, 2016).

U kardiovaskularnom sistemu nastanak novih krvnih sudova ima vaznu ulogu u restenozi
nakon angioplasticnog zahvata, inflamaciji u aterosklerotskim plakovima i hipertrofiji leve komore
usled kontinuiranog optere¢enja (Simons, 2005). Smatra se da angiogeneza u aterosklerotskom
plaku ima veliku ulogu u samom nastanku plaka, krvarenju unutar plaka, njegovoj destabilizaciji 1,
u krajnjem slu€aju, tromboembolijskim dogadajima (Moreno 1 sar., 2006; Parma 1 sar., 2017). Te
sumnje su potvrdila eksperimentalna istrazivanja na Zivotinjama. Studije na miSevima su ukazale na
to da angiogeneza moze da uzrokuje aterosklerozu. Takode je pokazano da VEGF stimulise
aterosklerozu kod miSeva i zeCeva, dok inhibitori angiogeneze usporavaju razvoj plaka kod miSeva i
svinja (pregledni radovi Khurana 1 sar., 2005; Camaré 1 sar., 2017). U prilog tome ide 1 €injenica da
u aterosklerotskom plaku dolazi do lokalne hipoksije usled inflamacije i zadebljanja intime.
Hipoksija 1 inflamacija stimuliSu angiogenezu iz vasa vasorum koji se nalaze u tunica adventitia,
¢ime se plak opskrbljuje hranljivim materijama i kiseonikom, i posledi¢no dalje razvija (pregledni
rad Camar¢ 1 sar., 2017). Moreno i saradnici (2006) su u svom preglednom radu izveli zakljucak da
se neovaskularizacija intime veoma retko deSava bez prethodnog prisustva ateroskleroze, Sto
ukazuje na to da se aterosklerotske promene prve javljaju 1 da one zatim pokrecu angiogenezu. Ipak,

12



autori su naveli da je studija na svinjama pokazala da je stvaranje novih krvnih sudova zapocelo pre
endotelne disfunkcije, $to ukazuje na to da angiogeneza potencijalno moze da ima vaznu ulogu u
ranom stadijumu aterogeneze. Nasuprot tome, stvaranje novih krvnih sudova moze da dovede i do
regresije plaka zbog odnoSenja lipoproteina iz intime u krvotok (Moreno i sar., 2006).

Uzro¢no-posledi¢ni odnos izmedu angiogeneze i ateroskleroze je u vecem broju studija
ispitivan na zivotinjskim modelima, dok je broj studija koje opisuju ove procese u organizmu
coveka ograniCen. Smatra se da u aterosklerozi kod ljudi angiogeneza potiCe iz tunica adventitia i
da je okidac za to gradijent VEGF, mada je uocena mogué¢nost da do angiogeneze dolazi i sa strane
lumena krvnog suda (Parma i sar., 2017). Upravo zbog toga je angiogeneza iz vasa vasorum
ispitivana u terapeutske svrhe. Naime, na miSevima je pokazano da antiproliferacijski 1
antiinflamacijski lekovi znafajno smanjuju neovaskularizaciju vasa vasorum 1 usporavaju
napredovanje aterosklerotskih lezija (Langheinrich i sar., 2009). Medutim, zaklju¢cima Parma i
saradnika (2017) ne ide u prilog ¢injenica da je nekoliko klinickih studija pokazalo da VEGF, kada
se primeni u svrhu lecenja ishemijske bolesti srca i bolesti perifernih arterija, predstavlja sasvim
bezbedan terapijski pristup bez ikakvih indikacija da pokrece ili pospeSuje razvoj ateroskleroze
(pregledni rad Khurana i sar., 2005).

Pored do sada opisanih klasi¢nih proangiogenih i antiangiogenih faktora, poslednjih godina
se pojavila ideja da razli¢ite hemikalije iz radnog i zivotnog okruzenja mogu da uti¢u na nastanak i
razvoj novih krvnih sudova, ¢ime doprinose brojnim patoloSkim stanjima povezanim sa
neovaskularizacijom. Tako je pokazano da nikotin, arsen, bisfenol A, dioksin, trimetiltin-hlorid,
perfluorooktansulfonska kiselina i druge hemikalije (pregledni rad Hu 1 sar., 2015), toksi¢ni metali
poput kadmijuma (Wei 1 sar, 2017) i olova (Machon-Grecka 1 sar., 2022), agonisti
arilhidrokarbonskog receptora (Tsai i sar., 2015) i polihlorovani bifenili (Kalkunte 1 sar., 2017)
mogu da stimulisu ili inhibiSu angiogenezu. Iako je mnogo truda ulozeno u ispitivanje angiogeneze
u kontekstu ateroskleroze, kako u Zivotinjskim modelima, tako i u klini¢kim studijama, ocigledna je
potreba za novim studijama. Pre svega, za sada se ne zna mnogo o efektima dugotrajnog izlaganja
razli¢itim hemikalijama iz radnog i Zivotnog okruzenja na angiogenezu u uslovima in vitro, te se
uocava jasna potreba za novim istraZzivanjima kako bi se ispitao uticaj ovakvog izlaganja na
sposobnost formiranja novih krvnih sudova §to moZe imati znacajne patofizioloske posledice.

1.3. Signalni mehanizmi u endotelnim ¢elijama
1.3.1. Signalni put fosfatidilinozitol 3-kinaze — protein kinaze B/Akt

Akt (protein kinaza B, PKB) 1 fosfatidilinozitol 3-kinaza (eng. phosphatidylinositol 3-
kinase, P13K) su kljuéni proteini koji ¢ine tzv. PI3K/Akt signalni put, ili kra¢e Akt signalni put. Akt
signalna kaskada se aktivira preko receptora sa aktivnoScu tirozin kinaze (eng. receptor tyrosine
kinase, RTK), integrina, TCR 1 BCR (receptora B 1 T limfocita), citokinskih receptora i1 drugih
receptora spregnutih sa proteinom G (eng. G protein-coupled receptors, GPCR) 1 dr. (Haynes i sar.,
2000; Hwang 1 sar., 2011; Hemmings 1 Restuccia, 2012). Vezivanje liganda za odgovarajuce
receptore na povrsini ¢elije dovodi do fosforilacije tirozinskih ostataka samih receptora ili njihovih
supstrata, za koje ,,pristaje” PI3K zahvaljuju¢i SH2 domenima (eng. Src Homolog 2) regulatorne
subjedinice p85. Aktivacijom katalitickog domena p110, PI3K prevodi fosfatidilinozitol (3,4)-
bifosfat (eng. phosphatidylinositol (3,4)-bisphosphate, PIP>) u fosfatidilinozitol (3,4,5)-trifosfat
(eng. phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate, PIP3), koji regrutuje serin/treonin kinazu Akt/PKB
u membranu gde je fosforiliSe kinaza zavisna od fosfoinozitida (eng. phosphoinositide-dependent
kinase-1, PDK-1) (Hemmings i Restuccia, 2012). Akt se fosforiliSe na dva klju¢na aminokiselinska
ostatka: Thr308 u tzv. T-petlji katalitickog centra 1 Ser473 u hidrofobnom delu na C kraju. Za
maksimalnu aktivaciju kinaze Akt neophodna je fosforilacija oba ostatka (Manning i Toker, 2017).
Ovako aktivirana Akt zatim fosforiliSe viSe od 100 razli¢itih proteina u celijama, te na taj nacin
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aktivira brojne nishodne ¢elijske odgovore, ukljucujuéi prezivljavanje, apoptozu, rast 1 proliferaciju
¢elija, adheziju i migraciju Celija, angiogenezu, kao i metabolizam. Ovaj signalni put je visoko
konzerviran u svim ¢elijama visih eukariota (Morello i sar., 2008).

Sisarske Celije karakteriSe ekspresija tri razli¢ite izoforme Akt: Aktl, Akt2 i Akt3, kodirane
razli¢itim genima. Za izoforme Akt znacajna su funkcijska preklapanja, jer delecije oba gena Akt/ i
Akt2 kod miSeva dovode do ozbiljnog zastoja rasta 1 do viSestrukih oSte¢enja u razvoju, koja dovode
do perinatalnog letaliteta (Peng i sar., 2003). Eksperimentima na miSevima kod kojih je genetickom
manipulacijom uklonjen gen koji kodira odredenu specificnu izoformu Akt (eng. Akt1, Akt2 1 Akt3
null mice) pokazano je da ove izoforme imaju razliCite fizioloske uloge i/ili su eksprimirane u
razli¢itim tipovima c¢elija (Somanath 1 sar., 2006). Signalizacija preko Akt u ¢elijama je regulisana
preko veceg broja razli¢itih mehanizama koji ¢esto podrazumevaju i interakciju (eng. cross-talk) sa
drugim signalnim putevima (pregledni rad Manning i Toker, 2017). Deregulacija signalnog puta
PI3K/Akt se dovodi u vezu sa Citavim nizom patoloskih stanja i bolesti kod ljudi, ukljucujuci
kancer, dijabetes, KVB, autoimunska 1 neuroloska oboljenja (pregledni rad Manning 1 Toker, 2017).
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Slika 1.8. Sematski prikaz signalnog puta fosfatidilinozitol 3-kinaze — protein kinaze B/Akt. Akt — protein
kinaza B; BCR — receptor B limfocita; GABAAR — receptor za y-aminobutirat, tip A; GPCR — receptor
spregnut sa proteinom G; PDK1 — kinaza zavisna od fosfoinozitida; PIP, — fosfatidilinozitol (3,4)-bifosfat;
PIP; — fosfatidilinozitol (3,4,5)-trifosfat; PI3K — fosfatidilinozitol 3-kinaza; RTK — receptor sa aktivnoscu
tirozin kinaze; TNF-o — faktor nekroze tumora a; VEGF — vaskularni endotelni faktor rasta. Preuzeto iz
Hemmings i Restuccia (2012).
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Kada su u pitanju KVB 1 vaskularne patologije, brojni dokazi ukazuju na vaznu ulogu koju
signalni put Akt ima u endotelnim ¢elijama, vaskularnim glatkim miSi¢nim ¢elijama i makrofagima.
Aktl je najznacajnija i najzastupljenija izoforma u endotelnim Celijama. Poznato je da aktivacija
Akt u endotelnim celijama zapocinje aktivacijom PI3K nizvodno od veceg broja receptora na
povrsini Celija kao §to su GPCR (npr. hemokinski receptori), RTK (npr. insulinski receptor i
receptor za VEGF), integrini i citokinski receptori (npr. receptor za TNF-a) (slika 1.8).

Pored uces¢a navedenih receptora u aktivaciji kaskade Akt, ovaj signalni put se u
endotelnim celijama aktivira pomoc¢u drugih stimulusa kao $to su PDGF, EGF, bazni faktor rasta
fibroblasta (eng. basic fibroblast growth factor, bFGF), S1P, faktor rasta slican insulinu-1 (eng.
insulin-like growth factor, IGF-1) ili hemodinamske sile krvotoka (Morello 1 sar., 2008). Vecina
ovih liganada se vezuje za odredeni receptor na povrsini endotelne ¢elije (najces¢e GPCR ili RTK),
dok hemodinamske promene detektuju mehanosenzorni receptori poput PECAMI1, VEGFR2, PAR1
(eng. proteinase-activated receptor 1, F2R), kadherina, integrina, laminina, jonskih kanala i dr.
(Loufrani i sar., 2008; Béguin i sar., 2020). Dodatno, neki inhibitori fosfataza takode aktiviraju Akt
(Alessi i sar., 1996), dok ROS aktiviraju Akt preko angiotenzina II (Ushio-Fukai i sar., 1999). Ovi
faktori reguliSu aktivnost Akt preko transkripcionih ili posttranslacionih mehanizama. Poznato je da
aktivacija Aktl preko VEGF stimuliSe proliferaciju, migraciju i prezivljavanje endotelnih ¢elija
(Chen 1 sar., 2005). Ova zapazanja su u skladu sa podatkom da je eNOS, koji je odgovoran za
kontrolu vaskularnog tona, supstrat za Aktl u endotelnim ¢elijama (Lee i sar., 2014a). Akt regulise
aktivnost eNOS preko fosforilacije ostatka Ser1177, §to dovodi do povecanog stvaranja NO 1
posledi¢ne relaksacije glatkih miSiénih ¢éelija, vazodilatacije i snizavanja krvnog pritiska. Ekspresija
aktivnog alela Aktl u endotelnim ¢elijama spre¢ava formiranje lezija u neointimi nakon povrede
arterijskog krvnog suda (Mukai i sar., 2006) i indukuje patolosku angiogenezu uz istovremeno
povecanje vaskularne permeabilnosti (Phung i sar.,, 2006). Kao S§to je ranije napomenuto,
angiogeneza je od izuzetne vaznosti za pojedine fizioloSke procese, pa tako ima ulogu tokom
embrionalnog razvoja i remodelovanja tkiva, ali je istovremeno od znacaja i u patoloskim stanjima
poput razvoja tumora. Za ¢elije tumora je karakteristi¢no da rastu i proliferiSu u uslovima smanjene
dostupnosti kiseonika 1 hranljivih materija, pa je stvaranje novih krvnih sudova od esencijalne
vaznosti za dalju progresiju tumora. Signalizacija preko proteina Akt u endotelnim celijama ima
vaznu ulogu u procesu angiogeneze. Akt se aktivira pod delovanjem VEGF, §to za posledicu ima
inhibiciju apoptoze i stimulaciju ¢elijskog rasta 1 prezivljavanja 1 posledi¢no stvaranje novih krvnih
sudova. Akt ucestvuje u procesu angiogeneze 1 preko stimulacije aktivnosti eNOS da proizvodi NO
u veéim koli¢inama, koji zatim stimuliSe vazodilataciju 1 vaskularno remodelovanje (Manning 1
Cantley, 2007).

1.3.2. Signalni put kinaza aktiviranih mitogenima

Familija protein kinaza aktiviranih mitogenima (eng. mitogen-activated protein kinases,
MAPK) ima visoko konzervirane funkcije u svim celijama eukariota. Kod sisara postoje Cetiri
glavne signalne kaskade MAPK: kinaze regulisane vancelijskim signalima 1 i 2 (eng. extracellular
signal-regulated protein kinases 1 and 2, ERK1/2), c-Jun N-terminalna kinaza (JNK), p38 MAPK i
ERKS/BMKI1 (Kyriakis 1 Avruch, 2001; Keshet 1 Seger, 2010). ERK1/2 uglavnom aktiviraju
razli¢iti mitogeni stimulusi poput faktora rasta i hormona, dok JNK 1 p38 u najveéoj meri aktiviraju
stresorni stimulusi, te se zbog toga Cesto nazivaju 1 stres kinaze (Kyriakis i Avruch, 2001). Druge
atipicne MAPK poput ERK3/4, NLK i ERK7 su istrazivane u manjoj meri (Coulombe i Meloche,
2007). Signalni put MAPK ucestvuje u regulaciji razli¢itih procesa, ukljuc¢ujuc¢i adheziju 1 migraciju
¢elija, progresiju kroz ¢elijski ciklus, preZivljavanje, diferencijaciju, metabolizam, proliferaciju i
transkripciju (Rubinfeld 1 Seger, 2005).
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Signalna kaskada ERK1/2 je jedan od najvaznijih i najviSe proucavanih signalnih puteva u
¢eliji (slika 1.9A). Predstavlja put prenosa informacija od receptora na povrsini ¢elije do DNK u
jedru, ¢ime je omogucena koordinacija i integracija odgovora na razli¢ite stimuluse. Ovi stimulusi
ukljucuju hormone, faktore rasta, citokine, ROS i dr. (Mebratu i Tesfaigzi, 2009; Plotnikov i sar.,
2011). Navedeni ligandi aktiviraju razliCite receptore na povrsini celija, poput RTK, koje
dimerizuju i1 unakrsno fosforiliSu tirozinske ostatke, za koje ,,pristaje” Grb2 (eng. growth factor
receptor-bound protein 2) zahvaljuju¢i svojim SH2 domenima i zatim regrutuje, posredstvom
svojih SH3 domena, izmenjiva¢ guaninskih nukleotida SOS (eng. son of sevenless). Izmenom
guaninskog nukleotida GDP za GTP aktivira se mali protein G Ras, koji zatim nizvodno aktivira
serin/treonin kinazu Raf ili MAPKKK, kinazu kinaze MAPK kinaze (MAPKK). Aktiviran Raf dalje
fosforiliSe serin/tirozin/treonin kinazu MAPK kinaze, odnosno MAPKK ili MEK1/2, a ona potom
MAPK, u ovom slucaju ERK1/2 (Mebratu i Tesfaigzi, 2009; Wortzel i Seger, 2011). Aktiviran
ERK1/2 fosforiliSe serinske ili treoninske ostatke nishodnih proteina, $to dovodi do njihove
aktivacije. Do sada je poznato nekoliko stotina razli€itih supstrata ERK1/2 poput drugih kinaza,
elemenata citoskeleta i transkripcionih faktora. Procenjeno je da je signalna kaskada ERK1/2
zaduzena za fosforilaciju vise od 500 razli¢itih proteina unutar celije (Wortzel i Seger, 2011).
Pojedini supstrati za kinazu ERK1/2 se nalaze u citosolu, dok se ostali fosforiliSu unutar jedra
(Zassadowski 1 sar., 2012). ERK1/2 u jedru fosforiliSe i aktivira ¢itav niz transkripcionih faktora,
poput mTOR, FoxO3, Nrf2, Elk-1, c-Fos, p53, AP-1, Ets1/2, CEBP, myc i c-Jun koji su vazni za
inicijaciju i regulaciju proliferacije, autofagije, oksidativnog stresa, onkogene transformacije i dr. Sa
druge strane, do sada je identifikovan i1 veliki broj citosolnih supstrata, ukljucujuéi fosfoprotein
fosfataze, RSK familiju protein kinaza, fosfodiesteraza cikli¢nih adenozin monofosfata (PDE4),
citosolnu fosfolipazu A», proteine u sastavu citoskeleta, proteine koji su ukljueni u proces
apoptoze, kao i regulatorne i signalne molekule (Yoon i Seger, 2006; Roskoski, 2012; Kong i sar.,
2019). ERK1/2 putem tih proteina poput drugih kinaza, elemenata citoskeleta i1 transkripcionih
faktora utice na Celijske procese poput apoptoze, autofagije, proliferacije, ¢elijski ciklus, rast i druge
(Kong i sar., 2019) (slika 1.9B).
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Slika 1.9. Sematski prikazi (A) signalnih puteva kinaze aktiviranih mitogenima ERK1/2 i (B) éelijskih
funkcija u kojima je uklju¢en ERK1/2 signalni put. AC — adenilil ciklaza; cAMP — cikli¢ni adenozin-
monofosfat; ERK1/2 — kinaza regulisana vanéelijskim signalima 1 i 2; GDP — guanozin-difosfat; Gi, Gq, Gs
— G proteini; GPCR — receptor spregnut sa proteinom G; GTP — guanozin-trifosfat; MEF2 — faktor pojac¢ivac
miocita 2; MEK1/2 — MAPKK, serin/tirozin/treonin kinaza MAPK kinaze; mTOR — meta rapamicina kod
sisara; NF-kB - nukleusni faktor-kB; p90RSK — ribozomalna S6 kinaza od 90 kDa; PI3K — fosfatidilinozitol
3-kinaza; PKA — protein kinaza A; PKC — protein kinaza C; Raf — MAPKKK, kinaza kinaze MAPK kinaze
(MAPKK); Ras — hidrolaza GTP; RTK — receptor sa aktivnoscu tirozin kinaze. Preuzeto uz modifikacije iz
Kong i saradnici (2019).
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S obzirom na to da signalni put ERK1/2 ima ulogu u proliferaciji, diferencijaciji i
prezivljavanju ¢elija, ne iznenaduje Cinjenica da je upravo deregulacija ovog signalnog puta Cesta u
razli¢itim malignim oboljenjima. Tako je potvrdeno da se promene u ¢elijskoj signalizaciji na nivou
kaskade ERK1/2 javljaju kod priblizno jedne trec¢ine svih humanih kancera (Dhillon i sar., 2007).
Pored kancera, deregulacija signalnog puta ERK1/2 je potvrdena i kod drugih patoloskih stanja, kao
S$to su Hantingtonova bolest (Bodai i Marsh, 2012), akutne i hroni¢ne bolesti bubrega (pregledni rad
Feliers 1 Kasinath, 2011), neurodegenerativna oboljenja poput Alchajmerove bolesti, Parkinsonove
bolesti i amiotrofne lateralne skleroze (Kim i Choi, 2010), kao i u razli¢itim stadijumima razvoja
KVB, poput hipertroficne kardiomiopatije, dilatacijske kardiomiopatije i povreda nastalih usled
ishemije/reperfuzije (pregledni rad Wang, 2007).
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Slika 1.10. Sematski prikaz signalnog puta vaskularnog endotelnog faktora rasta preko kog se u endotelnim
¢elijama aktivira signalizacija PI3K/Akt i ERK1/2 i posledi¢no endotelna azot-monoksid sintaza. Akt/PKB —
protein kinaza B; BK - bradikinin; B2R — bradikininski receptor B2; CaM — kalmodulin;, DAG —
diacilglicerol; eNOS — endotelna azot-monoksida sintaza; Erk — kinaza regulisana vancelijskim signalima;
FAK - fokalna protein kinaza povezana sa adhezijom; HSP27 — protein toplotnog Soka 27; IP3 — inozitol
(1,4,5)-trifosfat; MAPK — kinaza aktivirana mitogenima; NO — azot-monoksid; PKC — protein kinaza C;
PLC - fosfolipaza C; VEGF — vaskularni endotelni faktor rasta. Preuzeto uz modifikacije iz Valdés i
saradnici (2008).

Studijama na miSevima je pokazano da poremecaji u aktivaciji endotelnih celija pod
delovanjem razliCitih faktora rasta poput VEGF i bFGF dovode do smanjene aktivacije signalnog
puta MAPK/ERK 1 gubitka vaskularnog integriteta i propadanja krvnih sudova (Lee i sar., 2007,
Murakami 1 sar., 2008). VEGF je najznacajni faktor rasta koji ispoljava svoje delovanje na nivou
endotela (Ricard i sar., 2019). Vezivanje VEGF za VEGFR-2 dovodi do snaZzne aktivacije signalnog
puta ERK1/2 (slika 1.10), dok inhibicija VEGFR-2 signalizacije dovodi do gotovo potpune
supresije ERK1/2 i mortaliteta tokom ranog embrionalnog razvoja kod laboratorijskih Zivotinja
(Simons 1 sar., 2016). Izoforme ERK1 i ERK2 odlikuje preko 80% homologije u sekvenci
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aminokiselina, a obe izoforme su eksprimirane u endotelnim ¢elijama (Ricard i sar., 2019). Misevi
sa globalnom delecijom Erk/ su vijabilni, fertilni i nemaju odredeni vaskularni fenotip (Pages i sar.,
1999). Globalna delecija Erk2 dovodi do letalnog ishoda tokom embrionalnog razvoja usled ¢itavog
niza razvojnih defekata (Hatano i sar., 2003). Endotelno-specifi¢na delecija Erk2 kod miSeva koji
imaju globalni ErkI”~ genotip je takode letalna tokom embrionalnog razvoja usled narusene
proliferacije i migracije endotelnih ¢elija, Sto negativno utice na fiziolosku angiogenezu (Srinivasan
1 sar., 2009). Sa druge strane, vezivanjem estradiola (E2) za estrogenski receptor (ER) spregnut sa
proteinom G endotelnih Celija (eng. G-protein-coupled estrogen receptor, GPER) aktivira se
Src/PI3K/Akt signalni put. Aktivirana Akt sledstveno aktivira ERK, koja zajedno sa Akt fosforiliSe
ostatak Ser-1177 eNOS, dovodi do povecane sinteze NO koji ima zastitnu ulogu u endotelnim
¢elijama 1 krvnim sudovima (Wu i sar., 2011).

1.3.3. Signalni put endotelna azot-monoksid sintaza — azot-monoksid

Receno je ve¢ da je NO gas, slobodni radikal (Deanfield i sar., 2007) koji u razli¢itim
tipovima celija nastaje prilikom oksidacije L-arginina do L-citrulina uz uces¢e NOS. Postoje tri
izoforme NOS: neuronska NOS (nNOS), inducibilna NOS (iNOS) i endotelna NOS (eNOS). Sve tri
izoforme su kodirane od strane specificnih gena, pa je tako nNOS kodirana genom NOSI, iNOS
genom NOS2, dok je eNOS kodiran genom NOS3. nNOS je uglavnom eksprimirana u centralnom i
perifernom nervnom sistemu, iINOS je ukljuena u imunski odgovor 1 uglavnom eksprimirana u
makrofagima, dok se eNOS predominatno nalazi u vaskularnom endotelu (Mungrue i sar., 2003).

eNOS predstavlja homodimer. Spajanje dve monomerne jedinice u funkcionalni enzim je
regulisano prisustvom mnogih faktora poput kalmodulina (CaM), koga aktivira Ca®" (Dymkowska i
sar., 2019; Cyr 1 sar., 2020). Sa druge strane, vezivanje kofaktora je neophodno za pravilno
funkcionisanje svih NOS enzima. Kofaktori su O, NADPH (koji je ujedno i elektron donor),
flavinadenindinukleotid (FAD), flavinmononukleotid (FMN) i BH4 (Forstermann 1 Sessa, 2012; Cyr
1 sar., 2020).

Kao §to je ranije pomenuto, endotelne celije kontinuirano proizvode male, fizioloSke
koli¢ine NO, koji ima protektivnu antiinflamacijsku ulogu u vaskulaturi, dok se smanjeno stvaranje
NO javlja u razli¢itim patoloSkim stanjima i direktno je u vezi sa endotelnom disfunkcijom 1
vaskularnom inflamacijom (Steyers 1 Miller, 2014). Stvaranje NO u endotelnim c¢elijama pod
uticajem Citavog niza razli¢itih faktora je regulisano ekspresijom eNOS, kako na nivou
transkripcije, tako 1 na nivou posttranslacionih modifikacija (Wu 1 sar., 2011). Bilo je govora o tome
da u vaskulaturi estrogeni povecavaju ekspresiju proteina eNOS (pregledni rad Chambliss i Shaul,
2002), dok inflamacijski citokini poput TNF-o smanjuju ekspresiju eNOS vrSe¢i supresiju
aktivnosti promotora gena za eNOS 1 skracujuci polu-Zivot iRNK za eNOS (Kleinbongard 1 sar.,
2010).

eNOS na direktan nacin aktiviraju brojni fizioloski 1 metaboli¢ki stimulusi, kao S§to su
hemodinamske promene, ili agonisti koji se vezuju za odgovarajuce receptore, poput VEGF, PAF,
acetilholina, bradikinina, histamina, E2 1 drugih (pregledni radovi Zhao 1 sar., 2015; Garcia 1 Sessa,
2019). Agonisti poput acetilholina, bradikinina i histamina vezuju se za GPCR na membrani
endotelnih ¢elija povedavajuéi sledstveno koncentraciju Ca’*" u éelijama. Kalcijum se vezuje za
CaM, koji deluje kao alosteri¢ni modulator eNOS dovode¢i do povecanog fluksa elektrona iz
reduktaznog u oksigenazni domen enzima (slika 1.11).
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Slika 1.11. Sematski prikaz signalnog puta endotelna azot-monoksid sintaza — azot-monoksid. Akt — protein
kinaza B; CaM - kalmodulin; eNOS - endotelna azot-monoksid sintaza; NO — azot-monoksid; PKA —
protein kinaza A; R — receptori. Preuzeto uz modifikacije iz Zhao i saradnici (2015).

Sa druge strane, fosforilacija eNOS u endotelnim ¢elijama je takode znacajna za aktivaciju
enzima. Fosforilacija predstavlja posttranslacionu modifikaciju koja menja aktivnost enzima eNOS,
aktiviraju¢i ga ili inhibiraju¢i. Tako se zna da fosforilacija na aminokiselinskim ostacima TyrS§1,
Ser615, Ser633 1 Ser1177 humanog enzima eNOS stimuliSe stvaranje NO, dok fosforilacije Serl14,
Thr495 1 Tyr657 deluju inhibitorno (slika 1.12) (Garcia i Sessa, 2019). Signalni putevi u kojima
ucestvuju protein kinaza A (eng. protein kinase A, PKA) 1 PKB/Akt se aktiviraju pod delovanjem
razli¢itih stimulusa, a oni zatim aktiviraju eNOS preko najvaznije aktivacione fosforilacije Ser
ostatka na 1177. mestu. Sa druge strane, bradikinin i vodonik peroksid aktiviraju eNOS preko
istovremene fosforilacije Ser1177 i defosforilacije Thr495 ostatka (pregledni rad Zhao i sar., 2015).

Krvni sud

_____________________ Endotelna celija

Endotelna azot-monoksid sintaza
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stimulacije @ @ @ @
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Slika 1.12. Sematski prikaz strukture humane endotelne azot-monoksid sintaze sa najznacajnijim mestima
fosforilacije u molekulu. eNOS — endotelna azot-monoksid sintaza. Preuzeto iz Garcia i Sessa (2019).
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Detaljnije, fosforilacija Ser1177 u domenu reduktazne aktivnosti enzima eNOS vodi ka
vecem protoku elektrona i veéoj osetljivosti na Ca%*, a samim tim i pojacava aktivnost enzima. Ova
fosforilacija se vrsi preko PI3K/Akt i ERK1/2, preko protein kinaze koja se aktivira pomoc¢u AMP
(AMPK), PKA i protein kinaze II zavisne od Ca®" i CaM (CaMKII) (Wu i sar., 2011; Dymkowska i
sar., 2019; Cyr 1 sar., 2020). Ovi signalni molekuli se aktiviraju razli¢itim signalnim putevima: E2 i
VEGF aktiviraju PI3K/Akt i ERK1/2, bradikinin aktivira CaMKII, insulin koji vr$i funkciju
posredstvom PI3K/Akt i AMPK, mehanicki stres izazvan laminarnim tokom krvi koji zatim aktivira
PKA i Akt i dr. (Wu i sar., 2011; Valdés i sar., 2008; Cyr i sar., 2020). Pored toga, u uslovima
inflamacije TNF-a aktivira AMPK, ¢ime se aktivira eNOS 1 stimuliSe stvaranje NO, $to predstavlja
zaStitni mehanizam u cilju oporavka tkiva (Dymkowska i sar., 2019). Sa druge strane, fosforilacija
Thr495, koju u uslovima mirovanja endotelnih ¢elija vrsi protein kinaza C, ima suprotan efekat.
Ovim mehanizmom se usporava transfer elektrona i takode favorizuje razdvajanje monomernih
jedinica eNOS. Pokazano je da povecanje unutaréelijske koncentracije Ca*" stimulise
defosforilaciju Thr495, $to je jo$ jedan pokazatelj fine regulacije aktivnosti eNOS (Dymkowska i
sar., 2019; Cyr 1 sar., 2020). Osim toga, acetilacija ostataka lizina na pozicijama Lys497 i Lys507,
koji se takode nalaze u domenu vezivanja CaM, spreava njegovo vezivanje za eNOS. Pokazano je
da sirtuin 1 (Sirtl) katalizuje deacetilaciju ovih lizinskih ostataka, §to je jo§ jedan od mnogobrojnih
sistema regulacije aktivnosti eNOS (Dymkowska i sar., 2019).

U literaturi postoje brojni podaci o ulozi ER u endotelnim ¢elijama. ER koji su eksprimirani
u humanim endotelnim ¢elijama su klasi¢ni ERa i ERB, kao i GPER (Isensee i sar., 2009; Kim i
sar., 2014a). Poznato je da u endotelnim ¢elijama vezivanje estrogenskih hormona za ove receptore
aktivira nizvodne signalne puteve PI3K/Akt i MAPK/ERK, koji aktiviraju eNOS (Wu i sar., 2011)
(slika 1.13). Pored estrogenskih hormona, pokazano je da pojedine hemikalije iz radnog i zZivotnog
okruzenja koje deluju kao endokrini ometaci (eng. endocrine disrupting chemicals, EDC) mogu da
aktiviraju hormonske receptore poput ER i GPER (Matthews 1 sar., 2001; Andersson i Brittebo,
2012; Acconcia i sar., 2015; Mariana i sar., 2016).

Celijska membrana

NO

Slika 1.13. Estrogenski hormoni i brojni endokrini ometaci stimuliSu stvaranje azot-monoksida u kaveoli
endotelne ¢elije preko aktivacije signalnih puteva fosfatidilinozitol 3-kinaze — protein kinaze B/Akt i kinaze
regulisane vancelijskim signalima 1 i 2. Akt — protein kinaza B; C-Src — kinaza c-Src; EDC — endokrini
ometaci; eNOS — endotelna azot-monoksid sintaza; ERa — estrogenski receptor a; Erk1/2 — kinaza regulisana
vancelijskim signalima 1 i1 2; Goi — ai subjedinica proteina G; Gy — By subjedinica proteina G; NO — azot-
monoksid; pl110o — Kkataliticka subjedinica fosfatidilinozitol 3-kinaze; p85a — regulatorna subjedinica
fosfatidilinozitol 3-kinaze; PI3K — fosfatidilinozitol 3-kinaza. Preuzeto uz modifikacije iz Wu i saradnici
(2011).
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1.4. Uticaj hemikalija iz radnog i Zivotnog okruZenja na razvoj
kardiovaskularnih bolesti

Bolesti srca i krvnih sudova predstavljaju veoma heterogenu grupu bolesti, u koju se
ubrajaju bolest koronarnih arterija, cerebrovaskularna bolest, bolest perifernih arterija, reumatska
bolest srca, kongenitalna bolest srca, duboka venska tromboza, plu¢na embolija i dr. Osim
navedenih bolesti, sr€ani i mozdani udar predstavljaju akutne dogadaje koji su uzrokovani
blokadom sudova koronarnog i cerebralnog krvotoka (Behera i sar., 2015; Francula-Zaninovi¢ i
Nola, 2018; World Health Organization (WHO), 2021). KVB se postepeno razvijaju tokom Zzivota i
Cesto se deSava da dug vremenski period ne ispoljavaju simptome zbog Cega predstavljaju veliku
opasnost po zdravlje ljudi (Francula-Zaninovi¢ i Nola, 2018). S tim u vezi, KVB predstavljaju
vodec¢i uzrok smrti na globalnom nivou. Procenjuje se da je 2019. godine 17,9 miliona ljudi umrlo
od KVB, sto predstavlja 32% svih smrtnih slucajeva u svetu te godine. Od 17 miliona prevremenih
smrtnih slucajeva (mladi od 70 godina Zivota) 2019. godine, 38% je uzrokovano KVB (WHO,
2021). Procenjeno je da ¢e do 2030. godine 23,6 miliona ljudi godis$nje umirati od KVB (Francula-
Zaninovi¢ i Nola, 2018).

Faktori rizika za nastanak i razvoj KVB su mnogobrojni. Neki od ovih faktora su
nepromenljivi poput pola, geneticke predispozicije 1 godina starosti pojedinca, dok su drugi faktori
varijabilni 1 na njih se moZe uticati (Francula-Zaninovi¢ i Nola, 2018). Geografski polozaj 1
migracija, nadmorska visina, geografska Sirina i duzina, cirkadijalni ritam, izloZenost suncu,
godiS$nja doba, okruzenost prirodnim povrSinama i drugi geografski faktori predstavljaju varijabilne
faktore koji uticu na kardiovaskularni sistem (Bhatnagar, 2017). Neki od poznatih faktora rizika na
koje se mozZe uticati su i puSenje cigareta, nedostatak fizicke aktivnosti, neadekvatna ishrana,
gojaznost, izlozenost hemikalijama iz zivotne sredine i dr., koji dalje doprinose razvoju povisenog
krvnog pritiska, insulinske rezistencije, dijabetesa tipa 2, dislipidemije i dr. (Cosselman i sar., 2015;
Bhatnagar, 2017; Francula-Zaninovi¢ i Nola, 2018; Riggs i sar., 2018).

Kako ateroskleroza predstavlja lokalnu inflamaciju krvnog suda koja se nalazi u osnovi
mnogih KVB, velika nau¢na paznja je posvecena upravo otkrivanju uzro¢nika ateroskleroze.
Razvoj ateroskleroze zavisi kako od geneti¢ke predispozicije, tako i1 od ishrane, fizicke aktivnosti,
puSenja 1 od celokupnog zdravlja organizma 1 pojave hipertenzije, dijabetesa, gojaznosti 1 sl.
(Hennig 1 sar., 2007; Migliaccio 1 sar., 2022). Smatra se da hiperlipidemija predstavlja najveci
faktor rizika za razvoj ateroskleroze. Medutim, svega polovina pacijenata sa aterosklerotskim
promenama u krvnim sudovima ima poviSen nivo lipida u krvi (Hennig i sar., 2007). Trend
povecanja ateroskleroze medu pacijentima 1 posledicno KVB ukazuje na to da postoje 1 drugi
faktori koji uti€u na razvoj ovog inflamacijskog stanja (Migliaccio i sar., 2022). S tim u vezi, sve
veca naucna paznja je usmerena upravo ka identifikaciji novih faktora rizika poput hroni¢nog
izlaganja buci, psiholoskim stresorima i izloZenosti hemikalijama iz radnog 1 zivotnog okruzenja
(Lechner i sar., 2020).

Tradicionalni programi prevencije KVB se baziraju na kontroli 1 promeni varijabilnih
faktora na koje pojedinac ima uticaj kao S§to su Zivotni stil, ishrana, geografski polozaj i sli¢no.
Medutim, veliku ulogu u razvoju i1 stepenu napredovanja KVB takode imaju faktori na koje
pojedinac ima veoma mali uticaj. U pitanju su zagadivaci iz Zivotne sredine poput razli¢itih
sintetickih hemikalija (bisfenol A, ftalati, sintetiCki pesticidi i rastvaraci i dr.), dim cigareta, izduvni
gasovi nastali sagorevanjem fosilnih goriva, zatim organske hemikalije (CO, NO2, SO2, O3 i dr.),
teSki metali (gvozde, arsen, kadmijum 1 dr.), kao 1 buka 1 ekstremni temperaturni uslovi na koje su
srce 1 vaskularni sistem izuzetno osetljivi (Cosselman i sar., 2015; Bhatnagar, 2017; Burroughs
Pefia i Rollins, 2017).

Veliku opasnost po kardiovaskularno zdravlje predstavljaju sinteticke hemikalije poput
pesticida, bisfenola A i ftalata od kojih su mnogi klasifikovani kao EDC (Hennig i sar., 2007; Su i
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sar., 2019a; Su 1 sar., 2019b; Adeyemi i sar., 2021; Migliaccio i sar., 2022). Prema nekim
procenama, u svetu se trenutno proizvodi vise od 30.000 razli¢itih hemikalija od kojih se najmanje
5.500 godisnje proizvodi u koli¢inama koje prevazilaze 100 tona. Smatra se da ne postoji mesto na
planeti koje nije zagadeno nekim sintetickim polutantom (Bhatnagar, 2017).

Vecina zagadivaca iz radnog 1 zivotnog okruzenja utice na dobro poznate ,,zajednicke
puteve razvoja KVB® poput ishemije, aritmije, promena u sréanoj strukturi i funkciji i1 stvaranja
aterosklerotskog plaka (Cosselman i sar., 2015). Zagadivaci iz vazduha se usvajaju udisanjem,
hranom i apsorpcijom putem koze. IzloZenost zavisi od stila zivota poput vremena provedenog van
kuce, pijenja vode, nivoa fizicke aktivnosti i radnog okruzenja (Cosselman 1i sar., 2015; Burroughs
Pena i Rollins, 2017). Osim toga, fizioloski odgovor na usvojenu dozu zagadivaca se takode
razlikuje od individue do individue i zavisi od mnogih faktora poput celokupnog zdravlja, efekata
ko-polutanata, varijacija u genima koji kodiraju enzime za detoksikaciju i dr. (Cosselman 1 sar.,
2015). Stoga, put razvoja KVB, kao i faktori koji uti¢u na razvoj ovih bolesti, predstavljaju veoma
kompleksnu mrezu kojoj se posvecuje sve veca naucna paznja upravo zbog globalne tendencije
porasta KVB.

Usled velikog obima proizvodnje i Siroke upotrebe proizvoda od plastike u svakodnevnom
zivotu, poslednjih godina se zapaza porast interesovanja strucne i naucne zajednice u pravcu
ispitivanja Stetnih uticaja plastike na ljudsko zdravlje. Plastika predstavlja materijal koji je lagan,
dugotrajan, Siroko primenjiv i isplativ. Plastika se nasla u proizvodnji pakovanja za hranu i pice,
sintetickih vlakana, odece, medicinskih uredaja, gradevinskog materijala, adhezivnih sredstava i
mnogih drugih proizvoda, $to je ¢ini nezamenjivim materijalom u savremenom svetu (Hahladakis i
sar., 2023). Tokom proizvodnje, u plasticnu smesSu se dodaju razne hemikalije poput aditiva i
katalizatora u cilju unapredivanja kvaliteta plastike i zapocCinjanja procesa polimerizacije
(Hahladakis 1 sar., 2023). Bisfenoli i ftalati predstavljaju hemikalije koje se koriste u proizvodnji
mnogih proizvoda od plastike, proizvoda za licnu upotrebu i medicinske opreme. S tim u vezi, sve
do danas sprovedene biomonitoring studije, bez izuzetka, su pokazale da je prisustvo ovih
hemikalija u telesnim te¢nostima detektovano kod najmanje 75-90% svetske populacije (Ramadan i
sar., 2020). Opasnost po ljudsko zdravlje se ogleda u tome $to je potvrdeno da ove hemikalije
predstavljaju EDC, §to ih dovodi u vezu sa raznim poremecajima i oboljenjima, izmedu ostalog 1 sa
KVB (Wang i sar., 2019a; Mariana i Cairrao, 2020; Hahladakis i sar., 2023).

1.5. Bisfenol A

1.5.1. Osnovne karakteristike i upotreba bisfenola A

Bisfenol A (eng. bisphenol A, BPA, 2,2-bis(4-hidroksifenil)propan, CAS# 80-05-7,
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Bisphenol-A) je industrijska hemikalija Siroke
proizvodnje koja ulazi u sastav plastike. BPA je 1891. godine prvi put opisao ruski hemicar
Aleksandr Dianin, a sintetisao ga je Zincke 1905. godine tako $to je kondenzovao aceton sa dva
ekvivalenta fenola (Jalal i sar., 2018). BPA je bezbojna Cvrsta supstanca molarne mase 228,29
g/mol. Molekulska formula BPA je Ci5sH160>. Strukturna formula je prikazana na slici 1.14.

HsC. CH,
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Slika 1.14. Strukturna formula bisfenola A.
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Na globalnom nivou je samo tokom 2013. godine proizvedeno oko 7 miliona tona BPA,
2015. godine je taj broj porastao na 7,7 miliona tona i procenjeno je da taj broj raste svake godine
(Lehmler i1 sar., 2018; Shambhari 1 sar., 2021). BPA se koristi u proizvodnji polikarbonatne plastike 1
epoksi smola od kojih se prave razni proizvodi poput pakovanja za hranu i pice, stomatoloskih
zaptivnih sredstava, termalnog papira za Stampanje, CD 1 DVD diskova, cevi za vodu, medicinskih
uredaja, decijih igracaka, elektronike i delova za automobile (Nachman i sar., 2014; Ma i sar., 2019;
Ramadan 1 sar., 2020). Plastifikatori poput BPA 1 ftalata nisu kovalentno vezani za plastiku, te pri
promeni temperature i pH lako dolazi do njihovog otpustanja iz proizvoda u kojima se nalaze i
migracije u vazduh, pic¢e i hranu, a potom i u pljuvacku, pluca, kozu i krv ¢oveka (Acconcia 1 sar.,
2015; Mathieu-Denoncourt i sar., 2015).

1.5.2. Prisustvo bisfenola A u tkivima i telesnim te¢nostima ljudi

Zbog siroke proizvodnje 1 kontinuirane upotrebe BPA, sprovedene su brojne biomonitoring
studije koje su ukazale na visoku i sveprisutnu izloZenost ljudi ovom plastifikatoru. Naime, BPA je
detektovan u urinu vise od 90% ispitanika iz razli¢itih zemalja (Koch i sar., 2012; LaKind i sar.,
2012a; Lehmler 1 sar., 2018). Koncentracije ukupnog, konjugovanog i nekonjugovanog, BPA u
urinu su kod veéine odraslih ispitanika iznosile do 3 ng/mL, a zabeleZene su i vrednosti od 395
ng/mL kod odraslih i 946 ng/mL kod prevremeno rodene dece. Veliki problem predstavlja to Sto
mnoge studije nisu detektovale nekonjugovani BPA u urinu, zato Sto ovaj oblik predstavlja
,roditeljsku hemikaliju” (eng. parent compound) koja ispoljava endokrinu aktivnost. Medutim,
druge studije su pokazale da vrednosti nekonjugovanog BPA u urinu iznose do 2,5 ng/mL kod
odraslih, odnosno 17,3 ng/mL kod prevremeno rodene dece (Vandenberg i sar., 2010). Pregledni
rad od Colorado-Yohar i saradnika (2021) je prikazao medijane izmerenih vrednosti BPA u urinu
koje su iznosile od 1,64-2,41 ng/mL.

BPA je detektovan u krvi 92,6% ispitanika sa pragom detekcije 0,4 ng/mL (pregledni rad
Jalal 1 sar., 2018). U preglednom radu Vandenberg i1 saradnika (2010) je prikazano da se BPA u
serumu odraslih pacijenata, iskljucujuéi trudnice, rutinski detektuje kao izvorno jedinjenje okvirnih
vrednosti od 1 ng/mL, ali da te vrednosti dosezu 1 do 2,5 ng/mL, dok kod trudnica medijalna
vrednost iznosi do ~9 ng/mL, a najvisa izmerena vrednost ¢ak 66,48 ng/mL. Kaddar i kolege (2009)
su takode potvrdili te podatke i objavili da je u njithovom istrazivanju 70% pacijenata na dijalizi
imalo merljive koli¢ine nekonjugovanog BPA u plazmi, a vrednosti su bile vec¢e od 10 ng/mL. Ovi
podaci ukazuju na to da je opSta populacija, a pogotovo osetljive grupe, konstantno izloZena BPA.

Osim u urinu 1 krvi, BPA je detektovan u kosi, znoju, folikulskoj i amnionskoj tecnosti, u
krvi 1z pup€ane vrpce pri porodaju, placenti, u krvi 1 jetri ljudskih fetusa, u humanom mleku 1 dr.
(pregledni radovi Vandenberg 1 sar., 2010; Jalal i sar., 2018). Prisustvo BPA u urinu muskaraca i
Zena iz istog domacinstva su bili u korelaciji, Sto ukazuje na zajednicki izvor izlaganja ovom
plastifikatoru. Ipak, kod Zena je zabeleZena veca koncentracija BPA nego kod muskaraca, kod dece
veca koncentracija nego kod adolescenata, a kod adolescenata veca nego kod odraslih ispitanika, Sto
ukazuje na polnu i starosnu zavisnost.

Ispituju¢i uzorke sakupljene u studiji ,,United States National Health and Nutrition
Examination Surveys (NHANES)“ u periodu od 2003-2014. godine, Cai i saradnici (2020) su
utvrdili da je koncentracija BPA u urinu pacijenata sa KVB varirala u rasponu 52-978 ng/g
kreatinina. Shankar i saradnici (2012) su objavili da je srednji nivo BPA u urinu 745 odraslih
pacijenata obolelih od bolesti perifernih arterija u Sjedinjenim Americkim Drzavama u okviru
NHANES studije u periodu 2003-2004. godine iznosio 2,3 ng/mL, dok su Melzer 1 saradnici (2011)
ispitivali nivo BPA u urinu 96 muskaraca koji su ucestvovali u populacionoj studiji ,,JnCHIANTI* i
uocili da je srednja vrednost koncentracije BPA u urinu iznosila 3,65 ng/mL. Ova istrazivacka
grupa je takode ispitivala nivo BPA u urinu u okviru NHANES studije i1 izmerila je vrednosti od
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2,49 ng/mL tokom 2003. 1 2004. godine 1 1,79 ng/mL tokom 2005. i 2006. godine (Melzer 1 sar.,
2010), a pored toga je u okviru studije ,,The Metabolomics and Genomics in Coronary Artery
Disease (MaGiCAD)* izmerila koncentraciju BPA u urinu sa medijalnom vrednosti od 1,53 ng/mL
(Melzer i sar., 2012a).

1.5.3. Metabolizam bisfenola A

Konjugacija je vazan proces detoksikacije ili inaktivacije ksenobiotika zato §to se tim
procesom lipofilna jedinjenja konvertuju u njihov hidrofilni oblik, koji se lakSe eliminiSe iz
organizma. Glavnu ulogu u neutralisanju ksenobiotika imaju enzimi koji ucestvuju u procesima
metabolisanja lekova i hemijski transporteri. Tako i1 BPA, nakon $to se unese hranom, u jetri
podleze glukuronizaciji. Prevodenje izvornog oblika BPA do BPA-glukuronida vr$i enzim
UGT2BI1, izoforma UDP-glukuronoziltransferaze (Inoue i sar., 2016). Glukuronizacija BPA u jetri
je nesto sporija tokom trudnoce i fetalnog razvoja (Jalal i sar., 2018), $to moze da objasni poviSene
koncentracije BPA u telesnim te¢nostima trudnica. Slobodan BPA takode podleze i procesu
sulfokonjugacije, ali u znatno manjoj meri, pri ¢imu nastaje BPA-sulfat (pregledni rad Cho i sar.,
2017). Ovu reakciju vrSe enzimi iz grupe fenolsulfotransferaza SULTI, od kojih za BPA najveci
afinitet ima izoforma SULT1A1 (Inoue i sar., 2016). Na taj nacin se lipofilni BPA konvertuje u
hidrofilni oblik 1 u tom obliku se lakSe ekskretuje iz organizma. Pored toga, slobodni BPA je
fizioloski aktivan, dok njegovi konjugovani oblici nisu (pregledni rad Cho i sar., 2017).

Treba istaci da slobodni (nekonjugovani) BPA u aktivnom obliku moze da cirkulise u krvi
1-2 h nakon oralnog unosa u organizam, pre nego Sto organizam pokrene sistem eliminacije (Jalal 1
sar., 2018). Takode je vazno napomenuti da je toksikokinetika BPA drugacija kada je organizam
kontinuirano izloZen ovoj hemikaliji u odnosu na jednokratnu izloZenost (Vandenberg 1 sar., 2010).
Stahlhut i saradnici (2009) tvrde da je poluzivot BPA u ljudskom organizmu mnogo duzi od 6 h,
koliko se ranije smatralo da iznosi. Thayer i saradnici (2015) su pokazali da su ispitanici u studiji
ekskretovali 93% BPA (nekonjugovanog i konjugovanog) 24 h nakon unoSenja u organizam i da se
taj procenat neznatno povecao tri dana nakon izlaganja ovoj supstanci, na ~95%. Sa druge strane,
Volkel 1 saradnici (2002) 1 Teeguarden 1 saradnici (2015) podrzavaju pretpostavku da se skoro
100% oralno uneSenog BPA ekskretuje urinom u konjugovanom obliku (pregledni rad Cho i sar.,
2017). Neusaglasenost ovih tvrdnji sa prethodnim se ogleda upravo u dugoro¢nom izlaganju BPA,
kao 1 njegovom taloZenju u tkivima bogatim lipidima, ¢ime se produzava interna izloZenost BPA.

1.5.4. Regulativa i ograni¢enja vezana za upotrebu bisfenola A

Zbog sve vece izlozenosti ljudi BPA 1 opasnosti koju predstavlja po ljudsko zdravlje, u
nekoliko zemalja je zabranjena upotreba BPA u proizvodnji flaSica za bebe, pakovanja hrane za
bebe 1 decu mladu od 3 godine (European Commission 2011; U.S. Food and Drug Administration
2014; Government of Canada 2020), §to je dovelo do smanjenja nivoa detektovanog BPA u urinu
dece 1 adolescenata (Wells 1 sar., 2013; Lehmler 1 sar., 2018). Evropska agencija za bezbednost
hrane (eng. European Food Safety Authority EFSA) je 2015. godine izlozila da granica za koli¢inu
BPA, koja moze da se unese u ljudski organizam u toku jednog dana bez Stetnih efekata po zdravlje,
iznosi 4 pg po 1 kg telesne mase. Prema najnovijim preporukama, ta granica je 2023. godine
spustena na 0,2 ng po 1 kg telesne mase (https://www.efsa.europa.eu/en/news/bisphenol-food-
health-risk). S tim u vezi, Evropska agencija za hemikalije (eng. European Chemicals Agency,
ECHA) je odobrila da se BPA koristi u proizvodnji pakovanja za hranu sa ograni¢enjem da samo
0,05 mg BPA-/kg sme da se ispusta u hranu iz tog pakovanja. Komisija je takode postavila granicu
za koli¢inu BPA koja sme da se ispusta iz igrataka za decu do 3 godine starosti, a koje su
namenjene za oralnu upotrebu deteta, i ona iznosi 0,04 mg/L (https://echa.europa.eu/hot-
topics/bisphenols). Medutim, veliki udeo kako odrasle populacije tako i dece je i dalje kontinuirano
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izlozen BPA zbog nekontrolisane i neregulisane upotrebe ovog plastifikatora u mnogim drugim
proizvodima.

1.5.5. Bisfenol A kao endokrini ometa¢

BPA je do 1940. godine prepisivan zenama kao sinteticki estradiol, da bi kasnije, u periodu
od 1940. do 1971. godine, bio zamenjen drugim sintetickim estradiolom koji se zove dietil-
stilbesterol (DES) u leenju komplikacija u trudno¢i. Kasnije je DES takode povucen kao lek zato
Sto je pokazano da indukuje rak grlica materice (Jalal i sar., 2018). Danas se zna da hemikalije iz
radnog 1 zivotnog okruzenja koje oponaSaju endokrine hormone mogu da poremete normalno
funkcionisanje endokrinog sistema, te se zbog toga nazivaju EDC.

BPA je klasifikovan kao EDC, supstanca koja ometa homeostazu endokrinog sistema na taj
nacin §to ili menja metabolizam i sintezu endogenih hormona ili ispoljava dejstvo slicno endogenim
hormonima (Mariana i sar., 2016). lako BPA ima 1.000—10.000 puta slabiji afinitet za ER od E2
(Jalal 1 sar., 2018), vezivanje E2 moze biti spreceno time $to se BPA kompetitivno vezuje za ER
(pregledni rad Cho i sar., 2017).

Sve vise je rezultata koji ukazuju na to da BPA inhibira sekreciju E2 iz granuloza ¢elija u
folikulu jajnika. Pokazano je i da BPA smanjuje nivo E2 i drugih hormona u mis§jem i svinjskom
jajniku, i to na dozno i vremenski zavisan nacin. Isti trend je zapazen na Celijskoj liniji humanih
granuloza Celija jajnika KGN 1 kod luteiniziranih granuloza ¢elija jajnika, sakupljanih od Zena
tokom procesa vantelesne oplodnje (pregledni rad Cho i sar., 2017). Pored toga, BPA se vezuje za
membranski ER, a pretpostavlja se da je 1 antagonist androgenskog receptora, ¢ime remeti niz
signalnih puteva (Jalal i sar., 2018). Navedena endokrina svojstva BPA mogu da izazovu razne
poremecaje kod zena kao Sto su prevremeni pubertet, veCa Sansa za nastanak endometrioze,
neregularni ciklusi, sindrom policisti¢nih jajnika, visa stopa bezuspeSne implantacije embriona i
viSestruki spontani pobacaji (Caserta i sar., 2014; Jalal i sar., 2018; Ohore i Zhang, 2019; Pivonello
1 sar., 2020).

Studije su pokazale da BPA u nizim koncentracijama (50 pg/kg) povecava aktivnost osovine
hipotalamus-hipofiza-gonade kod muskaraca (Shambhari i sar., 2021). Odredeni radovi su prikazali
rezultate povecanja nivoa testosterona kod muskaraca pod uticajem BPA, dok drugi tvrde da BPA
ima suprotan efekat (Shamhari 1 sar., 2021). IstraZivanje na pacovima je pokazalo da BPA u niZzim
koncentracijama smanjuje lucenje testosterona (Shamhari 1 sar., 2021). Pored toga, na
eksperimentalnim Zivotinjama je u vise radnih grupa utvrdeno da BPA ometa spermatogenezu i
izaziva histopatoloSke promene u testisima, S§to neizbeZno izaziva poremecaje u razvoju
spermatozoida (Shambhari i sar., 2021).

Pored toga Sto uti¢e na reproduktivni sistem, BPA moZe da utiCe na razvice, da podstakne
razvoj kardiovaskularnih oboljenja, gojaznosti, dijabetesa 1 metabolickih bolesti (Nachman 1 sar.,
2014). Uprkos obilju podataka o njegovom endokrinom potencijalu, 1 dalje nisu otkriveni svi
aspekti uticaja BPA na ljudski organizam i celokupno zdravlje (Prins i sar., 2019; vom Saal, 2019).

1.5.6. Efekti bisfenola A na nivou kardiovaskularnog sistema

Uzro¢no-posledi¢ni odnos izlaganja BPA 1 nastanka i razvoja KVB je prvi put uocen
poslednjih godina. Iako su rezultati pojedinih studija ukazivali na to da BPA ne uti¢e na razvoj
KVB (LaKind i sar., 2012b; Olsén i sar., 2012), mnoge epidemioloske studije su stavile akcenat
upravo na pozitivnu korelaciju izmedu prisustva BPA u urinu ljudi sa faktorima rizika za razvoj
KVB (Fu i sar., 2020) i pojavom KVB poput aritmije, angine pektoris, mozdanog i sréanog udara i
kongestivne sr¢ane insuficijencije (Gao 1 Wang, 2014; Posnack, 2014; Han 1 Hong, 2016; Cai i sar.,
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2020). Tsen i saradnici (2021) su opisali potencijalnu vezu izmedu izlaganja BPA 1 pojave KVB
kod mladih ljudi.

S tim u vezi, epidemioloske studije su pokazale pozitivnu korelaciju izmedu izlaganja ljudi
visokim koncentracijama BPA u radnom i zivotnom okruzenju i pojave bolesti perifernih (Shankar i
sar., 2012) i srcanih arterija (Melzer i sar., 2012a; Melzer i sar., 2012b). Pomenute studije su
ukazale na potencijalni uzro¢no-posledi¢ni odnos izmedu izlaganja BPA 1 pojave ateroskleroze. U
prilog tome idu i rezultati eksperimentalnih studija na zivotinjskim modelima koji sugeriSu da
izlaganje BPA dovodi do razvoja ateroskleroze kod pacova (Kim i sar., 2014b; Sui 1 sar., 2014,
2018) i zeCeva (Fang i sar., 2014, 2015), ali da BPA moze da izazove i druge KVB kod zivotinja
(pregledni radovi Gao 1 Wang, 2014; Posnack, 2014). Uprkos tome, veoma je tesko opisati tacan
kauzalni odnos izmedu izlaganja BPA i nastanka i razvoja KVB kod ljudi, zbog toga Sto se rezultati
istrazivanja dobijeni na zivotinjskim modelima ne mogu direktno ekstrapolirati na ljudsku
fiziologiju. To se posebno odnosi na studije koje primenjuju doze BPA koje ne odgovaraju
koncentracijama kojima je covek realno izloZen u svom radnom i zivotnom okruzenju.

Osim epidemioloskih studija i studija na animalnim modelima, kratka je lista studija koje su
u uslovima in vitro ispitivale uticaj izlaganja BPA na humane makrovaskularne endotelne ¢elije u
koncentracijama koje su u skladu sa prisustvom ove supstance u zivotnoj sredini. Ribeiro-Varandas
i saradnici (2014) su humane endotelne ¢elije vene pupcane vrpce (eng. human umbillical vein
endothelial cells, HUVEC) izlagali niskim koncentracijama BPA (44 x 107 i 4,4 x 10°° M BPA)
koje odgovaraju realnoj izlozenosti prosecnog coveka. Autori su zakljucili da BPA utice na starenje
HUVEC c¢elija, a takode su spekulisali da ima potencijal da izazove aterosklerozu. Andersson i
Brittebo (2012) su ispitivali uticaj nizih koncentracija BPA koje odgovaraju nivoima detektovanim
u uzorcima ljudske krvi (1071, 10, 10 i 10 M BPA) na humane endotelne éelije u uslovima in
vitro 1 zakljucili da BPA stimuliSe ekspresiju angiogenih faktora i formiranje endotelnih tuba. Ji i
sar (2022) su utvrdili da je 87,7 nM najviSa koncentracija BPA koja nije toksi¢na za HUVEC ¢elije,
a potom su HUVEC ¢elije izlozili BPA u toj koncentraciji. Za razliku od prethodno navedenih
studija, Ji i saradnici su pokazali da BPA inhibiSe formiranje endotelnih tuba u uslovima in vitro.
Nedoslednost ovih rezultata donekle moze da se objasni karakteristikom endokrinih ometaca da
izazovu krivu odgovora koja nije nuzno u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom same supstance
(eng. non-monotonic dose response curves, NMDRC) (Vandenberg, 2014).

Uoceno je da BPA vezivanjem za ER remeti normalno funkcionisanje kardiovaskularnog
sistema. Medutim, tatan mehanizam delovanja BPA na nivou kardiovaskularnog sistema je joS
uvek nepoznat (Fonseca 1 sar., 2022). Pored toga, istrazivanja sprovedena u uslovima in vitro koja
imitiraju realnu izloZenost Coveka sredini u kojoj zivi, u smislu viSemesec¢nog izlaganja niskim
koncentracijama BPA do danas nisu sprovedena, a nisu poznati ni ta¢ni signalni mehanizmi preko
kojih BPA ispoljava efekte na nivou humanog endotela. Oc¢igledna je potreba za ispitivanjem
uticaja BPA na endotelnu disfunkciju u kontekstu KVB. Od sustinske vaZnosti je da se ustanovi
tatan mehanizam delovanja BPA na endotelne celije, kao 1 da se ispita funkcijski odgovor
endotelnih ¢elija na dugorocno izlaganje ovoj hemikaliji koje odgovara realnoj izloZenosti u sredini
u kojoj Zivimo.

1.6. Dibutil-ftalat
1.6.1. Osnovne karakteristike i upotreba dibutil-ftalata

Druga grupa hemikalija koje se koriste u proizvodnji plastike su ftalati. Ftalati predstavljaju
plastifikatore koji su po strukturi diestri ftalne kiseline (Mariana i sar., 2016). Dele se u dve grupe,
na ftalate niske i1 visoke molekulske mase. Ftalati visoke molekulske mase se koriste u proizvodnji
PVC polimera, plastike, ambalaze za hranu, igrac¢aka, podnih obloga i mnogih drugih proizvoda,
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dok se ftalati niske molekulske mase koriste u proizvodnji boja i lakova, adhezivnih sredstava,
proizvoda za licnu higijenu i dr. (Wang i sar., 2019a). Jedan od ftalata koji je nasao Siroku primenu
u industriji  je dibutil-ftalat (eng.  dibutyl  phthalate, DBP, CAS#  84-74-2,
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ compound/3026), inertna, bezbojna, viskozna te¢nost, molarne
mase 278,34 g/mol. Molekulska formula DBP je Ci16H2204. Strukturna formula je prikazana na slici
1.15.

Slika 1.15. Strukturna formula dibutil-ftalata.

Pored dietilheksil-ftalata (eng.  di(2-ethylhexyl)  phthalate, DEHP), DBP je
najrasprostranjeniji i najvise koris¢en ftalat (Singh i Li, 2011). DBP je ftalat niske molekulske mase
koji se dobija reakcijom n-butanola sa anhidridom ftalne kiseline (Craig 1 Ziv-Gal, 2018). DBP
ulazi u sastav celulozne plastike, ali se takode koristi i u proizvodnji insekticida, adheziva za lateks,
rastvaraca za farbe, mastila i boja, sredstava za odrzavanje automobila, odece, obloZenih lekova,
plasti¢énih filmova u ambalazama za hranu, kozmeti¢kih i drugih proizvoda za li¢nu higijenu
(Mariana 1 sar., 2016; Karaconji i sar., 2017; Craig 1 Ziv-Gal, 2018; Wang i sar., 2019a). Od
proizvoda koji se koriste svakodnevno, nalazi se u kozmetici, kremama, Samponima, parfemima,
sve¢ama, lakovima za nokte i dr. (Karaconji i sar., 2017; Craig 1 Ziv-Gal, 2018). S obzirom na
Siroku upotrebu DBP u brojnim industrijskim proizvodima i proizvodima za licnu upotrebu, ova
hemikalija se u Evropskoj Uniji proizvodi i/ili uvozi u koli¢ini od 1.000 do 10.000 tona godiSnje
(Dibutyl phthalate-Substance Information-ECHA), dok se procenjuje da proizvodnja DBP na
globalnom nivou iznosi i do 50.000 tona godiSnje (Bredhult i sar., 2007). Kao 1 BPA, ni DBP nije
kovalentno vezan za proizvod u kom se nalazi (Mariana 1 sar., 2016), zbog ¢ega lako moze na
direktan ili indirektan na¢in da dospe u organizam ¢oveka.

1.6.2. Prisustvo dibutil-ftalata u tkivima i telesnim te¢nostima ljudi

DBP i njegov metabolit monobutil-ftalat (eng. mono-n-butyl phthalate, MBP) su detektovani
u ljudskim telesnim tec¢nostima, kosi i noktima (Wang 1 sar., 2019a; Huang i sar., 2021), Sto ukazuje
na ¢injenicu da su ljudi generalno izloZzeni ovom EDC.

Smatra se da DBP ispoljava svoje efekte u organizmu upravo preko MBP
(https://www.epa.gov/). Prema podacima iz brojnih biomonitoring studija, MBP je Siroko
rasprostranjem u ljudskim tkivima i predstavlja marker izloZenosti ljudske populacije DBP. Osim u
urinu, MBP je detektovan i u krvi, amnionskoj te¢nosti, mleku i pljuvacki (https:// www.epa.gov/),
Sto ukazuje na to da je ljudska populacija u znacajnoj meri i kontinuirano izloZzena DBP. Tako je, na
primer, 11 pg MBP/L pronadeno u urinu kod populacije koja nije profesionalno izloZzena DBP
(Gomez Ramos i sar., 2016). U urinu adolescenata pronadene su koncentracije MBP od 38 pg/L
(Geens 1 sar., 2014), dok je kod dece starosti 3—14 godina detektovan MBP u urinu u koncentraciji
od 96 pg/L (Becker i sar., 2009). MBP je detektovan u 99% uzoraka urina sakupljenih u okviru
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NHANES studije u periodu od 1999-2000. godine (Silva 1 sar., 2004), kao i u >90% uzoraka urina
sakupljenih od ucesnika studije Canadian Health Measures Survey 2007-2009 (Saravanabhavan i
sar., 2013). Caporossi 1 saradnici (2021) su detektovali koncentracije MBP u rasponu od 71,42 do
220,9 pg/L u urinu Zena, pri ¢emu su koncentracije zavisile od zanimanja kojim su se ispitanice
bavile. Zene imaju visi nivo MBP u urinu nego muskarci, §to mozZe biti povezano sa redovnijom
upotrebom kozmetickih proizvoda (Rodriguez-Carmona i sar., 2019). MBP se nalazi u vecoj
koncentraciji u urinu dece nego u urinu odraslih (Mariana i sar., 2016). Pokazano je da deca imaju
visi nivo metabolita ftalata u urinu od odraslih, §to govori da su deca vise izlozena ftalatima i stoga
podloznija delovanju ovih hemikalija, a Sto moze dovesti do nepovoljnih zdravstvenih ishoda u
kasnijem zivotu ili odraslom dobu (Lu i sar., 2018).

Zapazeno je da se i sam DBP akumulira u adipoznom tkivu i mleku majki koje su zbog
profesije kojom se bave izlozene ve¢im kolicinama DBP (Geyer 1 sar., 1986). Reddy i saradnici
(2006) su merili koncentraciju DBP u krvi zena iz Juzne Indije koje nisu profesionalno izlozene
ovoj hemikaliji. Srednja vrednost izmerenih vrednosti DBP je iznosila 0,11 pg/mL u krvi zdravih
zena kontrolne grupe, dok su koncentracije u krvi Zena sa endometriozom dosezale do vrednosti od
1,05 pg/mL. Hogberg i saradnici (2008) su izmerili 1,5-20 ng/mL (srednja vrednost: 2,8 ng/mL)
DBP u majc¢inom mleku, 0,21-9,1 ng/mL (srednja vrednost: 1,2 ng/mL) u krvi, odnosno serumu,
dok je koncentracija metabolita MBP u urinu iznosila 5,1-198 ng/mL (srednja vrednost: 53 ng/mL).
U jednoj studiji je DBP detektovan u serumu 100% ispitanika iz Kine sa srednjim vrednostima od
162,4 ng/mL (Zhang i sar., 2018). Wang i saradnici (2019a) su u preglednom radu sumirali da su
biomonitoring studije Sirom sveta izmerile koncentracije MBP u urinu u koncentraciji od 0 do 181
ng/mL (medijalne vrednosti).

1.6.3. Metabolizam dibutil-ftalata

Craig 1 Ziv-Gal (2018) navode da se ¢ak 65-80% oralno uneSenog DBP eleminiSe urinom 1
to uglavnom u obliku MBP. Silva i saradnici (2003) tvrde da se oko 80% DBP uneSenog oralnim
putem apsorbuje u gastrointestinalnom traktu, odnosno da se DBP najve¢im delom hidrolizuje do
MBP i n-butanola pod delovanjem crevnih lipaza, te se potom skoro u potpunosti apsorbuje u
sistemsku cirkulaciju. Razgradnja ftalata se u organizmu odvija u dve faze. Prva faza predstavlja
razgradnju na monoestre koji potom podlezu procesima hidroksilacije ili oksidacije, pri ¢emu
nastaju hidroksilisani i u mnogo manjoj meri (~8%) oksidovani monoestri (Silva 1 sar., 2003;
Karaconji 1 sar., 2017; Wang 1 sar., 2019a). Na taj nac¢in se DBP metaboliSe u MBP. U drugoj fazi
se monoestri 1 hidroksi- i oksi-monoestri konjuguju sa glukuronidima ili sulfatima (Karaconji i sar.,
2017; Wang 1 sar., 2019a). I nekonjugovani 1 konjugovani oblici ftalata se elemini$u iz organizma
putem urina 1 fecesa (Karaconji 1 sar., 2017). Poluzivot ftalatnih diestara u plazmi ili urinu iznosi
manje od 24 h (Wang i sar., 2019a), dok Genuis i saradnici (2012) tvrde da iznosi manje od 5 h.

1.6.4. Regulativa i ograni¢enja vezana za upotrebu dibutil-ftalata

DBP je od strane ECHA stavljen na listu supstanci kandidata od velikog znacaja za
autorizaciju (Candidate List of substances of very high concern for Authorisation). Evropska
Komisija je u decembru 2018. godine donela Regulativu (EU) 2018/2005 u kojoj je istaknuto da
., DBP predstavlja neprihvatljiv rizik po ljudsko zdravlje kada se nalazi u plasticnim materijalima” 1
dodatno je ogranicila upotrebu DBP tako da osim igracaka i proizvoda za decu, §to je ve¢ prethodno
bilo regulisano, obuhvata 1 ostale proizvode uz direktivu da koli¢ina ftalata ne sme da prelazi 0,1%
od ukupne teZine proizvoda (Commission Regulation (EU) 2018/2005). Ovo ogranicenje se ne
odnosi samo na DBP, ve¢ na ukupan zbir Cetiri najceSce koriS¢ena ftalata u proizvodnji plastiénih
materijala.

28


https://echa.europa.eu/candidate-list-table/-/dislist/details/0b0236e1807d82a7
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/PDF/?uri=CELEX:32018R2005&from=EN

Upotreba DBP u kozmetickim proizvodima je ve¢ zabranjena u nekoliko zemalja poput
Australije i zemalja Evropske Unije (Craig i Ziv-Gal, 2018).

1.6.5. Dibutil-ftalat kao endokrini ometaé¢

Ftalati su, kao i BPA, prepoznati kao EDC zato Sto remete normalno funkcionisanje
endokrinog sistema (Mariana 1 sar., 2016). Zbog toga je DBP najvise ispitivan u kontekstu uticaja
koji ispoljava na nivou reproduktivnog sistema. Caporossi i saradnici (2021) su merili nivo MBP u
urinu zena 1 ukazali na statisticki znacajno povecanje nivoa MBP kod pacijentkinja sa
poremecajima u ovulaciji i endokrinim parametrima u odnosu na kontrolnu grupu. Rezultati
epidemioloskih studija su ukazali na vezu izmedu prisustva DBP u telesnim te¢nostima zena 1
pojave endometrioze, kraceg trajanja trudnoce i prevremenog porodaja (Mariana i sar., 2016),
promena u ovarijumskoj rezervi, broja oocita prilikom vestacke oplodnje i dr. Eksperimentalna
istrazivanja su procenila da DBP, u koncentracijama koje su izmerene u ljudskim telesnim
teCnostima, remeti folikulogenezu, kao i fiziologiju granuloza celija i1 luteinskih ¢elija jajnika.
Tacnije, DBP smanjuje nivo E2 i1 progesterona, povecava nivo hormona koji stimuliSe folikule
(FSH) 1 smanjuje broj antrumskih folikula kod Zenki miSeva (Craig 1 Ziv-Gal, 2018). Pored toga,
studije sprovedene na modelu miSeva i pacova su pokazale da je izlaganje DBP za posledicu imalo
pojavu razlic¢itih reproduktivnih anomalija kod potomaka (Craig i1 Ziv-Gal, 2018). Pored navedenih
studija sprovedenih in vivo, istrazivanja sprovedena u uslovima in vitro su takode uglavnom bila
fokusirana na ispitivanje efekata DBP na nivou reproduktivnog sistema. Tako je pokazano da DBP
utice na funkciju Sertolijevih celija (Zhou i sar., 2020), spermatozoida (Xie i sar., 2019a) i
granuloza celija jajnika (Adir 1 sar.,, 2017) u uslovima in vitro. Studija sprovedena na kulturi
antrumskih folikula miSeva u uslovima in vitro je pokazala da izlaganje DBP smanjuje rast
antrumskih folikula, kao i da ispoljava povecanu citotoksi¢nost (Rasmussen i sar., 2017).

Epidemioloske studije koje su ispitivale uticaj ftalata na muski reproduktivni sistem su
uocile da je povecanje koncentracije DBP praceno smanjenjem koncentracije semene tecnosti
(Radke 1 sar., 2018). Pored toga, DBP podstice razvoj aneuploidije, a utice i na morfologiju,
motilnost 1 mobilnost spermatozoida (Mariana i sar., 2016; Radke 1 sar., 2018). Primeceno je da
studije koje su detektovale niZze koncentracije DBP pokazuju viSe statisticki znacajnih asocijacija
izmedu 1zlozenosti DBP 1 reproduktivnih poremecaja od studija koje su detektovale vise
koncentracije ovog ftalata (Radke i sar., 2018). Pored toga, nekoliko studija je uocilo trend pada
koncentracije testosterona kod muskaraca sa rastom detektovane koncentracije DBP u dozno-
zavisnom maniru (Radke 1 sar., 2018). Rezultati nekoliko studija sprovedenih na muZjacima pacova,
miSeva 1 zeCeva su pokazali da izlaganje DBP smanjuje nivo testosterona u serumu. Na muzjacima
pacova je potvrdeno da DBP izaziva fizioloSke poremecaje poput smanjene mase testisa i semenih
vezikula, degenerativnih promena u testisima, blage hiperplazije Lajdigovih ¢elija u seminifernim
tubulama 1 degeneracije 1 atrofije tubula, kao 1 prisustvo viSejedarnih germinativnih ¢elija, smanjen
broj i motilnost spermatozoida, smanjenu ili u potpunosti odsutnu spermatogenezu u vecini
seminifernih tubula 1 dr. (Czubacka i sar., 2021).

1.6.6. Efekti dibutil-ftalata na nivou kardiovaskularnog sistema

Toksic¢ni efekti DBP na nivou endokrinog i1 reproduktivnog sistema su detaljno izu€eni u
okviru mnogobrojnih epidemioloskih studija, kao i studija sprovedenih in vivo 1 in vitro (Foster 1
sar., 2000; Mariana 1 sar., 2016; Wang 1 sar., 2019a; Xie i sar., 2019a), dok su efekti ovog ftalata na
druge sisteme organa, ukljucujuci i kardiovaskularni, opisani u malom broju studija. Uticaj DEHP,
kao najzastupljenijeg ftalata, na kardiovaskularni sistem je ispitivan u mnogim studijama na
miSevima, pacovima, na humanim ¢elijama u uslovima in vitro, kao i u epidemioloskim studijama, i
ustanovljena je korelacija izmedu izlaganja ovom ftalatu 1 razvoja endotelne disfunkcije, inflamacije
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1 ateroskleroze (Chang i sar., 2021). Sa druge strane, podaci o DBP u kontekstu endotelne
disfunkcije i ateroskleroze su oskudni. Medutim, sve veci broj studija ukazuje na to da DBP moze
da utice na funkciju kardiovaskularnog sistema i da moze da poveca ucestalost KVB (Mariana 1
Cairrao, 2020). Rezultati epidemioloskih studija su pokazali pozitivnu korelaciju izmedu izloZenosti
ftalatima 1 razvoja ateroskleroze i KVB poput ishemijske bolesti srca i bolesti sr¢anih arterija kako
kod starijih, tako i kod mladih ispitanika (Lind i1 Lind, 2012; Wiberg i sar., 2014; Su i sar., 2019a;
2019b; Wang 1 sar., 2020). Medu retkim eksperimentalnim dokazima o Stetnim efektima DBP na
kardiovaskularni sistem su rezultati koje su objavili Wang i saradnici. Oni su ukazali na to da
koncentracije DBP koje su prisutne u zivotnoj sredini uti¢u na povecanu akumulaciju lipida u
humanim makrofagima (Wang i sar., 2020), Sto doprinosi razvoju ateroskleroze koja posledi¢no
vodi ka KVB. Osim toga, postoje studije koje su ukazale na uzro¢no-posledi¢ni odnos izmedu
prisustva metabolita DBP i drugih ftalata u serumu i metabolickog sindroma koji obuhvata grupu
poremecaja poput insulinske rezistencije, dislipidemije, hipertenzije i gojaznosti (pregledni rad
Mariana i Cairrao, 2020), a koji spadaju medu najznacajnije faktore rizika za razvoj KVB.

Broj studija sprovedenih na endotelnim ¢elijama u uslovima in vitro koje su za cilj imale
ispitivanje uticaja ftalata na funkciju ovih ¢elija je relativno ograni¢en. Tako postoje odredeni
podaci o uticaju DEHP i njegovog metabolita, dok su podaci o uticaju DBP znatno redi. Prema
dostupnoj literaturi, efekat DBP je do sada pracen na endotelnim ¢elijama krvnih sudova roznjace
(Kriiger i sar., 2012) i endometrijuma (Bredhult i sar., 2007). Tako su Kriiger i saradnici (2012)
pokazali da izlaganje endotelne Celijske linije roznjae B4G12 DBP dovodi do smanjene
proliferacije Celija 1 citotoksi¢nosti, kao 1 do povecane ekspresije interleukina IL-1, IL-8 i IL-6.
Bredhult i saradinici (2007) su na liniji humanih endotelnih ¢elija krvnih sudova endometrijuma
pokazali da DBP smanjuje proliferaciju ¢elija. U nasoj nedavno objavljenoj studiji smo prikazali
eksperimentalne rezultate izlaganja humane makrovaskularne Ccelijske linije EA.hy926
nanomolarnim koncentracijama DBP u trajanju od cetiri nedelje, kao i bioinformaticku obradu
dobijenih podataka u cilju identifikacije signalnih puteva, molekulskih funkcija, bioloskih procesa i
bolesti kod coveka koje se mogu dovesti u vezu sa izlaganjem DBP. FizioloSkim testovima je
utvrdeno da DBP povecava adheziju ¢elija za ECM 1 da smanjuje migraciju endotelnih ¢elija, kao 1
da povecava nivo iRNK za integrine. Identifikovane su tri najvaznije kategorije bolesti koje se
mogu dovesti u vezu sa izlaganjem DBP 1 vaskularnom disfunkcijom: kardiovaskularne bolesti,
cerebrovaskularne bolesti 1 bolesti imunskog sistema, ¢ime je prvi put pokazano da izlaganje DBP
predstavlja faktor rizika za pojavu razlicitih bolesti sa vaskularnom etiologijom (Stanic 1 sar., 2022).
Jos jedan znacajan podatak o efektima DBP na nivou humanih endotelnih ¢elija dolazi iz rezultata
studije Kong 1 saradnika (2022) koji su pokazali da akutno izlaganje EA.hy926 ¢elija nanomolarnim
koncentracijama DBP dovodi do povecanog stvaranja i lu¢enja MCP-1 u ¢elijski medijum, a koji je
zatim koriS¢en kao hemoatraktant za regrutovanje humanih monocita THP-1.

Do sada nije opisan tacan mehanizam toksi¢nog uticaja DBP na razvoj 1 progresiju KVB 1
ostalih bolesti koje nastaju usled disfunkcije vaskularnog endotela. Osim jedne studije koja je
ispitivala efekte DBP na pojavu hipertenzije kod miSeva (Xie 1 sar., 2019b), gotovo u potpunosti
nedostaju podaci iz studija sprovedenih in vivo 1 in vitro koji bi objasnili mehanizam delovanja DBP
na vaskularni endotel, a to znanje je neophodno radi razumevanja efekata i opasnosti izlaganja
vaskularnog sistema ovom ftalatu. Prethodnim radom (Stanic i sar., 2022) smo tek ,,zagrebali
povrsinu® ove teme, te uticaj DBP na endotelne Celije 1 njihovu funkciju ostaje nepoznat. Stoga se
uocava jasna potreba za sveobuhvatnim istrazivanjima kojima bi se ispitao uticaj DBP na endotelne
¢elije, sa posebnim akcentom na dugotrajno izlaganje ¢elija niskim koncentracijama DBP koje ima
za cilj da u eksperimentalnim uslovima imitira realnu izloZenost prosecnog ¢oveka. Pored toga, do
sada nisu opisani signalni putevi koji se aktiviraju u humanim endotelnim ¢elijama nakon izlaganja
DBP. Ovakva istrazivanja bi doprinela proSirivanju saznanja o efektima koje ovaj ftalat ispoljava na
nivou humanog endotela 1 kardiovaskularnog sistema u celini.
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2. Ciljevi

U ovoj doktorskoj disertaciji su ispitivani efekti dugotrajnog i kratkotrajnog izlaganja
humane endotelne ¢elijske linije EA.hy926 odabranim fizioloski relevantnim koncentracijama BPA
1 DBP. S tim u vezi, postavljena su cetiri cilja istrazivanja:

* Ispitati efekat dugotrajnog izlaganja odabranim koncentracijama BPA na funkcijske i
molekulske odgovore humanih endotelnih celija EA.hy926: metabolicka aktivnost/vijabilnost,
vezivanje monocita, vezivanje za zelatin, migracija ¢elija, propustljivost, stvaranje ROS i NO,
relativna ekspresija gena za ICAM-1, VCAM-1 1 E-selektin, proteine kljucne u vezivanju monocita,
kao i eNOS, enzima odgovornog za sintezu NO, ekspresija okludina i ZO-1, proteina koji imaju
ulogu u odrzavanju integriteta polupropustljive endotelne barijere.

+ Ispitati efekat kratkotrajnog izlaganja odabranim koncentracijama BPA na funkcijske i
molekulske odgovore humanih endotelnih celija EA.hy926: metabolicka aktivnost/vijabilnost,
vezivanje monocita, vezivanje za zelatin, migracija celija, propustljivost, stvaranje ROS 1 NO,
relativna ekspresija gena za ICAM-1, VCAM-1, E-selektin i eNOS, kao i relativna ekspresija i
aktivacija MMP-1, MMP-2 i MMP-9, enzima koji u€estvuju u degradaciji ECM 1 time omogucuju
migraciju endotelnih ¢elija, ekspresija okludina i ZO-1. Poseban akcenat je stavljen na ispitivanje
uloge receptora ER 1 GPER 1 signalnih puteva PI3K/Akt i ERK1/2 u stvaranju NO.

* Ispitati efekat dugotrajnog izlaganja odabranim koncentracijama DBP na funkcijske i
molekulske odgovore humanih endotelnih celija EA.hy926: metabolicka aktivnost/vijabilnost,
vezivanje monocita, vezivanje za Zzelatin, migracija ¢elija, propustljivost, stvaranje ROS i NO,
angiogeneza u uslovima in vitro, relativna ekspresija gena za ICAM-1, VCAM-1 1 E-selektin, kao 1
eNOS i VEGFR-2, VEGF-A i VE-kadherin koji imaju ulogu u angiogenezi, ekspresija okludina i
Z0O-1.

* Ispitati efekat kratkotrajnog izlaganja odabranim koncentracijama DBP na funkcijske i
molekulske odgovore humanih endotelnih celija EA.hy926: metabolicka aktivnost/vijabilnost,
vezivanje monocita, vezivanje za Zelatin, migracija Celija, propustljivost, stvaranje ROS 1 NO,
angiogeneza u uslovima in vitro, relativna ekspresija gena za ICAM-1, VCAM-1 1 E-selektin,
eNOS, VEGFR-2, VEGF-A 1 VE-kadherin, kao i relativna ekspresija i aktivacija MMP-1, MMP-2 i
MMP-9, ekspresija okludina i ZO-1. Poseban akcenat je stavljen na ispitivanje uloge receptora ER 1
GPER 1 signalnih puteva PI3K/Akt i ERK1/2 u stvaranju NO.
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3. Materijali i metode

3.1. Hemikalije

BPA (hemijska Cistoca >99%), DBP (hemijska ¢isto¢a >99%), Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM) sa 4 mM L-glutaminom 1 4,5 g/L glukoze, medijum RPMI-1640 sa 2 mM L-
glutaminom, 25 mM puferom HEPES (N-2-hidroksietilpiperazin-N-2-etansulfonska kiselina) i 4,5
g/L glukoze, rastvor penicilina (10.000 IU/mL) i streptomicina (10 mg/mL), sulforodamin B (SRB),
trihlorsiréetna kiselina (TCA), dimetil-sulfoksid (DMSO), natrijumdodecil-sulfat (eng. sodium
dodecyl sulfate, SDS), natrijum-azid, natrijum-deoksiholat, natrijum-piruvat, natrijum-fluorid,
natrijum-ortovanadat, etilendiamintetrasiretna kiselina (EDTA), 0,25% rastvor tripsin-EDTA,
albumin iz govedeg seruma (eng. bovine serum albumin, BSA), zelatin poreklom iz svinjske koze,
rastvor Hanks’ Balanced Salt (HBSS), fluorescein-izotiocijanat (FITC)-dekstran (FD40, Mw 40
kDa), 2',7'-dihlorodihidrofluorescein-diacetat (HDCFDA), fibronektin iz govede plazme (1 mg/mL
u 0,05 M puferu Tris, pH 7,5), Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250, Triton X-100, inhibitori
proteaza Roche Complete EDTA-free, Nw-nitro-L-arginin-metil-estar (L-NAME), ICI 182,780,
U0126, i vortmanin su nabavljeni od Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Nemacka). Od
Lonza (Walkersville, MD, SAD) je nabavljen 0,4% rastvor tripan plavog (eng. Trypan blue) u
0,85% NaCl. Sterilni fetalni govedi serum (eng. fetal bovine serum, FBS), HEPES, suplement HAT
(5 mM natrijum-hipoksantin, 20 uM aminopterin, 0,8 mM timidin), TNF-a, kalcein AM, Pierce
BCA Protein Assay Kit, SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate, SeeBlue Plus2
Pre-stained Protein Standard, reagens TRIzol i reagens alamarBlue™ Cell Viability su kupljeni od
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, SAD). NZYol, reagens za izolovanje RNK, je kupljen od
NZYTech (Lisabon, Portugalija). High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit za reverznu
transkripciju i Power SYBR Green PCR Master Mix za RT-qPCR su nabavljeni od Applied
Biosystems (Foster City, CA, SAD). Inhibitor G-15 je kupljen od Tocris/Bio-Techne (Minneapolis,
MN, SAD), dok je Cultrex Reduced Growth Factor Basement Membrane Extract, PathClear kupljen
od R&D Systems/Bio-Techne (Minneapolis, MN, SAD). Primarno zec¢je poliklonsko antitelo protiv
eNOS je nabavljeno od FineTest (Wuhan, Kina), dok je primarno ze¢je monoklonsko antitelo protiv
fosfo-eNOS (specificno detektuje fosforilaciju eNOS na poziciji Serl177) od Invitrogen-Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA, SAD). Primarna ze¢ja poliklonska antitela protiv fosfo-Akt
(Serd473), Akt i fosfo-p44/42 MAPK (ERK1/2) i primarno ze¢je monoklonsko antitelo protiv
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (GAPDH) su kupljeni od Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, SAD). Primarno mi$je monoklonsko antitelo protiv okludina i zecje poliklonsko
antitelo protiv ERK2 su kupljeni od Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, SAD), dok je primarno
kozje monoklonsko antitelo protiv ZO-1 od Abcam (Cambridge, UK). Sekundarna antitela vezana
za peroksidazu rena, 1 to protiv mi§jih, ze¢jih 1 kozjih primarnih antitela, su kupljena od Bio-Rad
(Hercules, CA, SAD). VECTASHIELD® PLUS Antifade Mounting Medium with DAPI nabavljen
je od Vector Laboratories (Newark, CA, SAD). Ostale hemikalije su bile analitiCke ¢istoce.

3.2. Gajenje Celija u kulturi
3.2.1. Celijska linija EA.hy926

Celijska linija na kojoj je ispitivan uticaj kratkotrajnog (akutnog) i dugotrajnog (hroni¢nog)
izlaganja BPA i DBP je kontinuirana éelijska linija EA.hy926 (ATCC® CRL-2922, www.atcc.org),
nastala fuzijom HUVEC sa klonom kontinuirane ¢elijske linije humanog adenokarcinoma pluca
AS549 rezistentnim na tioguanin nakon izlaganja polietilen-glikolu (Edgell i sar., 1983). EA.hy926
¢elije (slika 3.1) su po morfologiji epitelne, adherentne ¢elije koje pri dovoljnoj gustini formiraju
kontinuirani jednosloj. EA.hy926 celije ispoljavaju morfoloSke, fenotipske 1 funkcijske
karakteristike humanih makrovaskularnih endotelnih ¢elija (Edgell i sar., 1990; Ahn i sar., 1995),
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ali za razliku od primarnih endotelnih ¢elija imaju sposobnost da se neograni¢eno dele 1 proliferisu,
te stoga predstavljaju pogodan model za ispitivanja funkcijskih i molekulskih promena na
endotelnim ¢elijama u uslovima in vitro, narocito tokom duzeg vremenskog perioda.

Slika 3.1. Izgled EA.hy926 celija pod invertnim svetlosnim mikroskopom.
Celije su konfluentne (A) ~30% i (B) ~90%.

EA.hy926 ¢elije su gajene u sterilnim flaskovima kao jednoslojna kultura u DMEM sa 4,5
g/L glukoze 1 4 mM L-glutaminom kome su dodavane slede¢e komponente: 10% FBS, 1%
penicilin-streptomicin, 1,5 g NaHCO3;, 0,11 g/L natrijum-piruvat, 10 mM HEPES i 4% HAT.
Medijum sa svim dodatim komponentama ¢e se u daljem tekstu nazivati kompletnim medijumom.
Celije su za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog izlaganja gajene u sterilnim flaskovima povrsine
25 cm? (T-25), dok su za potrebe kratkotrajnih tretmana gajene u sterilnim flaskovima povriine 75
cm? (T-75). Celije u flaskovima su gajene u CO, inkubatoru, u strogo kontrolisanim uslovima, na
temperaturi od 37 °C, u vlaznoj atmosferi sa 5% COz. Medijum je menjan svaka tri ili Cetiri dana,
tokom pasaziranja ¢elija. Celije su pasaZirane nakon §to su zauzimale 80-90% povrsine flaska.
Pasaziranje je zapo€injano uklanjanjem medijuma iz flaska i ispiranjem celija sa 10 mL fizioloSkog
rastvora puferisanog fosfatnim puferom (eng. phosphate-buffered saline, PBS; 140 mM NaCl, 27
mM KCI, 10 mM Na;HPOg4, 1,8 mM KH>POs4, pH 7,4) u cilju uklanjanja ostataka medijuma i FBS
koji sadrzi inhibitore tripsina. U cilju odlepljivanja ¢elija sa povrSine flaska dodavano je 1 ili 2 mL
0,25% rastvora tripsin-EDTA (1 mL kada su ¢elije gajene u flaskovima T-25, odnosno 2 mL kada
su gajene u flaskovima T-75), u kom su Celije inkubirane 3 min na 37°C. Nakon S§to su se celije
odlepile, u flask je dodavana 2,5 puta veca zapremina kompletnog medijuma od pocetne zapremine
rastvora tripsin-EDTA, dakle 2,5 mL kompletnog medijuma u flask T-25, odnosno 5 mL u flask T-
75. Suspenzija celija je potom homogenizovana provlacenjem kroz pipetu viSe puta, a zatim
prebacivana u tubu i centrifugirana 5 min na 400 xg. Supernatant je potom uklanjan iz tube, a talog
¢elija resuspendovan u svezem kompletnom medijumu (4 mL kada su ¢elije gajene u flaskovima T-
25, odnosno 10 mL kada su gajene u flaskovima T-75). Broj ¢elija u suspenziji odredivan je testom
TBE (eng. trypan blue exclusion assay) koji se zasniva na tome da mrtve ili oStecene Celije kod
kojih je naruSen integritet ¢elijske membrane usvajaju rastvor tripan plavog pri ¢emu se boje, dok
zive vitalne ¢elije ostaju neobojene. Rastvor tripan plave boje (0,4%) i suspenzija ¢elija meSani su u
odnosu 1:1, a potom je izdvajan alikvot bojene suspenzije od 10 uL 1 nanoSen u obe Nojbauerove
komore (eng. Neubauer chamber) hemocitometra. Zive ¢éelije su brojane u A kvadratima komora pri
uvecanju 100x na invertnom svetlosnom mikroskopu. Broj ¢elija u 1 mL suspenzije je dobijan
mnoZenjem srednje vrednosti broja ¢elija u obe komore, razblaZenja suspenzije za brojanje i 10,
Tokom izrade disertacije je nabavljen automatski broja¢ Luna II, te je test TBE raden pomocu ovog
brojaca tako Sto je alikvot bojene suspenzije od 10 pL nanoSen na ploc€icu za brojanje. Automatskim
brojac¢em je potom odredivan broj zivih ¢elija u 1 mL suspenzije, kao i procenat vijabilnosti. Posle
brojanja je u flaskove T-25 prebacivano po 0,45 x 10° ¢elija (za &etiri dana u kulturi) ili 0,75 x 10°
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¢elija (za tri dana u kulturi) u ukupnoj zapremini kompletnog medijuma od 6 mL. U flaskovima T-
25 su celije gajene za potrebe dugotrajnog izlaganja celija BPA i1 DBP, te su naredna 3 h ¢elije
ostavljane u inkubatoru kako bi se zalepile za dno flaska, nakon ¢ega su dodavani odgovarajuci
tretmani prema protokolu opisanom u potpoglavlju 3.3.1. Posle brojanja celija za potrebe
kratkotrajnog izlaganja ¢elija BPA i DBP je u flaskove T-75 prebacivano po 1,5 x 10° ¢elija (za
Setiri dana u kulturi) ili 2,5 x 10° ¢elija (za tri dana u kulturi).

3.2.2. Celijska linija U937

U937 je kontinuirana celijska linija humanih monocita. U937 c¢elije su koris¢ene u
eksperimentima u kojima je ispitivano vezivanje monocita za endotelne celije. U937 celije su
gajene u suspenziji na temperaturi od 37°C, u vlaznoj atmosferi sa 5% CO; u medijumu RPMI-
1640 sa 4,5 g/l glukoze 1 dodavanim slede¢im komponentama: 10% FBS, 1% penicillin-
streptomicin, 2,2 g/L NaHCOs i 0,11 g/L natrijum-piruvat. Celije su pasaZirane kada su dostizale
gustinu od 1,5 x 10° - 2 x 10° ¢elija po 1 mL tako §to je suspenzija ¢elija centrifugirana 6 min na
300 xg, a potom je talog ¢elija resuspendovan u svezem medijumu. Broj celija u suspenziji je
odredivan kao $to je opisano u potpoglavlju 3.2.1. Deo Celija je potom koriS¢en za potrebe
eksperimenta, a deo je vraéan u flask u gustini od oko 0,2 x 10° ¢elija po mL u cilju dalje
propagacije Celijske kulture.

3.3. Izlaganje EA.hy926 Celija bisfenolu A i dibutil-ftalatu
3.3.1. Dugotrajno izlaganje EA.hy926 cCelija bisfenolu A i dibutil-ftalatu

EA.hy926 ¢elije iz kriotubica poreklom od tri ili Cetiri razli¢ita datuma zamrzavanja su
odmrzavane za potrebe dugotrajnog izlaganja ¢elija BPA ili DBP, redom, i gajene u odvojenim
flaskovima T-25 tokom dve nedelje (na nacin opisan u potpoglavlju 3.2.1), nakon ¢ega su celije iz
svakog pojedinacnog flaska rasporedivane u po cetiri flaska T-25 — jedan je predstavljao kontrolni
flask, a ¢elije u preostala tri flaska su izlagane razli¢itim koncentracijama BPA ili DBP. Na taj nacin
je od svake kriotubice dobijena po jedna kontrolna i tri tretirane grupe ¢elija, odnosno dobijena su
po tri ili Cetiri nezavisna ponavljanja (bioloska replikata) kontrole i tretmana, te je ukupan broj
flaskova u eksperimentu bio 12 za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 celija
BPA, odnosno 16 za eksperiment u kom su éelije izlagane DBP (slika 3.2). Celije su pasazirane dva
puta nedeljno, utorkom i petkom, kada je u flaskove vraéano po 0,75 x 10° i 0,45 x 10° ¢elija,
redom.

Za potrebe dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija BPA, ¢elije koje su predstavljale kontrolu
su direktno u flasku bile izlagane rastvaracu (0,1% apsolutni etanol), dok su preostale grupe cCelija
bile izlagane odabranim koncentracijama BPA — 10° M, 10® M i 107 M. Radni rastvori BPA su
pravljeni tako Sto je BPA, Cvrsta supstanca molarne mase 228,29 g/mol, rastvaran u apsolutnom
etanolu u tri sukcesivna razblazenja pri cemu su dobijena tri radna rastvora slede¢ih koncentracija:
10* M, 10° M i 10°® M BPA. Radni rastvori su prilikom dodavanja tretmana u flaskove
razblaZivani u kompletnom medijumu 1.000 puta do finalnih koncentracija 107 M, 10 M i 10° M
BPA. Koncentracija apsolutnog etanola u kontroli je odgovarala koncentraciji u svim tretmanima 1
nije prelazila 0,1%.
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Slika 3.2. Sematski prikaz raspodele EA.hy926 éelija iz kriotubica u flaskove za potrebe dugotrajnog
izlaganja ¢elija odabranim koncentracijama bisfenola A i dibutil-ftalata (10° M, 10® M, 107 M).
Slika je kreirana u programu BioRender (https://www.biorender.com).

Za potrebe dugotrajnog izlaganja EA.hy926 celija DBP, ¢elije koje su predstavljale kontrolu
su direktno u flasku bile izlagane rastvaracu (0,05% DMSO), dok su preostale grupe celija bile
izlagane odabranim koncentracijama DBP — 10° M, 10® M i 10”7 M. Sukcesivnim razblaZivanjem
osnovnog rastvora DBP (3,772 M) u DMSO su pripremana tri radna rastvora sledeéih
koncentracija: 2 x 10* M, 2 x 10° M i 2 x 10% M DBP. Radni rastvori su prilikom dodavanja
tretmana u flaskove razblazivani u kompletnom medijumu 2.000 puta do finalnih koncentracija 10~
M, 10® M i 10° M DBP. Koncentracija DMSO u kontroli odgovarala je koncentraciji u svim
tretmanima i nije prelazila 0,05%.

Tokom dugotrajnog izlaganja ¢elija BPA u trajanju od 14 nedelja i DBP u trajanju od 12
nedelja, EA.hy926 éelije su izlagane nanomolarnim koncentracijama BPA, odnosno DBP (107 M,
108 M i 107 M u kompletnom medijumu) i rastvara¢u (kompletan medijum sa 0,1% apsolutnim
etanolom, odnosno 0,05% DMSO) cetiri puta nedeljno: dva puta prilikom pasaZiranja celija,
utorkom 1 petkom, i1 dva puta tokom gajenja Celija izmedu dve pasaze, ponedeljkom i ¢etvrtkom. Na
taj nacin je postignuto dugotrajno ponavljano izlaganje ¢elija BPA 1 DBP sa ciljem da se u
eksperimentalnim uslovima imitira realna hroni¢na izloZenost prose¢nog coveka ovim EDC.
Tretmani su utorkom i petkom u flaskove dodavani 3 h nakon pasaZziranja ¢elija, kako bi se izbegao
efekat tretmana na vezivanje ¢elija za podlogu.

Koncentracije BPA su odabirane na osnovu realne izloZenosti ljudi u radnom 1 Zivotnom
okruZenju i na osnovu detektovanih koncentracija BPA u serumu i plazmi ispitanika iz opSte ljudske
populacije (Kaddar i sar., 2009; pregledni rad Vandenberg i sar., 2010; Posnack, 2014; pregledni
rad Jalal i sar., 2018). Koncentracija BPA od 10”7 M je uzimana kao gornji limit, odnosno najvisa
koncentracija koja se moze primeniti kao niska koncentracija u studijama koje se sprovode u
uslovima in vitro (Wetherill i sar., 2007).

Koncentracije DBP su odabirane na osnovu realne izloZenosti ljudske populacije ovom EDC
(Reddy 1 sar., 2006; Hogberg i sar., 2008) 1 prisustva MBP, glavnog metabolita DBP, u humanoj
plazmi i urinu (Silva 1 sar., 2003; Becker 1 sar., 2009; Saravanabhavan 1 sar., 2013; Geens 1 sar.,
2014; Gomez Ramos i sar., 2016). Koncentracija DBP od 10" M je uzimana za gornji limit koji se
smatra niskom koncentracijom za potrebe sprovodenja studija u uslovima in vitro, po uzoru na
princip primenjen kod studija sa BPA (Wetherill i sar., 2007).
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3.3.2. Kratkotrajno izlaganje EA.hy926 ¢elija bisfenolu A i dibutil-ftalatu

Za potrebe ispitivanja uticaja kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija BPA i DBP, ¢elije su
gajene u flaskovima u standardnim uslovima, a pri pasaziranju su sadene u odgovarajuce ploce za
¢elijske kulture ili Petri posude, gde su potom izlagane odabranim koncentracijama BPA ili DBP.
EA.hy926 ¢elije su gajene u flaskovima T-75 u kompletnom medijumu kako je prethodno opisano u
potpoglavlju 3.2.1. Celije su pasaZirane dva puta nedeljno, ponedeljkom i petkom, pri ¢emu je u
flask, za potrebe propagacije ¢elijske kulture, vraéano po 1,5 x 101 2,5 x 10° ¢elija, redom. Celije
su za potrebe kratkotrajnih izlaganja sadene ponedeljkom u odgovarajuée ploce za ¢elijske kulture
ili Petri posude, a zatim su nakon 24 h u medijum dodavani odgovarajuéi tretmani, prema protokolu
opisanom u narednim pasusima.

Za potrebe kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija BPA, c¢elije koje su predstavljale
kontrolu su u bunari¢ima odgovarajuc¢e ploCe za ¢elijske kulture ili Petri posudama bile izlagane
rastvaracu (0,1% apsolutni etanol), dok su preostale grupe Ccelija bile izlagane odabranim
koncentracijama BPA — 107 M, 10°° M i 10 M. Radni rastvori BPA su pravljeni tako $to je BPA,
¢vrsta supstanca molarne mase 228,29 g/mol, rastvaran u apsolutnom etanolu u tri sukcesivna
razblazenja pri ¢emu su dobijena tri radna rastvora sledeéih koncentracija: 102 M, 10° M i 10* M
BPA. Radni rastvori su prilikom dodavanja tretmana u bunari¢e ili posude razblazivani u
kompletnom medijumu 1.000 puta do finalnih koncentracija 10° M, 10° M i 107 M BPA.
Koncentracija apsolutnog etanola u kontroli je odgovarala koncentraciji u svim tretmanima 1 nije
prelazila 0,1%.

Za potrebe kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 c¢elija DBP, celije koje su predstavljale
kontrolu su u bunari¢ima odgovarajuce ploce za Celijske kulture ili Petri posudama bile izlagane
rastvaracu (0,05% DMSO), dok su preostale grupe ¢elija bile izlagane odabranim koncentracijama
DBP — 10 M, 10° M i 10* M. Sukcesivnim razblaZivanjem osnovnog rastvora DBP (3,772 M) u
DMSO su pripremana tri radna rastvora sledeé¢ih koncentracija: 2 x 10 M, 2x 102 M i2x 10° M
DBP. Radni rastvori su prilikom dodavanja tretmana u bunari¢e ili posude razblazivani u
kompletnom medijumu 2.000 puta do finalnih koncentracija 10* M, 10° M i 10°® M DBP.
Koncentracija DMSO u kontroli odgovarala je koncentraciji u svim tretmanima i nije prelazila
0,05%.

EA.hy926 celjje su izlagane odabranim koncentracijama BPA ili DBP u trajanju od 15 min
do 48 h, u zavisnosti od postavke eksperimenta (detaljnije opisano u narednim poglavljima). Za
potrebe eksperimenata u kojima su EA.hy926 Ccelije kratkotrajno izlagane odabirane su
koncentracije BPA koje odgovaraju akutnom trovanju ljudi ili izlaganju ovom EDC u posebnim
okolnostima (neonatalna intenzivna nega, pacijenti na dijalizi, industrijski radnici 1 dr.) (Krieter 1
sar., 2013; Posnack, 2014). Koncentracije DBP koje su koriS¢ene u eksperimentima u kojima su
EA.hy926 ¢elije kratkotrajno izlagane su vise od fizioloskih, odnosno vise od koncentracija kojima
su ljudi rutinski izlozeni u Zivotnom okruZenju, medutim pokazano je da upravo ove visoke
koncentracije odgovaraju koncentracijama DBP kojima industrijski i drugi radnici mogu biti
profesionalno izlozeni na radnom mestu (Johns 1 sar., 2015; pregledni rad Fréry 1 sar., 2020).

3.4. Ispitivanje metabolicke aktivnosti ¢elija testom sa bojom alamarBlue™

Za procenu citotoksi¢nosti odabranih koncentracija BPA i DBP, kojima su dugotrajno ili
kratkotrajno izlagane EA.hy926 ¢elije, koriScen je test sa bojom alamarBlue™. Test se zasniva na
detekciji fluorescentnog signala redukovane boje alamarBlue™ (resazurina) koji poti¢e od zivih,
metabolicki aktivnih Celija. Resazurin je jedinjenje plave boje, nefluorescentno i netoksi¢no u svom
oksidovanom obliku. Nakon ulaska u Zive ¢elije, resazurin se redukuje do rezorufina, jedinjenja
crvene boje koje odlikuje visok nivo fluorescencije. Merenjem fluorescencije mogu se detektovati
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promene u metabolickoj aktivnosti ¢elija, a Sto se posredno moze dovesti u vezu sa vijabilnos¢u
¢elija, bududi da su vijabilne ¢elije metabolicki aktivnije.

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 (celija odabranim
koncentracijama BPA i1 DBP na vijabilnost ¢elija, EA.hy926 ¢elije su uzimane iz svakog flaska
nakon dve, Cetiri, osam, dvanaest i Cetrnaest nedelja izlaganja BPA, odnosno tri, Sest, devet i
dvanaest nedelja izlaganja DBP, a zatim sadene u plo¢u sa 96 bunariéa, 2,5 x 10* ¢elija u 150 pL
kompletnog medijuma u osam bunari¢a. Nakon lepljenja ¢elija u trajanju od 3 h na 37°C na
postoje¢i medijum u odgovaraju¢im bunari¢ima je dodavano po 50 uL razblaZenih radnih rastvora
BPA, odnosno DBP i odgovaraju¢e kontrole da bi se dobile odgovarajuée finalne koncentracije
tretmana. Posle 48 h, medijum je uklanjan multikanalnom pipetom, nakon ¢ega je u svaki bunari¢
dodavano po 70 pL 10% rastvora boje alamarBlue™ koji je pripreman u kompletnom medijumu.
Pored toga, u osam bunarica bez ¢elija je dodavana ista zapremina 10% rastvora boje alamarBlue™
u kompletnom medijumu kako bi se izmerio fluorescentni signal koji potice od same boje. Ploca je
zatim inkubirana 2 h u mraku na 37°C, nakon cega su rezultuju¢e fluorescencije merene na
fluorimetru Thermo Labsystems Fluoroskan Ascent sa prethodno podesenim talasnim duzinama:
talasna duZina ekscitacije Aex = 540 nm 1 talasna duZina emisije Aem = 590 nm. Signal poreklom od
alamarBlue™ (bez c¢elija) oduziman je od vrednosti dobijenih u svim tretiranim bunari¢ima (sa
¢elijama). Kvantifikacija dobijenih rezultata uradena je na taj nacin Sto je za svaki tretman i
kontrolu racunata srednja vrednost fluorescentnog signala, a potom je metabolicka aktivnost
EA .hy926 ¢elija izrazavana kao procenat metaboli¢ke aktivnosti ¢elija u odnosu na kontrolu.

Za potrebe ispitivanja uticaja kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim
koncentracijama BPA i DBP na vijabilnost ¢elija za svaki tretman i kontrolu u plo¢u sa 96 bunari¢a
sadeno je po 2 x 10* éelija u 150 uL kompletnog medijuma u osam bunari¢a. Nakon 24 h, na
postoje¢i medijum u odgovaraju¢im bunari¢ima je dodavano po 50 pL razblazenih radnih rastvora
BPA, odnosno DBP i odgovarajuce kontrole kako bi se postigle odgovarajuce finalne koncentracije
tretmana. Posle 24 i 48 h, medijum je pazljivo uklanjan multikanalnom pipetom, nakon cega je u
svaki bunari¢ dodavano po 70 pL 10% rastvora boje alamarBlue™ u kompletnom medijumu. U
svaki eksperiment je ukljuceno 1 odredivanje fluorescencije poreklom od same boje alamarBlue™,
kao $to je opisano u prethodnom pasusu. Izmeren je intenzitet fluorescentnog signala, a zatim je
kvantifikacija dobijenih rezultata uradena na prethodno opisan nacin.

3.5. Ispitivanje vezivanja monocita za endotelne Celije

Za procenu uticaja dugotrajnog 1 kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija odabranim
koncentracijama BPA i1 DBP na vezivanje monocita koriS¢en je test vezivanja humanih monocita
U937 za jednosloj endotelnih Celija. Test se zasniva na detekciji fluorescentnog signala poreklom
od U937 ¢celija obelezenih fluorescentnom bojom kalcein AM nakon vezivanja za jednosloj
EA.hy926 ¢elija. Merenjem fluorescencije, odnosno odredivanjem broja vezanih monocita, mogu se
detektovati promene u hemoatrakciji monocita od strane EA.hy926 celija, Sto se posredno moze
dovesti u vezu sa aktivacijom endotelnih ¢elija.

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 <¢elija odabranim
koncentracijama BPA 1 DBP na vezivanje monocita za jednosloj endotelnih ¢elija, EA.hy926 ¢elije
su uzimane iz svakog flaska nakon pet, devet 1 Cetrnaest nedelja izlaganja BPA, odnosno tri, Sest,
devet i dvanaest nedelja izlaganja DBP, a zatim sadene u Petri posude precnika 35 mm (u daljem
tekstu: 35 mm posude), 0,75 x 10° éelija u 1,5 mL kompletnog medijuma po 35 mm posudi. Nakon
lepljenja celija u trajanju od 3 h na 37°C, na postoje¢i medijum u odgovarajuéim 35 mm posudama
je dodavano po 1,5 mL razblaZenih radnih rastvora BPA, odnosno DBP 1 odgovarajuce kontrole da
bi se dobile odgovarajuce finalne koncentracije tretmana. Na ovaj nacin su dugotrajni tretmani
nastavljani u plo¢ama narednih 48 h. U eksperimentu sa BPA je u cCetrnaestoj nedelji izlaganja
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EA.hy926 celija zasadeno dva seta posuda, odnosno od svakog flaska su celije zasadene u po dve
35 mm posude. Drugi set posuda je, osim $to je izlagan odgovarajuim tretmanima, dodatno
stimulisan sa proinflamacijskim citokinom TNF-a u koncentraciji od 10 ng/mL, budu¢i da se
monociti vezuju za endotelne ¢elije u uslovima inflamacije. Stimulacija sa TNF-a je trajala 24 h pre
izvodenja eksperimenta, odnosno dodavanja monocita U937 obelezenih kalceinom AM.

U937 ¢Celije su obelezavane fluorescentnom bojom kalcein AM neposredno pred izvodenje
eksperimenta tako Sto je odgovarajuéi broj ¢elija inkubiran 30 min na 37°C u rastvoru boje kalcein
AM. Koris¢eno je 10 puL kalcein AM koncentracije 1 mg/mL u 1 mL medijuma RPMI-1640 bez
seruma za 10 x 10° ¢elija da bi se dobila finalna koncentracija boje od 1 pg/mL; koli¢ina je
preracunavana spram broja U937 celija potrebnih za izvodenje eksperimenta. Nakon isteka
inkubacije, ¢elije su centrifugirane 5 min na 300 xg, supernatant je potom uklanjan i éelije ispirane
tri puta rastvorom PBS, po 5 mL u svakom ispiranju, kako bi se isprala nevezana boja kalcein AM.
Izmedu ispiranja su celije centrifugirane 5 min na 300 xg. Nakon poslednjeg ispiranja su ¢elije
resuspendovane u medijumu RPMI-1640 sa 10% FBS (2 x 10° éelija je resuspendovano u 1 mL
medijuma; zapremina medijuma je preracunavana spram broja U937 ¢elija). EA.hy926 ¢elije u 35
mm posudama su ispirane dva puta rastvorom HBSS, 2 mL po posudi, nakon ¢ega je suspenzija
U937 ¢Celija obelezenih bojom kalcein AM dodavana preko EA.hy926 ¢elija u 35 mm posudama (2
x 108 U937 ¢elija po posudi). Ploge su potom inkubirane 1 h na 37°C. Nakon isteka inkubacije,
ploc¢e su ispirane dva puta rastvorom HBSS, 2 mL po posudi, u cilju uklanjanja nevezanih
monocita. Nakon poslednjeg ispiranja je u svaku 35 mm posudu dodavano po 1 mL rastvora HBSS.
Potom su fluorescentno obelezene U937 ¢elije vezane za jednosloj EA.hy926 ¢elija fotografisane na
fluorescentnom mikroskopu Axio Imager.A2 (Zeiss, White Plains, NY, SAD) uz kori$¢enje
odgovarajuc¢eg filtera (FITC). Kvantifikacija dobijenih vidnih polja je uradena koris¢enjem
programa NIH Image J (https://Image J.nih.gov/) na taj nain $to su na fotografijama sa
fluoresecentnog mikroskopa brojane U937 ¢elije obelezene fluorescentnom bojom kalcein AM. Za
svaki tretman 1 kontrolu je racunata srednja vrednost boja vezanih U937 ¢€elija, a potom je vezivanje
monocita za jednosloj endotelnih ¢elija izrazavano kao procenat U937 Celija koje su se vezale za
EA_.hy926 ¢elije u odnosu na kontrolu.

Za potrebe ispitivanja uticaja kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 C¢elija odabranim
koncentracijama BPA 1 DBP na vezivanje monocita za jednosloj endotelnih ¢elija, za svaki tretman
i kontrolu je u 35 mm posude sadeno po 0,75 x 10° ¢elija u 2 mL kompletnog medijuma, po jedna
35 mm posuda za svaki tretman (za odredivanje vezivanja monocita pomocu fluorescentnog
mikroskopa) ili je u plotu sa 96 bunariéa sadeno po 2,5 x 10* éelija u 150 uL kompletnog
medijuma, po 8 bunarica za svaki tretman (za odredivanje vezivanja monocita pomocu fluorimetra).
Posude 1 plo¢e su potom odlagane u inkubator na 37°C. Nakon 24 h, iz 35 mm posuda je uklanjan
medijum i1 dodavano je po 3 mL odgovarajucih tretmana BPA ili DBP u kompletnom medijumu,
dok je iz ploc¢a sa 96 bunari¢a takode uklanjan medijum i dodavano je po 200 pL odgovaraju¢ih
tretmana BPA ili DBP u kompletnom medijumu. Posude i plo¢e su odlagane u inkubator na 37°C
tako da je izlaganje BPA trajalo 48 h, a izlaganje DBP 24 h. U pojedinim eksperimentima sa DBP,
gde je to naznaceno, EA.hy926 celije su tokom 45 min pretretirane sa: antagonistom ER ICI
182,780 (5 puM), antagonistom GPER G-15 (5 uM), inhibitorom MEKI1/2 U0126 (5 uM) i
inhibitorom PI3K vortmaninom (1 uM). Po isteku tretmana su U937 celije obelezavane bojom
kalcein AM neposredno pred izvodenje eksperimenta kao Sto je prethodno objasnjeno 1 potom su
stavljane preko jednosloja EA.hy926 ¢elija u posudama ili plo¢ama (2 x 10° ¢elija po 35 mm posudi
ili 0,5 x 10° ¢elija po jednom bunari¢u plode sa 96 bunari¢a). Nakon inkubacije na 37°C u trajanju
od 1 h, posude i ploce su ispirane dva puta rastvorom HBSS (2 mL po 35 mm posudi ili 200 pL po
jednom bunari¢u ploce sa 96 bunari¢a), u cilju uklanjanja nevezanih monocita. Potom su
fluorescentno obeleZzene U937 celije vezane za jednosloj EA.hy926 celija u 35 mm posudama
fotografisane na fluorescentnom mikroskopu, a dobijeni rezultati kvantifikovani kao §to je vec
opisano. Intenzitet fluorescencije u plo¢ama sa 96 bunari¢a meren je na fluorimetru Thermo
Labsystems Fluoroskan Ascent sa prethodno podeSenim talasnim duzinama: talasna duZina
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ekscitacije Aex = 485 nm i talasna duzina emisije Aem = 538 nm. Kvantifikacija rezultata dobijenih
pomocu fluorimetra radena je na taj nacin $to je za svaki tretman i kontrolu racunata srednja
vrednost fluorescentnog signala poreklom od vezanih U937 ¢elija obelezenih fluorescentnom bojom
kalcein AM, a potom je vezivanje monocita za jednosloj endotelnih ¢elija izrazeno kao procenat
U937 Celija koje su se vezale za EA.hy926 ¢elije u odnosu na kontrolu.

3.6. Ispitivanje vezivanja cCelija za Zelatin

Za procenu uticaja odabranih koncentracija BPA i DBP na vezivanje endotelnih ¢elija za
komponente ECM kori$¢en je test vezivanja EA.hy926 ¢elija za zelatin.

Za potrebe ispitivanja dugotrajnog efekta oba EDC na vezivanje endotelnih celija za
proteine ECM, EA.hy926 ¢celije su uzimane iz svakog flaska nakon pet, devet i Cetrnaest nedelja
izlaganja BPA, odnosno tri, Sest, devet i dvanaest nedelja izlaganja DBP, po 0,5 x 10° éelija od
svakog flaska. Celije su zatim centrifugirane 5 min na 400 xg nakon &ega je supernatant uklanjan.
Talog ¢elija je resuspendovan u 1 mL rastvora PBS, ponovo centrifugiran i potom resuspendovan u
1,25 mL pufera za adheziju (DMEM bez seruma, pH 7,4, sa 0,5% BSA, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,
1 0,2 mM MnCl,). U pufer za adheziju su pre dodavanja celija dodavani 1 odgovarajuéi tretmanti,
kako bi se izlaganje nastavilo i tokom eksperimenta. Po 1 mL suspenzije ¢elija u puferu za adheziju
je sadeno u ploce sa 12 bunari¢a koje su prethodno obloZene Zelatinom. Oblaganje Zelatinom je
podrazumevalo sledece: dan pre eksperimenta su bunarici ploca oblagani zelatinom tako $to je po
0,5 mL 1% rastvora Zelatina dodavano u svaki bunari¢ 1 ostavljano da stoji 1 h na sobnoj
temperaturi. Nakon inkubacije je Zelatin uklanjan, a plo¢a ostavljana da se bunari¢i osuse 45 min na
sobnoj temperaturi. Bunari¢i su potom ispirani rastvorom PBS, 1 mL po bunari¢u, i ostavljani do
upotrebe. Na dan eksperimenta, ploc¢e su blokirane rastvorom 1% BSA u PBS, 1 mL po bunaricu.
Blokiranje je trajalo najmanje 1 h nakon ¢ega je rastvor uklanjan, a bunariéi ispirani rastvorom
PBS, 1 mL po bunari¢u. Zatim je po bunariéu sadeno 0,4 x 10° éelija iz svakog flaska u 1 mL
pufera za adheziju. Ploce su potom inkubirane na 37°C u trajanju od 30 min. Nakon isteka
inkubacije celije su tri puta pazljivo ispirane Cistim medijumom, 1 mL po bunariu, 1 potom
fotografisane na invertnom svetlosnom mikroskopu. Broj vezanih Celija za Zelatin je zatim
kvantifikovan pomocu testa sa bojom SRB (opisano u poglavlju 3.7), a vezivanje ¢elija za ECM je
izrazeno kao procenat EA.hy926 ¢elija koje su se vezale za Zelatin u odnosu na kontrolu.

Za potrebe ispitivanja kratkotrajnog delovanja BPA 1 DBP na EA.hy926 ¢elije 1 njihovo
vezivanje za komponente ECM, za svaki tretman i kontrolu je u 35 mm posude sadeno po 1,5 x 10°
¢elija u 2 mL kompletnog medijuma po posudi, jedna 35 mm posuda za svaki tretman. Sledeceg
dana je u posude dodavano po 2 mL odgovarajucih tretmana BPA ili DBP u kompletnom medijumu
uz prethodno uklanjanje postojeceg medijuma iz posude. Nakon 24 h izlaganja Celije su ispirane
dva puta rastvorom PBS u zapremini od 2 mL, a zatim je dodavano 0,5 mL tripsina po posudi.
Celije su u rastvoru tripsina inkubirane 3 min na 37°C. Nakon isteka inkubacije u posude je
dodavano po 1,5 mL kompletnog medijuma kako bi se zaustavilo delovanje tripsina. Suspenzija
¢elija je meSana nekoliko puta provlacenjem kroz pipetu, a potom centrifugirana 5 min na 400 xg.
Nakon centrifugiranja je uklanjan supernatant, talog celija je resuspendovan u 3 mL rastvora PBS, a
zatim ponovo centrifugiran 5 min na 400 xg. Supernatant je potom uklanjan, a talog celija
resuspendovan u 1,5 mL pufera za adheziju. Celije su potom brojane, po 0,6 x 10° ¢elija je odvajano
u poseban set tubica, a zapremina je dopunjena do 1,5 mL puferom za adheziju. U pufer za adheziju
sa suspenzijom celija su dodavani i odgovarajuéi tretmani, kako bi se izlaganje nastavilo i tokom
eksperimenta. Po 1 mL suspenzije Celija u puferu za adheziju je sadeno u ploce sa 12 bunarica (0,4
x 10° ¢elija po bunari¢u) koje su prethodno oblozene Zelatinom i blokirane rastvorom 1% BSA u
PBS po gore opisanom protokolu. Ploce su potom inkubirane na 37°C u trajanju od 30 min. Nakon
isteka inkubacije, ¢elije su tri puta pazljivo ispirane ¢istim medijumom, 1 mL po bunari¢u, i potom
fotografisane na invertnom svetlosnom mikroskopu. Broj zalepljenih ¢elija je zatim kvantifikovan
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pomocu testa sa bojom SRB (opisano u poglavlju 3.7), a vezivanje ¢elija za ECM je izraZzeno kao
procenat EA.hy926 ¢elija koje su se vezale za Zelatin u odnosu na kontrolu.

3.7. Odredivanje broja ¢elija testom sa bojom sulforodamin B

Test se zasniva na tome Sto odredeni aminokiselinski ostaci ¢elijskih proteina usvajaju
negativno obojeni ljubiCasti aminoksantin sulforodamin B (SRB). Veci broj ¢elija usvaja vecu
koli¢inu boje, pa samim tim spektrofotometrijski izmeren intenzitet boje (apsorbanca) ima vecu
vrednost. Test je raden po prethodno opisanom protokolu (Pogrmi¢-Majki¢ i sar., 2014), uz
odredene izmene. U cilju odredivanja broja ¢elija u svakom bunaric¢u, EA.hy926 ¢elije su fiksirane
1 h na 4°C koris¢enjem 50% TCA (pripremana u hladnoj dH>O) u koli¢ini od 1/4 pocetne
zapremine medijuma u bunari¢u, dakle po 0,25 mL u 35 mm posude ili po 25 pL u bunaric¢e ploce
sa 96 bunarica. Po zavrsetku procesa fiksiranja, viSak TCA je uklanjan ispiranjem pet puta dH>O, 1
mL po posudi, odnosno 100 pL po bunari¢u, a zatim su ¢elije bojene rastvorom 0,4% SRB (u 1%
sir¢etnoj kiselini) koji je dodavan u koli¢ini koja odgovara 1/2 po€etne zapremine medijuma. Posle
dodavanja boje, plo¢e su inkubirane 30 min na sobnoj temperaturi nakon ¢ega je uklanjan viSak
boje ispiranjem pet puta 1% siréetnom kiselinom, 1 mL po posudi ili 0,1 mL po bunari¢u. Vezana
boja je zatim rastvarana u 0,5 mL ili 50 pL 10 mM Tris baze (pH 10,5). 1z svake 35 mm posude je
po 0,1 mL prebacivano u 4 bunari¢a ploCe sa 96 bunarica, ¢ime je dobijeno 4 ponovka iz svakog
bunari¢a, odnosno od svake tretirane grupe celija. Apsorbance su merene na spektrofotometru
Thermo Labsystems Multiscan EX na talasnoj duzini A;1=492 nm i referentnoj talasnoj duZzini
A2=690 nm. Konacna vrednost signala je izracunata kao razlika prve i druge apsorbance (A = A49 —
As90).

3.8. Ispitivanje migracije Celija

Uticaj dugotrajnog i kratkotrajnog izlaganja odabranim koncentracijama BPA i DBP na
sposobnost migracije EA.hy926 celija ispitivan je pomoc¢u dve metode. Test ,,zarastanja povrede*
(eng. wound-healing assay) je koriS€en za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog 1 kratkotrajnog
izlaganja BPA, kao i kratkotrajnog izlaganja DBP na migraciju EA.hy926 ¢elija, dok je za potrebe
ispitivanja uticaja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 celija DBP koriS¢en test migracije celija u
Transwell sistemu.

3.8.1. Ispitivanje migracije Celija testom ,,zarastanja povrede*

Metoda se zasniva na pracenju migracije Celija u povredu (eng. scratch) koja se formira
povlacenjem sterilnog nastavka kroz konfluentan sloj ¢elija. Pre sadenja ¢elija za eksperiment su sa
donje strane ploce sa 12 bunari¢a markerom povucene dve horizontalne linije na osnovu kojih je
definisana oblast u vidnom polju u okviru koje ¢e se pratiti migracija Celija.

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 <¢elija odabranim
koncentracijama BPA na migraciju, EA.hy926 ¢elije su uzimane iz svakog flaska nakon pet, devet i
etrnaest nedelja izlaganja BPA, a zatim sadene u plo¢u sa 12 bunariéa, 0,6 x 10° éelija u 1 mL
kompletnog medijuma, po jedan bunari¢ od svakog flaska. Nakon lepljenja ¢elija u trajanju od 3 h
na 37°C, na postoje¢i medijum u odgovarajuéim bunari¢ima je dodavano po 1 mL razblazenih
radnih rastvora BPA ili apsolutnog etanola da bi se dobile odgovaraju¢e finalne koncentracije
tretmana 1 kontrole. Nakon 24 h, medijum je uklanjan, a potom je formiran vertikalan prorez
povladenjem sterilnog nastavka od 200 pL kroz sredi$nji sloj éelija. Celije koje su prilikom
formiranja povrede odvojene od podloge su ispirane tri puta medijumom bez seruma, 1 mL po
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bunari¢u, a zatim su ¢elije sa novoformiranom povredom fotografisane pod invertnim svetlosnim
mikroskopom (2 ili 4 fotografije po povredi). Nakon toga je medijum bez seruma uklanjan, a u
bunari¢e je dodavano po 1 mL odgovaraju¢ih tretmana i kontrole koji su pripremljeni u
kompletnom medijumu. Ploce su zatim ostavljane u inkubator na 37°C. Fotografije su ponovo
nacinjene posle 10 h, nakon Sto su celije migrirale u povredu, koriste¢i horizontalne linije kao
smernice u cilju fotografisanja istih mesta kao i na pocetku, pre nego §to su celije migrirale u
povredu. Kvantifikacija migracije (odredivanje procenta ,zarastanja povrede”) je uradena
koris¢enjem programa NIH Image J (https://Image J.nih.gov/), na taj nacin §to je na fotografijama
mereno rastojanje izmedu ivice Celija sa obe strane povrede na pocetku (0 h) i nakon migracije u
trajanju od 10 h. Za kvantifikaciju je koriS¢ena srednja vrednost od 8-9 merenja po fotografiji. Za
svaki tretman i kontrolu izracunata je srednja vrednost rastojanja izmedu ivice Celija sa obe strane
povrede na pocetku i nakon Sto su celije migrirale, a potom je migracija izrazena kao procenat
EA.hy926 ¢elija koje su migrirale u odnosu na kontrolu.

Za potrebe ispitivanja uticaja kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija odabranim
koncentracijama BPA i DBP na migraciju endotelnih ¢elija, za svaki tretman i kontrolu je u plocu
sa 12 bunariéa sadeno po 1 x 10° ¢elija u 1 mL kompletnog medijuma po bunariéu, jedan bunari¢ za
svaki tretman. Sledeé¢eg dana su ¢elije ispirane dva puta medijumom bez seruma, 1 mL po bunaricu,
a zatim su u bunari¢e dodavani odgovarajuci tretmani i kontrole u medijumu bez seruma, 1 mL po
bunari¢u. U pojedinim eksperimentima sa DBP, gde je to naznac¢eno, EA.hy926 ¢elije su tokom 45
min pretretirane sa: ICI 182,780 (10 uM), G-15 (5 uM), U0126 (5 uM), vortmaninom (1 pM) 1 L-
NAME (100 uM), inhibitorom NOS. Nakon 24 h, medijum je uklanjan, a potom je formiran
vertikalan prorez kroz sredisnji sloj ¢elija, prema protokolu opisanom u pasusu iznad. Celije koje su
prilikom formiranja povrede odvojene od podloge su ispirane tri puta medijumom bez seruma, 1
mL po bunariu, a zatim su celije sa novoformiranom povredom fotografisane pod invertnim
svetlosnim mikroskopom (2 ili 4 fotografije po povredi). Nakon toga je medijum bez seruma
uklanjan, a u bunarice je dodavano po 1 mL odgovarajuéih tretmana i kontrole koji su pripremljeni
u medijumu bez seruma. PloCe su zatim ostavljane u inkubator na 37°C. Fotografije su ponovo
nacinjene posle 24 h, nakon §to su celije migrirale u povredu, koriste¢i horizontalne linije kao
smernice. Kvantifikacija migracije je uradena na nacin opisan u prethodnom pasusu.

3.8.2. Ispitivanje migracije Celija u Transwell sistemu

Metoda za pracenje migracije ¢elija kroz poroznu polikarbonatnu membranu gornjeg odeljka
Transwell plo¢e u donji odeljak u kom se nalazi potencijalni stimulus (hemoatraktant) naziva se jo$
1 modifikovana Boyden Chamber tehnika.

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 (celija odabranim
koncentracijama DBP na migraciju, EA.hy926 ¢elije su uzimane iz svakog flaska nakon tri, Sest,
devet 1 dvanaest nedelja izlaganja DBP, a zatim sadene u gornje odeljke Transwell ploce sa 24
bunariéa (veli¢ina pora 8 pm), 0,5 x 10° ¢elija u 0,1 mL medijuma bez seruma, po jedan odeljak za
svaki flask. U donje odeljke Transwell ploce je dodavano po 0,6 mL odgovarajuéih tretmana ili
kontrole u medijumu bez seruma. Transwell plo€e su zatim inkubirane 5 h na 37°C. Nakon zavrSene
inkubacije, medijum je uklanjan iz oba odeljka, a odeljci su zatim ispirani dva puta rastvorom PBS,
0,5 mL po odeljku. Celije koje nisu migrirale kroz membranu su §tapiéem sa vatom fizicki
uklanjane sa gornje povrSine membrane. Potom su oba odeljka ponovo ispirana dva puta rastvorom
PBS, 0,5 mL po odeljku, a zatim su ¢elije fiksirane rastvorom 4% paraformaldehida (PFA), 0,5 mL
po bunari¢u, 20 min na sobnoj temperaturi. Oba odeljka su potom ponovo ispirana dva puta
rastvorom PBS, 0,5 mL po odeljku, da bi se uklonio viSak PFA. Polikarbonatna membrana sa
fiksiranim celijama je potom pazljivo isecana skalpelom i stavljana na predmetnu mikroskopsku
plocicu tako da donja strana membrane bude okrenuta prema gore. Na membranu je zatim stavljano
po 2 kapi rastvora za ocuvanje fluorescencije VECTASHIELD® PLUS koji sadrzi fluorescentnu
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boju DAPI. Membrana je potom zaSti¢ena pokrovnim staklom, a predmetno 1 pokrovno staklo su
lepljeni po ivicama providnim lakom za nokte kako bi se spreCilo isparavanje rastvora
VECTASHIELD® PLUS i isu$ivanje membrane. Ovako pripremane mikroskopske ploc¢ice su zatim
ostavljane na 4°C, zasticene od svetla, do pravljenja fotografija na fluorescentnom mikroskopu
Zeiss Axio Imager.A2. KoriS¢enjem odgovarajuceg filtera na mikroskopu (DAPI) za svaku
membranu je napravljeno 10-12 fotografija nasumi¢no odabranih vidnih polja. Kvantifikacija
migracije je uradena koriS¢enjem programa NIH Image J (https://Image J.nih.gov/) na taj nacin §to
su na fotografijama sa fluoresecentnog mikroskopa brojana jedra celija obojena fluorescentnom
bojom DAPI. Za svaki tretman i kontrolu ra¢unata je srednja vrednost broja ¢elija koje su migrirale
kroz membranu, a potom je migracija izrazavana kao procenat EA.hy926 ¢elija koje su migrirale u
odnosu na kontrolu.

3.9. Odredivanje aktivnosti matriksnih metaloproteinaza pomocu Zelatinske
zimografije

Zimografija predstavlja metodu za merenje aktivnosti proteolitiCkih enzima i ima Siroku
primenu u detekeiji 1 kvantifikaciji aktivnosti razli¢itih proteaza u tkivima 1 telesnim te¢nostima,
analizi specifi¢nosti enzima za supstrat, osetljivosti enzima na razne faktore i dr. (Leber i Balkwill,
1997; Kundapur, 2013). Klasi¢na i najeS¢e primenjena zimografija je supstratna zimografija.
Osnova ove tehnike je SDS-poliakrilamid gel elektroforeza (SDS-PAGE). Razlika izmedu
zimografije 1 SDS-PAGE se ogleda u tome $to se u zimografiji u sastav gela dodaje 1 odredeni
supstrat koji proteaza od interesa degradira tokom perioda inkubacije, ¢ime se i odreduje aktivnost
datog enzima (d’Avila-Levy i1 sar., 2012). Supstratna elektroforeza je karakteristicna po tome Sto se
u razdvajajuc¢i gel osim klasi¢nih komponenti za SDS-PAGE takode dodaje i supstrat poput
zelatina. Zelatinska zimografija se koristi za detekciju aktivnih i latentnih formi enzima Zelatinaza,
pre svega enzima MMP poput MMP-2 i MMP-9, dok se u manjoj meri mogu detektovati i neke
druge forme MMP.

Zimografijom je merena enzimska aktivnost MMP koje su EA.hy926 celije otpustile u
medijum. Zimografija nije radena u okviru ispitivanja uticaja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija
odabranim koncentracijama BPA 1 DBP na razli¢ite funkcijske odgovore ovih ¢elija zbog toga Sto
serum iz medijuma u kom su ¢elije gajene tokom ovih eksperimenata sadrZi proteaze koje mogu da
daju lazno pozitivne rezultate. 1z tog razloga je zimografija radena samo u eksperimentima u kojima
su EA.hy926 ¢elije kratkotrajno izlagane odabranim koncentracijama BPA 1 DBP u medijumu bez
seruma.

Za potrebe ispitivanja uticaja kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija odabranim
koncentracijama BPA i1 DBP na aktivnost MMP, medijum je uziman iz plo¢a u kojima je pracena
migracija EA.hy926 ¢elija (opisano u potpoglavlju 3.8.1). Pri sadenju ¢elija za ispitivanje uticaja
kratkotrajnog izlaganja BPA na migraciju EA.hy926 ¢elija saden je jedan dodatni bunari¢ u kom su
¢elije izlagane TNF-a u finalnoj koncentraciji od 10 ng/mL u trajanju od 24 h. Ovaj uzorak
medijuma je predstavljao pozitivhu kontrolu. Sakupljeni medijumi su potom preciS¢avani
koriséenjem kolona za preis¢avanje MICROCON® Centrifugal Filter Devices (Amicon
Bioseparations, MA, SAD) prema uputstvima proizvodaca. U cilju pripreme preciS¢enih uzoraka
medijuma za elektroforezu, 2x koncentrovani pufer bez redukujucih agenasa je meSan sa uzorcima
u odnosu 1:1, tako da su finalne koncentracije u svakom uzorku iznosile: 62,5 mM Tris-HCI, pH
6,8, 2% SDS, 10% glicerol 1 0,01% bromofenol-plavo. Ovako pripremani uzorci su zatim koris¢eni
za nativnu elektroforezu na poliakrilamidnom gelu koji je kopolimerizovan sa Zelatinom u finalnoj
koncentraciji od 1 mg/mL.

Radni rastvor Zelatina je pripreman na taj nacin Sto je zelatin poreklom iz svinjske koze
rastvaran u dH20 na 65°C, uz konstantno meSanje, tako da je finalna koncentracija iznosila 2,65
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mg/mL. Gel za elektroforezu se sastojao od dela za koncentrovanje uzoraka (3% gel: 4,575 mL
dH>0O, 1,875 mL 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8, 75 uL 10% SDS, 0,9975 mL 30% akrilamid/bis-
akrilamida, 37,5 pL 10% amonijum-persulfata, 7,5 uL. TEMED) 1 dela za razdvajanje uzoraka (10%
gel kopolimerizovan sa Zelatinom: 4,15 mL radnog rastvora zelatina, 2,625 mL 1,5 M Tris-HCI, pH
8,8, 82,5 uL 50% glicerola, 82,5 uL 10% SDS, 3,5 mL 30% akrilamid/bis-akrilamida, 50 uL 10%
amonijum persulfata, 5 ul TEMED).

Jednake zapremine uzoraka (35-50 pL) su nalivane u bunari¢e ovako napravljenog
poliakrilamidnog gela, kao i proteinski marker u zasebni bunari¢. Proteini iz uzoraka su razdvajani
u strujnom kolu pri konstantnom naponu od 100 V u Mini-PROTEAN Tetra Cell aparatu za
elektroforezu (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, SAD) na 4°C tokom 120-140 min. Nakon
elektroforeze, gel je prvo ispiran 1 h u rastvoru za ispiranje (2,5% Triton X-100, 50 mM Tris, pH
7,4, 5 mM CaClx i 1 uM ZnCl»), uz konstantno mesanje i zamenu rastvora na svakih 20 min. Nakon
ispiranja, gel je kratko ispiran dH>0O, a zatim inkubiran u puferu za inkubaciju (50 mM Tris, pH 7.4,
5 mM CaClp, 1 uM ZnCl; 1 0,01% natrijum-azid) na 37°C tokom 40 h. Po isteku inkubacije, gel je
bojen u rastvoru za bojenje (0,5% CBB G250 u 30% etanolu i 10% siréetnoj kiselini) u trajanju od
30 min na soboj temperaturi uz konstantno mesanje. Gel je zatim obezbojavan pomocu rastvora za
obezbojavanje (30% etanol i 10% siréetna kiselina) uz ¢estu zamenu rastvora i konstantno mesanje
sve dok se nisu pojavile obezbojene trake na tamnoj pozadini gela. U tom trenutku je obezbojavanje
zaustavljano dodavanjem rastvora 2% siréetne kiseline. U datom rastvoru je gel ostavljan preko
noc¢i na 4°C radi rehidratacije. Gel je potom fotografisan pomocu aparata myECL Digital Imaging
System (Thermo Scientific), a intenzitet prosvetljenih traka na gelu koji odgovara intenzitetu
enzimske aktivnosti u uzorcima je kvantifikovan pomoc¢u programa NIH Image J (https://Image

J.nih.gov/).

3.10. Ispitivanje propustljivosti jednosloja endotelnih Celija u Transwell sistemu

Uticaj dugotrajnog 1 kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama
BPA 1 DBP na integritet 1 propustljivost konfluentnog jednosloja ovih ¢elija ispitivan je pomocu
Transwell sistema. Metoda se sastoji u ispitivanju prolaska fluorescentnog molekula FITC-
dekstrana velike molekulske mase (FD40; Mw 40 kDa) kroz meducelijski prostor konfluentnog
jednosloja endotelnih ¢elija 1 kroz poroznu polikarbonatnu membranu gornjeg odeljka Transwell
ploce u donji odeljak (slika 3.3). Na osnovu intenziteta fluorescencije u donjem odeljku se zatim
procenjuje uticaj tretmana na integritet endotelne barijere.
. BPA
Celije il FD40

DBP

\ \ \ \

EEJ Medijum

[ B

Slika 3.3. Sematski prikaz eksperimentalnog pristupa u ispitivanju propustljivosti jednosloja endotelnih
¢elija u Transwell sistemu nakon dugotrajnog i kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 c¢celija odabranim
koncentracijama bisfenola A i dibutil-ftalata. Slika je kreirana u programu BioRender
(https://www.biorender.com).

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 celija odabranim
koncentracijama BPA 1 DBP na propustljivost konfluentnog jednosloja endotelnih celija, EA.hy926
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¢elije su uzimane iz svakog flaska nakon pet i Cetrnaest nedelja izlaganja BPA, odnosno tri, Sest,
devet i dvanaest nedelja izlaganja DBP, a zatim sadene na povrSinu polikarbonatne membrane
gornjeg odeljka Transwell ploce sa 24 bunari¢a (veli¢ina pora 0,4 pm), 0,1 x 10° éelija u 0,4 mL
kompletnog medijuma, po dva bunari¢a za svaki flask. Polikarbonatne membrane su pre sadenja
¢elija oblagane fibronektinom na taj nacin Sto je po 200 pL rastvora 5% fibronektina u DMEM
dodavano na gornju povrsinu polikarbonatne membrane. Ploe su zatim ostavljane 45 min na
sobnoj temperaturi nakon cCega je fibronektin uklanjan i ¢elije su posadene na prethodno opisan
nacin. Nakon lepljenja ¢elija u trajanju od 3 h na 37°C, medijum je pazljivo uklanjan, a zatim je u
gornji i donji odeljak Transwell plo¢e dodavano po 0,5 mL odgovaraju¢ih tretmana i kontrole.
Celije su gajene narednih pet do Sest dana, uz zamenu medijuma sa odgovaraju¢im tretmanima na
svaka dva do tri dana, sve dok nije uspostavljen kontinuirani sloj gusto zbijenih ¢elija, nalik na
endotel in vivo. Potom su Transwell ploce ispirane dva puta sa po 0,5 mL rastvora HBSS u oba
odeljka. Iz gornjih odeljaka je uklanjan HBSS, zatim je u svaki odeljak dodavano po 0,3 mL HBSS,
a nakon toga 0,1 mL rastvora HBSS sa FD40 koncentracije 4 mg/mL tako da je nakon razblazenja
finalna koncentracija FD40 iznosila 1 mg/mL. Transwell plo¢e su ostavljane u inkubator, a zatim je
nakon 15 min prebacivano po 100 uL medijuma iz donjih odeljaka Transwell ploce u zasebne
bunari¢e crne ploce sa 96 bunarica u kojoj je potom meren intenzitet fluorescencentnog signala.
Fluorescencija je merena na fluorimetru Thermo Labsystems Fluoroskan Ascent sa prethodno
podeSenim talasnim duzinama: talasna duZina ekscitacije Aex=485 nm 1 talasna duZina emisije
Aem=538 nm.

Za potrebe ispitivanja uticaja kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija odabranim
koncentracijama BPA i DBP na propustljivost konfluentnog jednosloja endotelnih ¢elija, EA.hy926
¢elije su sadene na povrSinu polikarbonatne membrane gornjeg odeljka Transwell ploce sa 24
bunari¢a (veli¢ina pora 0,4 pm), 0,1 x 10° éelija u 0,6 mL kompletnog medijuma, po dva bunari¢a
za svaki tretman. Polikarbonatne membrane su pre sadenja ¢elija oblagane fibronektinom na nacin
opisan u prethodnom pasusu. Celije su gajene narednih pet do $est dana u kompletnom medijumu,
uz zamenu medijuma na svaka dva do tri dana, sve dok nije uspostavljen kontinuirani sloj ¢elija koji
predstavlja gustu selektivno propustljivu barijeru. Celije u Transwell plo¢i su potom izlagane
odgovaraju¢em rastvaracu 1 trima koncentracijama ispitivane supstance (BPA ili DBP) na taj nacin
§to je u gornji 1 donji odeljak Transwell ploce dodavano po 0,6 mL odgovaraju¢ih tretmana ili
kontrole. Celije su izlagane BPA i DBP u trajanju od 48 h i 24 h, redom. Potom su Transwell ploge
ispirane dva puta sa po 0,5 mL rastvora HBSS u oba odeljka. Dalji postupak je tekao po protokolu
opisanom u prethodnom pasusu.

3.11. Odredivanje nivoa reaktivnih vrsta Kiseonika pomocu reagensa
H.DCFDA

Nivo ROS je odredivan pomocu reagensa H2DCFDA koji je podloZan oksidaciji. HRDCFDA
je dobar indikator ROS zato $to reaguje sa H>O2, *OH, ONOO", lipidnim peroksidima, NO i u
manjoj meri sa O2*". Esteraze unutar ¢elija isecaju H:DCFDA do 2',7'-dihlorodihidrofluoresceina
(DCFH), ¢ime se redukuje permeabilnost ovog reagensa kroz ¢elijsku membranu. DCFH unutar
¢elije reaguje sa ROS, pri ¢emu nastaje visoko fluorescentna boja 2'-7'-dihlorofluorescein (DCF) sa
talasnom duzinom ekscitacije od Aex=488 nm 1 talasnom duzinom emisije od Aem=525 nm.

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 celija odabranim
koncentracijama BPA 1 DBP na stvaranje ROS, EA hy926 ¢elije su uzimane iz svakog flaska nakon
pet, devet, i Cetrnaest nedelja izlaganja BPA, odnosno tri, Sest, devet i dvanaest nedelja izlaganja
DBP, a zatim sadene u plo¢u sa 96 bunariéa, 4 x 10* éelija u 150 uL kompletnog medijuma u osam
bunari¢a: dva bunari¢a su sluzila za slepu probu, Sest za dodavanje rastvora HDCFDA. Nakon
lepljenja celija u trajanju od 3 h na 37°C, na postoje¢i medijum u odgovarajué¢im bunari¢ima je
dodavano po 50 pL razblaZenih radnih rastvora BPA, odnosno DBP i odgovarajuée kontrole kako
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bi se postigle odgovaraju¢e finalne koncentracije tretmana. Posle 48 h, medijum iz bunarica je
uklanjan multikanalnom pipetom, nakon ¢ega su ploce ispirane dva puta rastvorom HBSS, 200 pL
po bunaric¢u. Ploce su zatim vracane u inkubator na 15-20 min, a za to vreme je pripreman rastvor
50 uM HoDCFDA u HBSS. U bunarice za slepu probu je zatim dodavano po 100 pL. HBSS, dok je
u preostale bunari¢e dodavano po 100 uL rastvora HDCFDA. Ploce su zatim inkubirane 30 min u
mraku na 37°C. Nakon isteka inkubacije, ¢elije su ispirane dva puta rastvorom HBSS, 100 pL po
bunaricu, a na kraju je u svaki bunari¢ dodavano po 100 uL. 10 mM HEPES, pH 7.,4. Fluorescencija
je merena na fluorimetru Thermo Labsystems Fluoroskan Ascent sa prethodno podeSenim talasnim
duzinama: talasna duzina ekscitacije Aex=485 nm 1 talasna duZina emisije Aem=538 nm.
Kvantifikacija dobijenih rezultata uradena je na taj nacin $to je signal poreklom od samih ¢elija (bez
H>DCFDA, blank) prvo oduziman od vrednosti dobijenih u svim bunari¢ima sa H-DCFDA, a zatim
su dobijene vrednosti normalizovane na broj celija u bunari¢ima. Broj celija u uzorcima je
odredivan testom sa bojom SRB, prema protokolu koji je opisan u poglavlju 3.7. Produkcija ROS je
izrazena kao procenat nivoa ROS u odnosu na kontrolu.

Za potrebe ispitivanja uticaja kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija odabranim
koncentracijama BPA 1 DBP na stvaranje ROS, EA.hy926 ¢elije su sadene u dve ploce sa 96
bunari¢a: jedna ploc¢a za tretman od 30 min, druga plo¢a za tretman od 24 h. Za svaki tretman i
kontrolu je u plo¢u sa 96 bunari¢a sadeno po 5 x 10* ¢elija u 150 pL kompletnog medijuma u
dvanaest bunarica: Cetiri bunarica su sluzila za slepu probu, osam za dodavanje rastvora HDCFDA.
Nakon 24 h, medijum iz bunarica je uklanjan multikanalnom pipetom nakon ¢ega su ploce ispirane
dva puta medijumom bez seruma, 200 pL po bunari¢u. Nakon ispiranja, u svaki bunari¢ obe ploce
je dodavano po 150 uL medijuma bez seruma i ploce su ostavljane u inkubator na 37°C. Nakon 4 h,
u plocu za tretmane od 24 h je na postojec¢ih 150 pL medijuma bez seruma u bunari¢u dodavano 50
pL razblazenih radnih rastvora BPA, odnosno DBP i odgovaraju¢e kontrole u medijumu bez
seruma kako bi se postigle odgovarajuée finalne koncentracije tretmana. Nakon 24 h, iz obe ploce je
multikanalnom pipetom uklanjan medijum, a zatim su ¢elije ispirane dva puta rastvorom HBSS,
100 pL po bunari¢u. Ploce su zatim vracane u inkubator na 15-20 min, a za to vreme je pripreman
rastvor 50 uM H>DCFDA u HBSS. U bunari¢e za slepu probu je zatim dodavano po 80 uL HBSS,
dok je u preostale bunari¢e dodavano po 80 pL rastvora HDCFDA. Ploce su zatim inkubirane 30
min u mraku na 37°C. Nakon isteka inkubacije je na postojecih 80 uL u svakom bunari¢u obe ploce
dodavano 20 pL razblazenih radnih rastvora BPA, odnosno DBP 1 odgovaraju¢e kontrole u HBSS.
Ploce su zatim inkubirane 30 min u mraku na 37°C. Nakon isteka inkubacije, ¢elije su ispirane dva
puta rastvorom HBSS, 100 pL po bunari¢u, a na kraju je u svaki bunari¢ dodavano po 100 puL 10
mM HEPES, pH 7.4. Fluorescencija je merena 1 broj ¢elija je odredivan testom sa bojom SRB kako
je opisano u prethodnom pasusu.

3.12. Odredivanje koncentracije nitrita metodom po Griess-u

Uticaj dugotrajnog 1 kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama
BPA 1 DBP na stvaranje NO ispitivan je posredno merenjem koncentracije nitrita, stabilnog
proizvoda oksidacije NO. Nivo akumuliranih nitrita u medijumu je odredivan metodom po Griess-u
(eng. Griess test) koja se zasniva na reakcijama nitrita sa sulfanilnom kiselinom (SA) 1 N-(1-

naftil)etilendiaminom (NED), nakon kojih nastaje obojeni proizvod ¢iji je intenzitet proporcionalan
koncentraciji nitrita u ispitivanim uzorcima.

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 celija odabranim
koncentracijama BPA na nivo nitrita, po 1 mL medijuma je uzimano direktno iz svakog flaska
nakon pet, devet i1 Cetrnaest nedelja izlaganja celija BPA 1 prenoSeno u ohladene tubice na ledu.
Ovako sakupljani uzorci su dalje pripremani za merenje nitrita. Pored toga, u Cetrnaestoj nedelji
izlaganja su ¢éelije uzimane iz kontrolnih flaskova i flaskova koji su bili dugotrajno izlagani 107 M
BPA, a zatim sadene u ploce sa 12 bunariéa, 0,1 x 10° ¢elija u 0,5 mL kompletnog medijuma po
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bunari¢u, po jedan bunari¢ za svaki flask. Nakon lepljenja ¢elija u trajanju od 3 h na 37°C na
postoje¢i medijum u odgovaraju¢im bunari¢ima je dodavano po 0,5 mL razblaZenih radnih rastvora
BPA ili apsolutnog etanola kako bi se postigle finalne koncentracije tretmana ili kontrole. Narednog
dana je u odgovarajuce bunari¢e dodavan inhibitor L-NAME u finalnoj koncentraciji od 100 pM.
Nakon tri dana odredivana je koncentracija akumuliranih nitrita u medijumu. Za potrebe ispitivanja
uticaja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama DBP na nivo nitrita,
EA.hy926 celije su uzimane iz svakog flaska nakon tri, Sest, devet i dvanaest nedelja izlaganja
DBP, a zatim sadene u plode sa 24 bunarié¢a, 1,5 x 10° ¢elija u 0,5 mL po bunariéu, po jedan bunari¢
za svaki flask. Nakon lepljenja celija u trajanju od 3 h na 37°C na postoje¢i medijum u
odgovaraju¢im bunari¢ima je dodavano po 0,1 mL razblazenih radnih rastvora DBP ili DMSO kako
bi se postigle finalne koncentracije tretmana ili kontrole. Izlaganje ¢elija je nastavljeno tokom 48 h,
nakon ¢ega je po 0,4 mL medijuma iz svakog bunarica sakupljano u ohladene tubice na ledu.

Tubice sa sakupljenim medijumima su potom centrifugirane 5 min na 1.000 xg, na 4°C. Za
pravljenje standardne krive, na osnovu koje ¢e se odredivati nepoznata koncentracija NO> u
uzorcima, pripremani su standardni rastvori NaNQO> raspona koncentracija od 0,2375 do 15,625 uM
u kompletnom medijumu sa odgovaraju¢im rastvaratem: 0,1% apsolutni etanol za merenje nivoa
nitrita nakon dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija BPA, odnosno 0,05% DMSO za merenje nivoa
nitrita nakon izlaganja ¢elija DBP. U ploc¢u sa 96 bunaric¢a je zatim u tri ponavljanja dodavano po
100 pL standardnih rastvora NaNO», uzoraka sa nepoznatom koncentracijom nitrita i slepe probe
(kompletan medijum sa 0,1% apsolutnim etanolom za uzorke koji su izlagani BPA, odnosno sa
0,05% DMSO za uzorke koji su izlagani DBP). Potom je u sve bunari¢e dodavano po 100 pL
Griess-ovog reagensa (5% orto-fosforna kiselina, 0,1% NED, 1% SA u dH;0). Plo¢a je potom
inkubirana 10 min na sobnoj temperaturi zasticena od svetla. Po isteku inkubacije, apsorbance su
merene na spektrofotometru Thermo Labsystems Multiscan EX na talasnoj duzini A=540 nm. Na
osnovu vrednosti apsorbanci uzoraka i parametara standardne krive, raCunata je koncentracija nitrita
za svaki uzorak, a dobijene vrednosti su zatim normalizovane na koncentraciju proteina u uzorcima.
Koncentracija proteina je odredivana tako sto su ¢elije koje su ostale u bunari¢ima lizirane puferom
za liziranje, a potom je koncentracija proteina u lizatima odredivana prema protokolu koji je opisan
u poglavlju 3.13. Koncentracije nitrita u uzorcima su izrazene u UM nitrita po g proteina ili
relativno, kao procenat nivoa nitrita u odnosu na kontrolu.

Za potrebe ispitivanja uticaja kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 C¢elija odabranim
koncentracijama BPA i DBP na stvaranje nitrita, EA.hy926 celije su sadene u ploce sa 12 bunarica,
0,4 x 10° ¢elija u 1 mL kompletnog medijuma po bunariéu, jedan bunari¢ za svaki tretman. U
eksperimentima sa BPA ¢elije su izlagane 1 h 1 48 h, dok su u eksperimentima sa DBP izlagane 24
h 1 48 h. Za potrebe izlaganja celija BPA u trajanju od 1 h, bunari¢i su narednog dana ispirani dva
puta rastvorom PBS, 1 mL po bunari¢u, nakon ¢ega je u bunari¢e dodavano 0,6 mL medijuma bez
seruma. SledeCeg dana je na ve¢ postojeci medijum u bunari¢ima dodavano po 0,6 mL razblaZenih
radnih rastvora BPA i odgovarajuée kontrole u medijumu bez seruma. Za potrebe izlaganja celija u
trajanju od 24 ili 48 h, u danu nakon sadenja ¢elija je uklanjan postoje¢i medijum iz svih bunari¢a u
ploama, a zatim je u odgovaraju¢e bunari¢e dodavano po 1,5 mL razblaZenih radnih rastvora BPA
1 odgovarajuce kontrole ili 1 mL razblaZenih radnih rastvora DBP i odgovaraju¢e kontrole. U
pojedinim eksperimentima, gde je to naznaceno, EA.hy926 celije su tokom 45 min pretretirane sa:
ICT 182,780 (10 uM), G-15 (10 uM) i vortmaninom (1 uM). Nakon isteka tretmana je po 1 mL
medijuma iz svakog bunaric¢a prebacivano u ohladene tubice na ledu koje su potom centrifugirane 5
min na 1.000 xg, na 4°C. Dalji koraci, ukljucuju¢i dodavanje medijuma u plocu, pravljenje
standardne krive i dodavanje Griess-ovog reagensa, odvijali su se prema protokolu opisanom u
prethodnom pasusu.
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3.13. Odredivanje koncentracije proteina metodom Pierce BCA

Koncentracija proteina u uzorcima je odredivana spektrofotometrijski koris¢enjem
komercijalnog kompleta za odredivanje proteina Pierce BCA Protein Assay Kit, prema uputstvima
proizvodaca. Metoda se bazira na reakciji koja ima dva koraka. Prvi korak predstavlja biuretsku
reakciju, redukciju Cu?" do Cu’, odnosno helaciju bakra koju vrse proteini u alkalnoj sredini pri
¢emu nastaje kompleks svetlo plave boje. U drugom koraku bicinhoninska kiselina (eng.
bicinchoninic acid, BCA) reaguje sa redukovanim katjonom bakra §to daje rastvoru intenzivnu
ljubicastu boju ¢iji se intenzitet zatim ocitava kolorimetrijski (https://www.thermofisher.com/
order/catalog/product/ 23225).

Celije u bunari¢ima su nakon uzimanja medijuma za odredivanje nitrita ispirane dva puta
hladnim rastvorom PBS, 1-2 mL po bunari¢u. Nakon toga je u svaki bunari¢ dodavano po 60—100
uL pufera za liziranje koji se sastoji od RIPA pufera (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
1% NP-40, 0,5% natrijum-deoksiholat, 0,1% SDS, pH 7,4) i koktela inhibitora proteaza. Posle
liziranja ¢elija u trajanju od 40 min u frizideru, ¢elijski lizat je sakupljan u ohladene tubice na ledu i
centrifugiran 10 min na 12.000 xg, na 4°C. Po isteku centrifuguranja, u plocu sa 96 bunaric¢a je u
duplikatu pipetirano po 10 pL standardnih rastvora proteina (raspona koncentracija 25-2.000
pg/mL) i uzoraka koji su mesani sa puferom za liziranje RIPA u odnosu 1:1 (5 pL uzoraka i 5 pL
pufera za liziranje RIPA), ¢ime je postignuto dvostruko razblazenje uzoraka. Nakon toga je u sve
bunari¢e dodavano po 200 pL reagensa BCA koji je pripreman meSanjem reagenasa A i B u odnosu
50:1. Nakon inkubacije u trajanju od 30 min na 37°C merene su apsorbance na spektrofotometru
Thermo Labsystems Multiscan EX na talasnoj duzini A=540 nm, a potom je na osnovu dobijenih
vrednosti apsorbanci uzoraka, parametara standardne krive 1 razblazenja uzoraka rafunata
koncentracija proteina u svakom uzorku. Koncentracija proteina u uzorcima je izrazena u mg/mL.

3.14. Odredivanje angiogeneze u uslovima in vitro

Uticaj dugotrajnog 1 kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija DBP na angiogenezu u
uslovima in vitro je ispitivan testom formiranja endotelnih tuba (Arnaoutova i Kleinman, 2010).
Test se zasniva na prac¢enju formiranja cevastih struktura poreklom od endotelnih ¢elija u gelastom
trodimenzionalnom matriksu, koji po svom sastavu predstavlja rekonstituisanu bazalnu membranu
bez prisustva faktora rasta. Ovaj sistem omogucava odredivanje angiogenog potencijala razli¢itih
egzogenih supstanci u uslovima in vitro (Arnaoutova i sar., 2009).

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 <¢elija odabranim
koncentracijama DBP na angiogenezu u uslovima in vitro, na ledu je odmrzavan jedan alikvot
Cultrex ekstrakta dovoljan za 16 uzoraka. Cultrex je na temperaturama ispod 0°C u ¢vrstom stanju
(zamrznut), na 0°C je u tecnom stanju, dok na 37°C prelazi u formu gela. Tokom rada su tubice,
kutije sa nastavcima 1 ploca sa 96 bunari¢a drzani sve vreme na ledu, kako bi Cultrex bio tecan 1
pogodan za nanoSenje u ploc¢e. Dodavano je po 50 puL Cultrex ekstrakta po bunari¢u u 16 bunarica
ploce sa 96 bunari¢a, vodeci racuna da se ne formiraju mehuri¢i vazduha. U okolne bunarice je
dodavano po 200 uL PBS. Ploc¢a je stavljana u inkubator na 37°C u trajanju od najmanje 45 min. Za
to vreme je te¢ni Cultrex oCvrsnuo u gel. Dok je ploca bila u inkubatoru, pripremane su ¢elije sa
tretmanima. EA.hy926 ¢elije su uzimane iz svakog flaska nakon tri, Sest, devet i dvanaest nedelja
izlaganja DBP. Tubice sa suspenzijom éelija (0,1 x 10° ¢elija) su centrifugirane 5 min na 400 xg, na
sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja pazljivo je uklanjan supernatant, a zatim je u tubice
dodavano po 0,5 mL rastvora PBS kako bi se celije isprale 1 kako bi se uklonili tragovi seruma iz
medijuma u kom su ¢elije gajene. Tubice su zatim ponovo centrifugirane 5 min na 400 xg, na
sobnoj temperaturi. Supernatant je potom ponovo pazljivo uklanjan, a talog ¢elija je resuspendovan
u 330 uL medijuma bez seruma. Za svaki uzorak je prebacivano po 0,3 x 10° ¢elija u 100 pL
medijuma bez seruma u tubice od 1,5 mL, u koje je zatim dodavano po 100 pL odgovaraju¢ih
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tretmana napravljenih tako da finalno razblazenje kontrole i tretmana bude 2.000 puta. Potom je po
100 pL suspenzije éelija (0,15 x 10° ¢elija) sa odgovarajuéim tretmanima dodavano u bunari¢e
plo¢e sa 96 bunari¢a u kojima se nalazilo 50 pL Cultrex gela. Celije su ostavljane u inkubator na
37°C, a potom posmatrane pod invertnim svetlosnim mikroskopom sa faznim kontrastom i
fotografisane nakon 8 h (45 fotografija po bunari¢u). Morfometrijska analiza je uradena pomocu
alata Angiogenesis Analyzer u okviru programa NIH Image J (Carpentier i sar., 2020).
Angiogenesis Analyzer za svaku obradenu fotografiju daje dvadeset razli¢itih parametara
angiogeneze, od kojih je za statistiCku analizu odabrano Sest najrelevantnijih: ukupna duZzina tuba,
broj ¢vorova, broj ukrStanja, broj segmenata, ukupna duzina segmenata i ukupna duzina rac¢vanja.
Svi rezultati su predstavljeni u odnosu na kontrolu koja je prikazana kao 100%.

Za potrebe ispitivanja uticaja kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 C¢elija odabranim
koncentracijama DBP na angiogenezu u uslovima in vitro, EA.hy926 ¢elije su sadene u 35 mm
posude (1,5 x10° éelija u 2 mL kompletnog medijuma po posudi, jedna posuda za svaki tretman).
Sledeceg dana je medijum iz posuda uklanjan i dodavano je po 2,5 mL odgovaraju¢ih tretmana. U
pojedinim eksperimentima, gde je to naznaceno, EA.hy926 ¢elije su tokom 45 min pretretirane
inhibitorima sa slede¢im finalnim koncentracijama: U0126 (10 uM), vortmanin (1 pM) 1 L-NAME
(100 uM). Nakon 24 h, Cultrex ekstrakt je pripreman i dodavan u ploce sa 96 bunari¢a kako je
opisano u prethodnom pasusu. Dodavano je po 50 pL Cultrex ekstrakta po bunari¢u u 4 bunarica.
Dok je plo¢a sa Cultrex ekstraktom bila u inkubatoru, pripremane su éelije. Celije su ispirane dva
puta rastvorom PBS, 2 mL po bunari¢u, a zatim je dodavano 0,5 mL tripsina po 35 mm posudi.
Posude su zatim inkubirane 3 min na 37°C. Nakon isteka inkubacije, u svaku posudu je dodavano
po 1,5 mL kompletnog medijuma, sadrzaj je promeSan provlacenjem viSe puta kroz pipetu, a zatim
je dobijena suspenzija prebacena u tubice i potom centrifugirana 5 min na 400 xg, na sobnoj
temperaturi. Nakon centrifugiranja, pazljivo je uklanjan supernatant, talog ¢elija je resuspendovan u
3 mL rastvora PBS i ponovo centrifugiran 5 min na 400 xg, na sobnoj temperaturi. Supernatant je
potom ponovo pazljivo uklanjan, a talog ¢elija je resuspendovan u 1 mL medijuma bez seruma.
Celije su potom brojane i 0,3 x 10° ¢elija u 1 mL medijuma bez seruma je odvajano u poseban set
tubica. U odgovarajuce suspenzije ¢elija je dodavano po 1 mL odgovarajucih tretmana u medijumu
bez seruma napravljenih tako da finalno razblazenje kontrole 1 tretmana bude 2.000 puta. Potom je
po 100 uL suspenzije ¢elija (0,15 x 10° ¢éelija) sa odgovarajuéim tretmanima dodavano u bunariée
ploce sa 96 bunari¢a u kojima se nalazilo 50 pL Cultrex gela. Celije su ostavljane u inkubator na
37°C, a potom posmatrane pod invertnim svetlosnim mikroskopom sa faznim kontrastom i
fotografisane nakon 8 h (4-5 fotografija po bunari¢u). Morfometrijska analiza je uradena na nacin
opisan u prethodnom pasusu.

3.15. Relativna kvantifikacija ekspresije gena metodom RT-qPCR

Uticaj dugotrajnog 1 kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama
BPA i1 DBP na relativnu ekspresiju odabranih gena ukljucenih u razlic¢ite funkcijske odgovore
EA.hy926 ¢celija proucavan je pomocu kvantitativne lancane reakcije polimeraze u realnom
vremenu (eng. real-time quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR).

3.15.1. Priprema uzoraka i izolacija ukupne RNK

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 <¢elija odabranim
koncentracijama BPA i DBP na relativnu ekspresiju gena, po 1 mL ¢elijske suspenzije (~0,75 x 10°
— 0,9 x 10 ¢elija) je uzimano iz svakog flaska nakon pet i ¢etrnaest nedelja izlaganja BPA, odnosno
tri, Sest, devet i dvanaest nedelja izlaganja DBP u tubice zapremine 1,5 mL (bez RNaza, DNaza i
pirogena). Celije su zatim centrifugirane 5 min na 400 xg, na sobnoj temperaturi, nakon &ega je
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supernatant uklanjan. Talog ¢elija je resuspendovan u 1 mL rastvora PBS u cilju ispiranja ¢elija, a
potom su dobijane suspenzije ¢elija ponovo centrifugirane 5 min na 400 xg, na sobnoj temperaturi.
Dobijeni talog u svakoj tubici je resuspendovan u 0,5 mL reagensa TRIzol (uzorci izlagani BPA) ili
0,5 mL reagensa NZYol (uzorci izlagani DBP). Uzorci su potom zamrzavani i ¢uvani na —80°C do
izolacije RNK.

U cCetrnaestoj nedelji dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama
BPA, éelije su tokom pasaziranja sadene u ploce sa 6 bunari¢a (0,35 x 10° ¢elija u 1 mL
kompletnog medijuma, dva bunari¢a od svakog flaska). Nakon lepljenja ¢elija u trajanju od 3 h na
37°C, dodavani su tretmani tako §to je na ve¢ postoje¢ih 1 mL medijuma u bunari¢u dodavano po 1
mL tretmana odgovaraju¢e koncentracije BPA u kompletnom medijumu. Nakon 48 h, medijum u
bunari¢ima je menjan svezim kompletnim medijumom sa odgovaraju¢im koncentracijama tretmana,
dok je u po jedan bunari¢ zasaden od svakog flaska dodavan TNF-a u finalnoj koncentraciji od 10
ng/mL. Nakon 24 h su bunari¢i ispirani rastvorom PBS, 3 mL po bunari¢u, a potom je u svaki
bunari¢ dodavano po 0,5 mL reagensa TRIzol. Uzorci su potom zamrzavani i ¢uvani na —80°C do
izolacije RNK.

Za potrebe ispitivanja uticaja kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija odabranim
koncentracijama BPA i DBP na relativnu ekspresiju gena, EA.hy926 ¢elije su sadene u 35 mm
posude, 0,5 x 10° ¢éelija u 2 mL kompletnog medijuma po posudi, jedna posuda za svaki tretman.
Sledeceg dana je medijum iz posuda uklanjan i dodavano je po 1,5 mL, 2 mL ili 3 mL
odgovarajuéih tretmana u zavisnosti od duZine trajanja izlaganja. Celije su izlagane BPA u trajanju
od 24 h 148 h, a DBP u trajanju od 6 h, 24 h 1 48 h. Po isteku inkubacije, ¢elije su jednom ispirane
rastvorom PBS, 2 mL po ploci, a zatim lizirane u 0,5 mL reagensa TRIzol (uzorci izlagani BPA) ili
0,5 mL reagensa NZYol (uzorci izlagani DBP). Uzorci su potom zamrzavani 1 ¢uvani na —80°C do
izolacije RNK.

Na dan izolacije RNK, uzorci su inkubirani na sobnoj temperaturi 5 min, nakon ¢ega je u
svaki uzorak dodavano po 0,1 mL hloroforma. Sadrzaj u tubicama je potom intenzivno mesan na
vorteksu, inkubiran na sobnoj temperaturi u trajanju od 15 min i potom centrifugiran na 16.000 xg
15 min na 4°C. Nakon razdvajanja sadrZaja u tubicama na vodenu 1 organsku fazu, vodena faza je
prebacivana u nove tubice u koje je dodavano po 0,5 mL izopropanola. Tubice su nekoliko puta
okrenute u ruci, a zatim centrifugirane na 16.000 xg 10 min na 4°C da bi se istalozila RNK.
Supernatant je paZljivo uklanjan, na talog je zatim dodavano 1 mL 75% etanola i sadrZaj je
centrifugiran na 7.500 xg 5 min na 4°C. Nakon §to je supernatant odlivan, tubice su ostavljane da se
osu$e na vazduhu. Ukupna RNK je resuspendovana u 35 pL H2O tretirane dietilpirokarbonatom
(eng. diethyl pyrocarbonate, DEPC). Koncentracija RNK u uzorcima je merena na aparatu
BioSpec-Nano (Shimadzu, Japan), pri ¢emu su dobijani podaci o koncentraciji RNK (A260 nm,
izrazeno u ng/uL), Cistoéi u odnosu na proteine (A260 nm/A280 nm), kao 1 u odnosu na organske
materije (A260 nm/A230 nm). Na osnovu dva navedena odnosa zakljuceno je da se Cisto¢a dobijene
RNK kretala u optimalnom opsegu, izmedu 1,7 1 2,0.

3.15.2. Reverzna transkripcija

S obzirom na to da RNK ne moze da bude matrica u PCR reakciji, sintetisana je cDNK na
osnovu lanca iRNK u reakciji reverzne transkripcije pomoc¢u High Capacity cDNA Reverse
Transcription kompleta, prema uputstvima proizvodaca. Ukupna zapremina reakcione smeSe je
iznosila 20 pL, a smesa se sastojala od 10 pL RNK (2 pug) u H2O tretiranoj DEPC, 2 pL 10 x RT
pufera, 0,8 uL 100 mM dNTP, 2 uL 10 x RT nasumic¢nih pocetnica, 1 pL reverzne transkriptaze (50
U/uLl) 1 4,2 uLL H2O tretirane DEPC. Reakcija je izvodena u aparatu Applied Biosystems Veriti
Thermal Cycler u tri koraka: zagrevanje smeSe 10 min na 25°C, 120 min na 37°C 1 5 s na 85°C.
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3.15.3. Kvantitativha RT-PCR analiza

Prevedena cDNK je sluzila za odredivanje relativne ekspresije odabranih gena metodom RT-
qPCR sa Power SYBR Green PCR Master Mix kompletom. SYBR Green je boja koja se vezuje za
dvolan¢anu DNK pri ¢emu nastaje fluorescentni signal koji je direktno proporcionalan koli¢ini
DNK produkta nastalog tokom PCR reakcije. Ukupna zapremina reakcione smese je iznosila 12,5
uL. Smesa se sastojala od 2,5 pL. cDNK koja je razblazena u H>O tretiranoj DEPC pre dodavanja u
reakcionu smesu, po 0,65 pL specificnih uzvodnih (eng. forward primer, F) 1 nizvodnih (eng.
reverse primer, R) pocCetnica (tabela 3.1), 3,8 uL. H>O tretirane DEPC i 5 pL kompleta za PCR
reakciju Power SYBR Green PCR Master Mix. Pored reakcije koja je sadrzala uzorke cDNK je
postavljena 1 kontrolna reakcija bez matrice u koju je umesto cDNK dodavana H>O tretirana DEPC.
Kao endogena kontrola koris¢en je konstitutivni ,housekeeping” gen gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza (GAPDH). Na samom pocetku je utvrdeno da dugotrajno i kratkotrajno izlaganje
EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama BPA 1 DBP nije uticalo na nivo iRNK za GAPDH. Svi
uzorci su analizirani u duplikatu pod slede¢im uslovima: 2 min na 50°C, 10 min na 95°C i 40
ciklusa po 15 s na 95°C i 1 min na 60°C. Uzorci izlagani BPA su analizirani na aparatu
MasterCycler RealPlex (Eppendorf, Hamburg, Nemacka), dok su uzorci izlagani DBP analizirani na
aparatu CFX Connect Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
CA, SAD).

Tabela 3.1. Sekvence pocetnica kori§¢enih u RT-qPCR analizi.

Gen Identifikacioni broj | Sekvence parova pocetnica

ICAMI | NM_000201 R 5 TGGCAGOGTAGGGTAAGGTICY
veAMI | NM_001078 R 5-GGATGCAAAATAGAGCACGAY

MMPL | NM_002421 R S-TCGATATGCTTCACAGTTCTAGGG-
MMP2 | NM_004530 R $UTCACAGTCCGUCAAATGAACS
MMPS | NM_004594 R $.CCACCTGGTTCAACTCACTCC 3

KDR | NM002253 R 5 CATGTTGGTCACTAACAGAAGCA-Y
VEGEA | NMLOOIOZSI6S | b3 0\ CACAGOATGGCTTGAAGA S

CcLz | NM_00982 R $GATCACAGCTICTTTGGGACACTT-
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Po zavrSetku analize, dobijeni su podaci o amplifikaciji ispitivanih gena u funkciji broja
ciklusa koji su zatim obradivani pomocu metode poredenja praga ciklusa, AAC; (Livak i
Schmittgen, 2001). Metoda omogucava normalizovanje ekspresije ciljnih gena sa endogenom
kontrolom, kako za kontrolu, tako i za tretirane uzorke:

ACt = Ctciljni gen — Ct GapDH
U slede¢em koraku je uradeno normalizovanje tretiranog sa kontrolnim uzorkom:
AAC= AC:t tretman — ACt kontrola
Koeficijent relativne ekspresije (R) ciljnog gena je racunat na osnovu sledece jednacine:
R = 0-0ACt

Shodno gore navedenom, relativna ekspresija ispitivanih gena u svim uzorcima iskazivana je kao 2-
AACt

3.16. Kvantifikacija ekspresije i fosforilacije proteina metodom Western blot

U cilju ispitivanja uticaja dugotrajnog i kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim
koncentracijama BPA 1 DBP na ekspresiju i fosforilaciju (aktivaciju) proteina u EA.hy926 ¢elijama,
koriS¢ena je metoda Western blot koja se zasniva na razdvajanju proteina iz uzorka po molekulskoj
masi. Ova metoda omogucéava detekciju proteina i kvantifikaciju ekspresije ciljanih proteina, kao i
kvantifikaciju fosforilacije analiziranih proteina.

3.16.1. Priprema uzoraka za elektroforezu

Za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 celija odabranim
koncentracijama BPA i DBP na ekspresiju proteina, uzimano je po 1 x 10° éelija iz svakog flaska
nakon pet i Cetrnaest nedelja izlaganja BPA, odnosno po 0,5 x 10° éelija nakon tri, Sest, devet i
dvanaest nedelja izlaganja DBP. Celije su sakupljane u ohladene tubice zapremine 1,5 mL, a zatim
centrifugirane 5 min na 400 xg, na 4°C, nakon cega je supernatant uklanjan. Talog celija je
resuspendovan u 1 mL hladnog PBS u cilju ispiranja ¢elija, a zatim je dobijena suspenzija ¢elija
centrifugirana 5 min na 400 xg, na 4°C. Nakon centrifugiranja, supernatant je pazljivo uklanjan, a
dobijeni talog ¢elija u svakoj tubici je ponovo resuspendovan u 1 mL hladnog PBS. Tubice su zatim
ponovo centrifugirane 5 min na 400 xg, na 4°C, nakon cega je dobijeni talog celija u svakoj tubici
liziran 40 min na 4°C u 100 uL hladnog pufera za liziranje RIPA koji je sadrzao inhibitore proteaza.

Za potrebe ispitivanja uticaja kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija odabranim
koncentracijama DBP na ekspresiju i aktivaciju proteina od interesa, EA.hy926 ¢elije su sadene u
ploce sa 12 bunariéa, po 0,4 x 10° ¢elija u 1 mL kompletnog medijuma po bunariéu, jedan bunari¢
za svaki tretman. Slede¢eg dana je medijum iz plo¢a uklanjan i dodavano je po 1 mL odgovaraju¢ih
tretmana DBP. Celije su izlagane DBP u trajanju od 24 h. U cilju odredivanja fosforilacije proteina
sadeno je po 0,4 x 10° ¢elija u 0,8 mL kompletnog medijuma po bunariéu, jedan bunarié¢ za svaki
tretman. Slede¢eg dana je medijum uklanjan, bunari¢i su ispirani dva puta rastvorom PBS, 1 mL po
bunaricu, a zatim je u cilju ,,izgladnjivanja” ¢elija (eng. starvation) u svaki bunari¢ dodavano po 0,6
mL medijuma bez seruma. Narednog dana je na ve¢ postoje¢i medijum u bunari¢ima dodavano po
0,6 mL odgovarajucih tretmana BPA ili DBP u medijumu bez seruma. Celije su izlagane BPA u
trajanju od 60 min ili DBP u trajanju od 15 min do 120 min. U pojedinim eksperimentima sa
kratkotrajnim izlaganjem celija DBP, gde je to naznaceno, EA.hy926 ¢celije su tokom 45 min
pretretirane sa: ICI 182,780 (5 uM) 1 G-15 (5 uM). Po isteku inkubacije, ¢elije su dva puta ispirane
hladnim rastvorom PBS, 2—3 mL po ploci, a zatim lizirane 40 min na 4°C u 100-200 pL hladnog
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pufera za liziranje RIPA koji je sadrzao inhibitore proteaza, kao i inhibitore fosfataza (1 mM
natrijum-fluorid i 1 mM natrijum-ortovanadat) kada je analizirana fosforilacija proteina.

Celijski lizati dobijeni na gore opisani nadin kako iz dugotrajnog, tako i kratkotrajnog
izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama BPA 1 DBP su prenoseni u tubice od 1,5 mL
na ledu, a zatim centrifugirani 10 min na 12.000 xg na 4°C, ¢ime su istaloZeni ostaci Celija, a
supernatant sa proteinima je prenoSen u nove tubice na ledu. Koncentracija proteina u uzorcima je
odredivana spektrofotometrijski, na osnovu standardne krive, koris¢enjem komercijalnog kompleta
za odredivanje proteina Pierce BCA Protein Assay Kit, prema protokolu opisanom u poglavlju 3.13.
U cilju pripreme uzoraka za elektroforezu je 5x koncentrovani pufer sa redukujué¢im agensima
mesan u odnosu 1:4 sa uzorcima, tako da su finalne koncentracije u svakom uzorku iznosile: 62,5
mM Tris-HCIL, 2% SDS, 10% glicerol, 5% p-merkaptoetanol, 0,1 M ditiotreitol i 0,01%
bromofenol-plavo, pH 6,8. Ovako pripremljeni uzorci su zatim inkubirani 5 min na 96°C 1
neposredno koris¢eni ili cuvani na —20°C do upotrebe.

3.16.2. Elektroforeza, transfer proteina na membranu, detekcija i kvantifikacija proteina

Gel za elektroforezu se sastojao od dela za koncentrovanje uzoraka (3% gel: 4,575 mL
dH»0, 1,875 mL 0,5 M Tris-HCI, 75 puL 10% SDS, 0,9975 mL 30% akrilamid/bis-akrilamid, 37,5
uL 10% amonijum-persulfat, 7,5 uLL. TEMED, pH 6,8) i dela za razdvajanje uzoraka (12% gel: 3,35
mL dH>0, 2,5 mL 1,5 M Tris-HCL, 100 pL 10% SDS, 4 mL 30% akrilamid/bis-akrilamid, 50 pL
10% amonijum-persulfat, 5 ul TEMED, pH 8,8; 7,5% gel: 4,85 mL dH>0, 2,5 mL 1,5 M Tris-HCI,
100 pL 10% SDS, 2,5 mL 30% akrilamid/bis-akrilamid, 50 pL 10% amonijum-persulfat, 5 pl
TEMED, pH 8,8).

Jednake koli¢ine uzoraka (10-15 pg proteina) su nalivane u bunariée poliakrilamidnog gela
koji sadrzi SDS, a proteinski marker je nalivan u zasebni bunari¢. Proteini su prvo kratko razdvajani
u strujnom kolu pri konstantnom naponu od 120 V, dok uzorci nisu usli u gel za razdvajanje, a
potom do kraja gela pri konstantnom naponu od 200 V u Mini—-PROTEAN Tetra Cell aparatu (Bio-
Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, SAD). Potom su razdvojeni proteini prenoSeni na Immun-
Blot PVDF membranu (poliviniliden-fluorid, veli¢ina pora 0,2 pum; Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, CA, SAD) pri konstantnom naponu od 100 V u trajanju od 135 do 140 min. Nakon
zavrSenog transfera, membrane su blokirane 2 h na sobnoj temperaturi u puferu TBS (eng. Tris-
buffered saline: 10 mM Tris base, 100 mM NaCl, pH 7,4) koji je sadrzao 0,1% Tween-20
(TBS/Tween) 1 5% BSA kada je analizirana fosforilacija proteina, odnosno 5% nemasnog mleka u
prahu kada je analiziran ukupni nivo proteina. Nakon blokiranja, membrane su inkubirane sa
odgovaraju¢im primarnim antitelima. Antitela protiv fosfo-eNOS (1:1.000), fosfo-ERK1/2
(1:2.000), fosfo-Akt (1:1.000), eNOS (1:1.000), ERK2 (1:1.000), Akt (1:1.000), ZO-1 (1:1.000),
okludina (1:500) 1 GAPDH (1:3.000) su rastvarana u rastvoru 5% BSA u odnosima koji su navedeni
u zagradama. Membrane su zatim inkubirane u rastvorima sa primarnim antitelima preko no¢i, na
4°C, uz konstantno mesanje. Slede¢eg dana su membrane ispirane puferom TBS/Tween pet puta po
5 min na sobnoj temperaturi, a nakon toga su inkubirane 1 h na sobnoj temperaturi u rastvoru
odgovaraju¢eg sekundardnog antitela konjugovanog sa peroksidazom rena (eng. horse raddish
peroxidase, HRP; 1:3.000) u TBS/Tween koji je sadrzao 5% BSA. Zatim su membrane tri puta
naizmenicno ispirane 5 min na sobnoj temperaturi puferom TBS koji je sadrzao 1% NP-40 (NTBS),
potom 5 min na sobnoj temperaturi puferom TBS. Signal na membranama je razvijan pomocu
hemiluminescentnog supstrata SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate.
Hemiluminescencija je merena aparatom myECL Digital Imaging System (Thermo Scientific), a
dobijeni signali su kvantifikovani pomoc¢u programa NIH Image J (Schneider 1 sar., 2012). Da bi se
uklonile potencijalne razlike u nanoSenju uzoraka na gel, sa membrana su uklanjana vezana antitela
postupkom tzv. stripovanja membrana (eng. membrane stripping) koriS¢enjem pufera za stripovanje
(65 mM Tris-HCI, 20% SDS 1 0,7% p-merkaptoetanol, pH 6,7), na taj nacin $to su membrane
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inkubirane u navedenom puferu 30 min na 56°C. Stripovane membrane su ispirane pet puta
puferom NTBS i jednom puferom TBS, potom blokirane i ponovo inkubirane preko no¢i na 4°C u
rastvoru primarnog antitela koje se ili vezuje za endogenu kontrolu (GAPDH) ili za nefosforilisanu
formu proteina Cija je fosforilacija prethodno detektovana: eNOS (Serl177), ERKI1/2
(Thr202/Tyr204) i Akt (Ser473). Slede¢eg dana su membrane inkubirane u rastvoru odgovarajuceg
sekundarnog antitela, a hemiluminescentni signali su detektovani i kvantifikovani kao S$to je
prethodno opisano.

3.17. Statisticka analiza

Za potrebe statistiCke analize podataka dobijenih nakon dugotrajnog izlaganja EA.hy926
¢elija BPA ili DBP, rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti od tri ili Cetiri nezavisna
ponavljanja (flaska), redom, sa standardnom greskom srednje vrednosti (eng. standard error of
mean, + SEM). Za potrebe statisticke analize podataka dobijenih nakon kratkotrajnog izlaganja
EA.hy926 ¢elija BPA ili DBP, rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti od 3 do 8 ponavljanja
+ SEM. Statisticka obrada rezultata je uradena koriS¢enjem jednosmerne ili dvosmerne analize
varijanse (ANOVA) pomocu programa Prism8 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, SAD).
Post-hoc analiza nakon jednosmerne ANOVA je uradena pomocu testa po Dunnett-u (eng.
Dunnett’s multiple comparison post-hoc test) za poredenje rezultata razli¢itih tretmana sa
kontrolom, dok je nakon dvosmerne ANOVA koris¢en test po Tukey-u (eng. Tukey’s multiple
comparison post-hoc test) za visestruko medusobno poredenje. Kriterijum statisticke znacajnosti je
u svim statisti¢kim analizama bila granica verovatnoce od p<0,05.
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4. Rezultati
4.1. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija bisfenolu A
4.1.1. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 cCelija bisfenolu A na vijabilnost Celija

Test sa bojom alamarBlue™ je korig¢en za procenu metabolicke aktivnosti éelija nakon
dugotrajnog izlaganja EA.hy926 éelija 10° M, 10® M i 107 M BPA, a $to posredno predstavlja
parametar za procenu vijabilnosti Celija. Analiza metabolicke aktivnosti ¢elija je pokazala da
odabrane nanomolarne koncentracije BPA ne dovode do znacajnih promena u vijabilnosti
EA.hy926 ¢elija nakon dve, Cetiri, osam i dvanaest nedelja izlaganja, dok je nakon Cetrnaest nedelja
izlaganja ¢elija 10® M i 107 M BPA uoceno smanjenje vijabilnosti éelija od ~25% i 18%, redom
(slika 4.1.1).
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Slika 4.1.1. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija bisfenolu A na vijabilnost ¢elija. Nakon dve,
Cetiri, osam, dvanaest i Cetrnaest nedelja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 c¢elija odabranim koncentracijama
BPA (10° M, 10® M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana na metabolicku aktivnost/vijabilnost ¢elija
koriS¢enjem testa sa bojom alamarBlue™. Dobijene vrednosti su izrazene kao procenat vijabilnosti u odnosu
na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + SEM od 3 nezavisna celijska flaska. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na

kontrolu.

4.1.2. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija bisfenolu A na vezivanje U937 Celija za
jednosloj endotelnih éelija

Rezultati ispitivanja vezivanja Celijske linije humanih monocita U937 za jednosloj
endotelnih ¢elija u uslovima in vitro su pokazali da je nakon pet nedelja izlaganja EA.hy926 celija
10° M, 10® M i 107 M BPA doslo do zna¢ajno smanjenog vezivanja U937 éelija za EA.hy926
éelije koje su bile izlagane 10”7 M BPA u odnosu na kontrolu (za ~78%), dok je ovaj efekat izostao
sa drugim koncentracijama BPA (slika 4.1.2A). Smanjeno vezivanje U937 ¢elija za jednosloj
endotelnih ¢elija nije zapazeno nakon devet nedelja (rezultati nisu prikazani) 1 Cetrnaest nedelja
izlaganja EA .hy926 ¢elija odabranim nanomolarnim koncentracijama BPA (slika 4.1.2B).
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Slika 4.1.2. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija bisfenolu A na vezivanje U937 ¢elija za
jednosloj endotelnih éelija. Nakon (A) pet i (B) Cetrnaest nedelja izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim
koncentracijama BPA (10 M, 10® M i 10”7 M), ispitan je uticaj tretmana na vezivanje monocita za jednosloj
EA.hy926 celija koris¢enjem U937 Celija obelezenih kalceinom AM. Prikazane su reprezentativne
fluorescentne fotomikrografije. Srednja vrednost broja fluoresecentno obelezenih U937 celija vezanih za
jednosloj EA.hy926 celija je dobijena iz 6—12 nasumi¢no odabranih mikroskopskih polja po grupi, a
dobijene vrednosti su zatim izraZzene kao procenat vezivanja U937 ¢elija u odnosu na kontrolu koja je
prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
od 3 nezavisna Celijska flaska. *p<0,05 statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

4.1.3. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija bisfenolu A na relativnu ekspresiju gena
za Celijske adhezivne molekule

S obzirom na to da su prethodni rezultati pokazali razlike u vezivanju U937 celija za
EA.hy926 ¢elije, u slede¢em koraku je odredivana relativna ekspresija gena za odabrane CAM koji
imaju ulogu u vezivanju monocita za jednosloj endotelnih ¢elija. Rezultati odredivanja relativne
ekspresije gena koji kodiraju ICAM-1, VCAM-1 1 E-selektin koriS¢enjem metode RT-qPCR su
pokazali da je nakon pet nedelja izlaganja ¢elija 107" M BPA ekspresija gena za VCAM-1 smanjena
za 40% u odnosu na kontrolu, dok ostale ispitivane koncentracije nisu imale efekta. Relativna
ekspresija gena za ICAM-1 1 E-selektin nije bila promenjena nakon pet nedelja izlaganja EA.hy926
¢elija odabranim nanomolarnim koncentracijama BPA (slika 4.1.3A). U skladu sa prethodnim
rezultatima koji nisu pokazali razlike u vezivanju U937 Celija za jednosloj endotelnih ¢elija nakon
Cetrnaest nedelja izlaganja EA.hy926 éelija 10° M, 10® M i 107 M BPA, nisu zapaZene ni znacajne
razlike u relativnoj ekspresiji gena koji kodiraju ICAM-1, VCAM-1 1 E-selektin nakon cetrnaest
nedelja izlaganja ¢elija datim koncentracijama BPA (slika 4.1.3B).
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Slika 4.1.3. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija bisfenolu A na relativhu ekspresiju gena za
¢elijske adhezivne molekule. Nakon (A) pet i (B) ¢etrnaest nedelja izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim
koncentracijama BPA (10° M, 10® M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju gena za ICAM-1
(ICAM1), VCAM-1 (VCAM]I) i E-selektin (SELE) koris¢enjem metode RT-qPCR. Dobijene vrednosti su
izrazene kao relativna ekspresija u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom
(1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 3 nezavisna celijska flaska. *p<0,05 statisticki
znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

4.1.4. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija bisfenolu A na vezivanje U937 ¢Celija za
jednosloj endotelnih ¢elija nakon stimulacije sa faktorom nekroze tumora-a

S obzirom na to da se monociti vezuju za endotel u organizmu uglavnom u uslovima
povecane inflamacije koju karakteriSe prisustvo brojnih inflamacijskih medijatora poput TNF-a,
ispitan je uticaj stimulacije EA.hy926 celija sa TNF-a na vezivanje U937 celija za jednosloj
endotelnih ¢elija, a potom i uticaj dugotrajnog 14-nedeljnog izlaganja EA.hy926 ¢elija 10° M, 107
M i 107 M BPA na ovaj proces. Pokazano je da izlaganje EA.hy926 ¢elija TNF-a u trajanju od 24 h
znafajno povecava vezivanje U937 celija za endotelne Ccelije (preko 400% u odnosu na
nestimulisanu kontrolu). Medutim, ovaj efekat je u izvesnoj meri ponisten nakon Cetrnaest nedelja
izlaganja EA.hy926 ¢elija 107 M BPA. Rezultati su pokazali za ~21% smanjeno vezivanje U937
éelija za EA hy926 éelije dugotrajno izlagane 107 M BPA, a zatim stimulisane sa TNF-o, u odnosu
na kontrolnu grupu ¢elija koje su dugotrajno izlagane rastvaracu, a zatim stimulisane sa TNF-a
(slika 4.1.4).
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Slika 4.1.4. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 celija bisfenolu A na adheziju U937 déelija za
jednosloj endotelnih éelija nakon stimulacije sa TNF-a. Nakon Cetrnaest nedelja izlaganja EA.hy926
¢elija odabranim koncentracijama BPA (10 M, 10 M i 10”7 M), ispitan je uticaj tretmana i stimulacije sa 10
ng/mL TNF-a tokom poslednjih 24 h izlaganja na vezivanje monocita za jednosloj EA.hy926 celija
koris¢enjem U937 Celija obeleZzenih kalceinom AM. Prikazane su reprezentativne fluorescentne
fotomikrografije. Srednja vrednost broja fluoresecentno obelezenih U937 celija vezanih za jednosloj
EA.hy926 celija je dobijena iz 6—10 nasumi¢no odabranih mikroskopskih polja po grupi, a dobijene
vrednosti su zatim izraZzene kao procenat vezivanja U937 c¢elija u odnosu na nestimulisanu kontrolu (bez
TNF-a) koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + SEM od 3 nezavisna cCelijska flaska. *p<0,05 statisticki znaCajna razlika u odnosu na
nestimulisanu kontrolu (bez TNF-a); *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu stimulisanu sa
TNF-o.

4.1.5. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija bisfenolu A na relativnu ekspresiju gena
za Celijske adhezivne molekule nakon stimulacije sa faktorom nekroze tumora-a

U svetlu prethodno dobijenih rezultata, ispitano je da li stimulacija EA.hy926 ¢elija sa TNF-
o utice na relativnu ekspresiju gena za ICAM-1, VCAM-1 1 E-selektin, a potom je ispitan i uticaj
dugotrajnog 14-nedeljnog izlaganja EA.hy926 ¢elija 10° M, 10® M i 107 M BPA na pomenute
parametre nakon stimulacije sa TNF-a. Nakon 14 nedelja izlaganja BPA, ¢celije su dodatno
stimulisane TNF-a u trajanju od 24 h. Stimulacija TNF-a je u kontrolnoj grupi ¢elija znacajno
povecala ekspresiju gena za ICAM-1 (64 puta), VCAM-1 (285 puta) 1 E-selektin (100 puta) u
odnosu na kontrolu koja nije stimulisana TNF-o. Medutim, u grupama ¢elija koje su izlagane 107
M i 107 M BPA je efekat TNF-a izostao, odnosno, izlaganje BPA je ponistilo tu stimulaciju.
Naime, rezultati su pokazali smanjenu ekspresiju gena za ICAM-1 u grupi celija dugotrajno
izlaganih 10 M BPA (za ~78%) i 10" M BPA (za 82,7%) a zatim stimulisanih sa TNF-a, u odnosu
na kontrolnu grupu celija dugotrajno izlaganih rastvaratu, a zatim stimulisanih sa TNF-a
(stimulisana kontrola). Relativna ekspresija gena koji kodira VCAM-1 je, takode, smanjena nakon
stimulacije sa TNF-o, i to za 68% i 77,7% nakon &etrnaest nedelja izlaganja EA hy926 éelija 10° M
i 107 M BPA, redom, u odnosu na kontrolnu grupu stimulisanu TNF-o. Sli¢an trend pokazuje i
relativna ekspresija gena za E-selektin — smanjenje od ~46% 1 62,5% nakon cCetrnaest nedelja
izlaganja éelija 10° M i 107 M BPA, redom, u odnosu na kontrolne grupe ¢éelija stimulisane TNF-a
(slika 4.1.5).
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Slika 4.1.5. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija bisfenolu A na relativhu ekspresiju gena za
¢elijske adhezivne molekule nakon stimulacije sa TNF-a. Nakon Cetrnaest nedelja izlaganja EA.hy926
¢elija odabranim koncentracijama BPA (10 M, 10 M i 10”7 M), ispitan je uticaj tretmana i stimulacije sa 10
ng/mL TNF-a tokom poslednjih 24 h izlaganja na ekspresiju gena za ICAM-1 (ICAM1), VCAM-1 (VCAMI)
i E-selektin (SELFE) koris¢enjem metode RT-qPCR. Dobijene vrednosti su izrazene kao relativna ekspresija u
odnosu na nestimulisanu kontrolu (bez TNF-a) koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (1).
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM od 3 nezavisna celijska flaska. *p<0,05 statisticki
znadajna razlika u odnosu na nestimulisanu kontrolu (bez TNF-a); #p<0,05 statisti¢ki zna¢ajna razlika u
odnosu na kontrolu stimulisanu sa TNF-a.

4.1.6. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 celija bisfenolu A na adheziju Celija za Zelatin

S obzirom na to da je sa jedne strane ¢vrsta adhezija endotelnih ¢elija za komponentne ECM
od esencijalne vaznosti za oCuvanje integriteta endotelne barijere, a da je sa druge strane raskidanje
veza izmedu endotelnih celija i komponenti ECM neophodno za migraciju celija, reparaciju
povrede krvnog suda i stvaranje novih krvnih sudova, ispitano je da li dugotrajno izlaganje
EA hy926 éelija 10° M, 10® M i 107 M BPA uti¢e na vezivanje ¢elija za jedan od proteina ECM —
zelatin (eng. gelatin). Rezultati su pokazali povecano vezivanje EA.hy926 ¢elija za Zelatin tokom
dugotrajnog izlaganja ¢elija 107 M BPA, i to za 48%, 21% i 23% nakon pet, devet i Cetrnaest
nedelja, redom. Sa druge dve ispitivane koncentracije BPA, 10° M i 10" M, nije zapaZen statisticki
znacajan efekat na vezivanje EA.hy926 Celija za Zelatin (slika 4.1.6).
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Slika 4.1.6. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija bisfenolu A na adheziju ¢elija za Zelatin. (A)
Nakon pet, devet i Cetrnaest nedelja izlaganja EA.hy926 éelija odabranim koncentracijama BPA (10° M, 108
M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana na vezivanje ¢elija za Zelatin. Broj vezanih éelija odreden je testom sa
bojom SRB. Dobijene vrednosti su izraZzene kao procenat adhezije za Zelatin u odnosu na kontrolu koja je
prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
od 3 nezavisna ¢elijska flaska. (B) Reprezentativne fotomikrografije ilustruju adheziju ¢elija na zelatin nakon
pet nedelja izlaganja EA.hy926 Celija odabranim koncentracijama BPA (10° M, 10® M i 107 M). *p<0,05
statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na kontrolu.

4.1.7. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 cCelija bisfenolu A na migraciju celija

Testom ,zarastanja povrede” je u svetlu prethodno dobijenih rezultata ispitano da li
dugotrajno izlaganje EA.hy926 éelija 10° M, 10 M i 10”7 M BPA uti¢e na migraciju endotelnih
¢elija. Rezultati su pokazali da nakon pet nedelja nema znacajnih razlika izmedu EA.hy926 ¢elija
izlaganih odabranim nanomolarnim koncentracijama BPA 1 kontrole (slika 4.1.7A). Medutim,
nakon devet nedelja je zapaZeno smanjenje migracije za oko 20% u odnosu na kontrolu u grupi
éelija koje su izlagane 10 M BPA i za oko 25% u grupi éelija koje su izlagane 10”7 M BPA (slika
4.1.7B). Efekat se nakon cCetrnaest nedelja izlaganja EA.hy926 ¢elija odrzao samo u grupi Celija
koje su izlagane 10”7 M BPA, pri ¢emu je detektovano smanjenje migracije za ~29% u odnosu na
kontrolu (slika 4.1.7C).
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Slika 4.1.7. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 cCelija bisfenolu A na migraciju ¢elija. Nakon (A)
pet, (B) devet i (C) &etrnaest nedelja izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama BPA (10° M, 10
8 M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana na migraciju ¢elija koriS¢enjem metode ,,zarastanja povrede*.
Prikazane su reprezentativne fotomikrografije u trenutku pravljenja povrede (0 h) i nakon $to su celije
migrirale (10 h). Migracija je kvantifikovana koriS¢enjem programa Image J kao srednja vrednost 8—10
izmerenih rastojanja izmedu ivica Celija sa obe strane u trenutku pravljenja povrede i nakon S$to su celije
migrirale. Dobijene vrednosti su izrazene kao procenat zatvaranja povrede u odnosu na kontrolu koja je
prikazana horizontalnom isprekidanom linijjom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
od 3 nezavisna Celijska flaska. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

4.1.8. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija bisfenolu A na propustljivost jednosloja
endotelnih celija

Kako je odrzavanje polupropustljivog karaktera endotelne barijere od sustinskog znacaja za
kontrolisanje razmene hranljivih materija, gasova i imunskih ¢elija izmedu krvi 1 intersticijalnog
prostora, ispitano je da li dugotrajno izlaganje EA.hy926 ¢elija 10° M, 10®* M i 107 M BPA uti¢e
na endotelnu propustljivost konfluentnog jednosloja EA.hy926 ¢elija. U tu svrhu je koriséen test
propustljivosti u Transwell sistemu sa dva odeljka. Rezultati su pokazali da je nakon pet nedelja
izlaganja EA.hy926 ¢elija 10® M i 107 M BPA uoceno smanjenje endotelne permeabilnosti za
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~47% 1 ~61% u odnosu na kontrolu, redom. Efekat se odrzao i nakon Cetrnaest nedelja izlaganja
EA.hy926 ¢éelija 10 i 107 M BPA, s obzirom na to da je detektovano smanjenje propustljivosti
konfluentnog jednosloja endotelnih ¢elija od ~55% 1 ~61% u odnosu na kontrolu, redom (slika
4.1.8).
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Slika 4.1.8. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija bisfenolu A na endotelnu propustljivost.
Nakon pet i ¢etrnaest nedelja izlaganja EA.hy926 ¢éelija odabranim koncentracijama BPA (10° M, 10® M i
107 M), ispitan je uticaj tretmana na propustljivost jednosloja EA.hy926 ¢elija koris¢enjem dekstrana (Mw
40 kDa) obelezenog fluorescentnom bojom FITC u Transwell sistemu (veli¢ina pora 0,4 pum). Dobijene
vrednosti su izrazene kao procenat endotelne propustljivosti u odnosu na kontrolu koja je prikazana
horizontalnom isprekidanom linijjom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 3
nezavisna c¢elijska flaska. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

4.1.9. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija bisfenolu A na ekspresiju okludina i
70-1

Uzimaju¢i u obzir prethodno navedene rezultate vezane za promene u propustljivosti
jednosloja endotelnih ¢elija pod delovanjem BPA, u slede¢em koraku je ispitan uticaj dugotrajnog
izlaganja EA.hy926 éelija 10° M, 10® M i 107 M BPA na ekspresiju dva proteina koji ulaze u
sastav TJ, okludina 1 ZO-1. Rezultati su pokazali da je nakon pet nedelja izlaganja EA.hy926 celija
107 M BPA povecana ekspresija ZO-1 za ~46% u odnosu na kontrolu (slika 4.1.9A), dok je nakon
etrnaest nedelja izlaganja ¢elija 10®° M i 10”7 M BPA detektovana poveéana ekspresija oba proteina
u odnosu na kontrolu, i to okludina za 44% 1 84%, a ZO-1 za 60% i 76%, redom (slika 4.1.9B).
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Slika 4.1.9. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 cCelija bisfenolu A na ekspresiju okludina i ZO-1.
Nakon (A) pet i (B) Cetrnaest nedelja izlaganja EA.hy926 ¢éelija odabranim koncentracijama BPA (10° M,
10® M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju okludina i ZO-1 metodom Western blot. Prikazane
su reprezentativne Western blot slike. Kvantifikacija je uradena koris¢enjem programa Image J. Dobijene
vrednosti za svaki uzorak su normalizovane na nivo GAPDH u datom uzorku, a rezultati su izrazeni relativno
u odnosu na normalizovani nivo ispitivanog proteina u kontroli (1). Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost = SEM od 3 nezavisna celijska flaska. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

4.1.10. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 celija bisfenolu A na nivo reaktivnih vrsta
kiseonika

S obzirom na vaznu ulogu koju ROS imaju u vaskulaturi, ispitan je uticaj dugotrajnog
izlaganja EA.hy926 éelija 10° M, 10® M i 107 M BPA na nivo ROS kori§¢enjem reagensa
H>DCFDA, koji unutar ¢elija reaguje sa razli¢itim ROS stvarajuci pri tom jedinjenje DCF sa
visokim nivoom fluorescencije. Rezultati su pokazali da nakon pet i Cetrnaest nedelja izlaganja
EA.hy926 ¢elija svim ispitivanim koncentracijama BPA nisu uocene razlike u nivou ROS, dok je
nakon devet nedelja izlaganja celija zapaZeno smanjenje nivoa ROS sa svim ispitivanim
koncentracijama BPA, i to za 8,7% u odnosu na kontrolu u grupi éelija izlaganih 10° M BPA, za
14,2% u grupi éelija izlaganih 10® M BPA i za 24,7% u grupi ¢elija izlaganih 107 M BPA (slika
4.1.10).
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Slika 4.1.10. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 celija bisfenolu A na nivo reaktivnih vrsta
kiseonika. Nakon pet, devet i Cetrnaest nedelja izlaganja EA.hy926 Celija odabranim koncentracijama BPA
(10° M, 108 M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana na nivo ROS koriS¢enjem reagensa H,DCFDA. Dobijene
vrednosti su izrazene kao procenat u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom

linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM od 3 nezavisna celijska flaska. *p<0,05
statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

4.1.11. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 cCelija bisfenolu A na stvaranje azot-
monoksida

Sposobnost endotela da sintetiSe NO je od posebnog znacaja zbog brojnih plejotropnih
funkcija koje ovaj molekul ispoljava u kardiovaskularnom sistemu. S tim u vezi, posredno je ispitan
uticaj dugotrajnog izlaganja EA.hy926 éelija 10° M, 10® M i 107 M BPA na stvaranje NO, preko
merenja koncentracije nitrita (stabilan proizvod oksidacije NO) u medijumu svih flaskova pre
pasaziranja Celija.
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Slika 4.1.11. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija bisfenolu A na stvaranje azot-monoksida.
(A) Nakon pet, devet i Cetrnaest nedelja izlaganja EA.hy926 éelija odabranim koncentracijama BPA (107 M,
10® M i 107 M), posredno je ispitan uticaj tretmana na stvaranje NO preko merenja koncentracije nitrita u
medijumu metodom po Griess-u. (B) Nakon Cetrnaest nedelja izlaganja EA.hy926 celija 107 M BPA
posredno je ispitan uticaj navedenog tretmana i dodatnog tretmana sa 100 uM L-NAME tokom poslednjih 72
h izlaganja na stvaranje NO preko merenja koncentracije nitrita u medijumu metodom po Griess-u. Dobijene
vrednosti su izrazene kao procenat nivoa nitrita u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom
isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM od 3 nezavisna ¢elijska

flaska. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu; “p<0,05 statisticki znacajna razlika u
odnosu na 107 M BPA.
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Rezultati su pokazali da je samo doza od 107 M BPA dovela do poveéanja koncentracije
nitrita u medijumu, u svim ispitivanim vremenskim tac¢kama u odnosu na kontrolu, i to za ~180%
nakon pet nedelja, 55% nakon devet 1 43% nakon Cetrnaest nedelja izlaganja (slika 4.1.11A). U cilju
dokazivanja specifi¢nosti dobijenih rezultata, EA.hy926 ¢elije su nakon Cetrnaest nedelja izlaganja
107 M BPA dodatno tretirane inhibitorom NOS L-NAME, a zatim je posredno ispitan uticaj
inhibitora na stvaranje NO preko merenja koncentracije nitrita u medijumu. Rezultati su pokazali da
je L-NAME u potpunosti ponistio efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢éelija 107 M BPA na
stvaranje NO (slika 4.1.11B).

4.1.12. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija bisfenolu A na relativnu ekspresiju gena
za eNOS

Metodom RT-qPCR je u svetlu prethodno dobijenih rezultata ispitano da li dugotrajno
izlaganje EA.hy926 ¢elija 10°M, 10® M i 107 M BPA uti¢e na relativnu ekspresiju gena za eNOS.
Rezultati su pokazali da nakon pet nedelja izlaganja celija nisu uocene razlike u ekspresiji NOS3
(gen koji kodira eNOS) ni sa jednom od ispitivanih koncentracija BPA, dok je nakon Cetrnaest
nedelja izlaganja éelija 107 M BPA zapaZena povecana ekspresija NOS3 od 167% u odnosu na
kontrolu (slika 4.1.12).
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Slika 4.1.12. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 éelija bisfenolu A na relativnu ekspresiju gena za
eNOS. Nakon pet i Cetrnaest nedelja izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama BPA (10° M, 10-
§ M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju gena za eNOS (NOS3) koris¢enjem metode RT-qPCR.
Dobijene vrednosti su izrazene kao relativna ekspresija u odnosu na kontrolu koja je prikazana
horizontalnom isprekidanom linijom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 3 nezavisna
¢elijska flaska. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.
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4.2. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija bisfenolu A
4.2.1. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija bisfenolu A na vijabilnost Celija

Testom sa bojom alamarBlue™ je ispitan uticaj kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 éelija 10~
M, 10°° M i 10° M BPA na metaboli¢ku aktivnost/vijabilnost ¢elija. Analiza metabolic¢ke aktivnosti
je pokazala da odabrane koncentracije BPA ne dovode do znafajnih promena u vijabilnosti
EA.hy926 ¢elija nakon 24 h i 48 h izlaganja (slika 4.2.1).
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Slika 4.2.1. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija bisfenolu A na vijabilnost €elija. Nakon (A)
24 h i (B) 48 h izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama BPA (107 M, 10° M i 10 M), ispitan
je uticaj tretmana na metaboli¢ku aktivnost/vijabilnost éelija koris¢enjem testa sa bojom alamarBlue™.
Dobijene vrednosti su izrazene kao procenat vijabilnosti u odnosu na kontrolu koja je prikazana
horizontalnom isprekidanom linijjom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM od 3
nezavisna eksperimenta.

4.2.2. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija bisfenolu A na vezivanje U937 ¢elija za
jednosloj endotelnih éelija

Rezultati ispitivanja vezivanja Celijske linijje humanih monocita U937 za jednosloj
endotelnih ¢elija u uslovima in vitro su pokazali da je nakon 48 h izlaganja EA.hy926 ¢elija 107 M,
10°° M i 10° M BPA doslo do znagdajno smanjenog vezivanja U937 éelija za EA.hy926 éelije koje
su bile izlagane 10° M BPA, za ~35% u odnosu na kontrolu, dok je ovaj efekat izostao sa drugim
koncentracijama BPA (slika 4.2.2).

Kontrola 107 M BPA 10 M BPA 105 M BPA 150,

Slika 4.2.2. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija bisfenolu A na vezivanje U937 éelija za
jednosloj endotelnih éelija. Nakon 48 h izlaganja EA.hy926 Celija odabranim koncentracijama BPA (107
M, 10°® M i 10° M), ispitan je uticaj tretmana na vezivanje monocita za jednosloj EA.hy926 celija
koris¢enjem U937 (celija obelezenih kalceinom AM. Prikazane su reprezentativne fluorescentne
fotomikrografije. Dobijene vrednosti su izrazene kao procenat vezivanja U937 ¢elija u odnosu na kontrolu
koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
SEM od 3 nezavisna eksperimenta. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.
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4.2.3. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija bisfenolu A na relativnu ekspresiju
gena za Celijske adhezivne molekule

S obzirom na to da je prethodni rezultat pokazao smanjeno vezivanje U937 celija za
EA.hy926 ¢elije izlagane 10° M BPA, u trajanju od 48 h, u sledeéem koraku je odredivana
relativna ekspresija gena za adhezivne molekule ICAM-1, VCAM-1 1 E-selektin. Rezultati
odredivanja relativne ekspresije gena koji kodiraju ICAM-1, VCAM-1 1 E-selektin koriS¢enjem
metode RT-qPCR su pokazali da je nakon 48 h izlaganja ¢elija 10° M BPA ekspresija gena za
VCAM-1 smanjena za 73% u odnosu na kontrolu, dok ostale ispitivane koncentracije nisu imale
efekta. Ekspresija gena za ICAM-1 i E-selektin nije bila promenjena nakon 48 h izlaganja celija
odabranim koncentracijama BPA. Treba napomenuti da je nakon izlaganja EA.hy926 ¢elija 10° M
BPA relativna ekspresija gena koji kodira E-selektin smanjena za 43% u odnosu na kontrolu, ali
ovaj rezultat nije dostigao nivo statistiCke znacajnosti (p=0,0564) (slika 4.2.3).
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Slika 4.2.3. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija bisfenolu A na relativnu ekspresiju gena za
¢elijske adhezivne molekule. Nakon 48 h izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama BPA (107
M, 10° M i 10> M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju gena za ICAM-1 (ICAM1), VCAM-1 (VCAM]I) i
E-selektin (SELE) koris¢enjem metode RT-qPCR. Dobijene vrednosti su izraZzene kao relativna ekspresija u
odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (1). Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost £ SEM od 3—4 nezavisna eksperimenta. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na
kontrolu.

4.2.4. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija bisfenolu A na adheziju ¢elija za
Zelatin

U slede¢em koraku je ispitan uticaj kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 éelija 107 M, 10° M i
10> M BPA na adheziju ¢elija za Zelatin. Utvrdeno je da vezivanje Celija za Zelatin nije promenjeno
nakon 24 h izlaganja ¢elija odabranim koncentracijama BPA (slika 4.2.4).
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Slika 4.2.4. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija bisfenolu A na adheziju celija za Zelatin.
Nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama BPA (107 M, 10 M i 10> M), ispitan je
uticaj tretmana na vezivanje Celija za zelatin. Prikazane su reprezentativne fotomikrografije. Broj vezanih
¢elija odreden je testom sa bojom SRB. Dobijene vrednosti su izrazene kao procenat adhezije za zelatin u
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odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost = SEM od 4 nezavisna eksperimenta. *p<0,05 statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na
kontrolu.

4.2.5. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija bisfenolu A na migraciju ¢elija

Testom ,,zarastanja povrede” je ispitano da li kratkotrajno izlaganje EA.hy926 ¢elija 107 M,
10° M i 10° M BPA, u trajanju od 24 h, uti¢e na migraciju endotelnih ¢elija. Rezultati su pokazali
smanjenje migracije za ~21% u odnosu na kontrolu u grupi ¢elija izlaganih 10 M BPA i za ~29%
u grupi éelija izlaganih 10> M BPA (slika 4.2.5).
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Slika 4.2.5. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija bisfenolu A na migraciju ¢elija. Nakon 24 h
izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama BPA (107 M, 10° M i 10° M), ispitan je uticaj
tretmana na migraciju Celija koriS¢enjem metode ,zarastanja povrede“. Prikazane su reprezentativne
fotomikrografije u trenutku pravljenja povrede (0 h) i nakon S$to su Celije migrirale (24 h). Migracija je
kvantifikovana koris¢enjem programa Image J kao srednja vrednost 8—10 izmerenih rastojanja izmedu ivica
celija sa obe strane u trenutku pravljenja povrede i nakon §to su celije migrirale. Dobijene vrednosti su
izrazene kao procenat zatvaranja povrede u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom
isprekidanom linijjom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 4 nezavisna
eksperimenta. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

4.2.6. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija bisfenolu A na relativnu ekspresiju
gena i aktivaciju matriksnih metaloproteinaza

U cilju utvrdivanja da li kratkotrajno izlaganje EA.hy926 éelija 107 M, 10 M i 10° M
BPA, u trajanju od 24 h, smanjuje migraciju endotelnih celija preko smanjene ekspresije ili
aktivacije MMP, prvo je ispitan uticaj navedenog izlaganja i tretmana na relativnu ekspresiju tri
gena koji kodiraju matriksne metaloproteinaze MMP-1, MMP-2 1 MMP-9. Rezultati dobijeni
metodom RT-qPCR su pokazali da izlaganje EA.hy926 ¢éelija 107 M, 10°® M i 10° M BPA u
trajanju od 24 h ne utice znacajno na ekspresiju gena za MMP-1, MMP-2 i MMP-9 (slika 4.2.6A).

S obzirom na to da su prethodni rezultati pokazali da kratkotrajno izlaganje EA.hy926 Celija
107 M, 10°® M i 10° M BPA ne uti¢e na relativnu ekspresiju gena za tri ispitivane MMP, u
slede¢em koraku je pomocu Zelatinske zimografije pra¢ena aktivnost ovih proteolitickih enzima na
poliakrialamidnom gelu kopolimerizovanom Zelatinom. Odredivana je enzimska aktivnost dve
MMP iz grupe Zelatinaza koje su visoko eksprimirane u endotelnim ¢elijama, MMP-2 1 MMP-9,
dok je na zimogramu u izvesnoj meri detektovana i aktivnost MMP-1, enzima koji pripada grupi
kolagenaza koje primarno razlazu kolagen, a u manjoj meri 1 Zelatin (Snoek-van Beurden 1 Von den
Hoff, 2005). Osim odabranim koncentracijama BPA, ¢elije su izlagane i TNF-q, s obzirom na to da
ovaj citokin povecava nivo i aktivnost MMP-2 1 MMP-9 u endotelnim ¢elijama (Chen i sar., 2013).
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Rezultati dobijeni zelatinskom zimografijom su pokazali da do razgradnje Zelatina u najve¢oj meri
dolazi samo aktivacijom MMP-2, detektovane pri molekulskoj masi od ~48 kDa, Sto odgovara
katalitickom domenu ovog enzima, dok se aktivna i1 latentna forma MMP-2 pri molekulskim
masama od ~62 kDa i ~72 kDa, redom, kao i1 aktivna i latentna forma MMP-9 pri molekulskim
masama od ~82 kDa 1 ~92 kDa, redom, nisu mogle detektovati na zimogramu (slika 4.2.6B). Na
prikazanom zimogramu se uo¢ava da aktivnost MMP-2 nakon 24 h izlaganja 107 M, 10° M i 107
M BPA pokazuje dozno-zavisni karakter — smanjuje se sa povecanjem koncentracije BPA, pa se
tako najmanja proteoliticka aktivnost enzima MMP-2 zapaza u uzorku medijuma dobijenog nakon
izlaganja éelija 10° M BPA. TNF-a, sa druge strane, povecava enzimsku aktivhost MMP-2. Na
zimogramu se uocava i prosvetljena traka koja odgovara enzimskoj aktivnosti prekursorske forme
MMP-9. Analizom zimograma zapazaju se 1 prosvetljene trake koje odgovaraju katalitickoj
aktivnosti aktivne forme enzima MMP-1, s tim da je efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija
107M, 10° M i 10> M BPA na aktivnost MMP-1 sli¢an kao i u slu¢aju MMP-2 — zapaza se dozno-
zavisno smanjenje aktivnosti ovog enzima (slika 4.2.6B).
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Slika 4.2.6. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 éelija bisfenolu A na relativnu ekspresiju gena i
aktivaciju matriksnih metaloproteinaza. (A) Nakon 24 h izlaganja EA.hy926 celija odabranim
koncentracijama BPA (107 M, 10 M i 10 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju gena za MMP-1
(MMPI), MMP-2 (MMP2) i MMP-9 (MMPY) koris¢enjem metode RT-qPCR. Dobijene vrednosti su
izrazene kao relativna ekspresija u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom
(1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 4 nezavisna eksperimenta. (B) Nakon 24 h
izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama BPA (107 M, 10° M i 10 M) ili TNF-a., (10 ng/mL),
ispitan je uticaj tretmana na enzimsku aktivnost MMP u medijumu pomocu Zelatinske zimografije. Prikazana
je reprezentativna fotografija zimograma.
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4.2.7. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija bisfenolu A na propustljivost
jednosloja endotelnih Celija

Narednim eksperimentima je ispitano da li kratkotrajno izlaganje EA.hy926 éelija 10”7 M,
10° M i 10 M BPA, u trajanju od 48 h, uti¢e na propustljivost endotela, koji je u eksperimentalnim
uslovima u Transwell sistemu sa dva odeljka predstavljen konfluentnim jednoslojem EA.hy926
¢elija. Rezultati su pokazali da ni jedna od kori$¢enih koncentracija BPA ne uti¢e na propustljivost
jednosloja EA.hy926 ¢elija (slika 4.2.7).
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Slika 4.2.7. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija bisfenolu A na endotelnu propustljivost.
Nakon 48 h izlaganja EA.hy926 Celija odabranim koncentracijama BPA (107 M, 10°° M i 10° M), ispitan je
uticaj tretmana na propustljivost jednosloja EA.hy926 ¢elija koris¢enjem dekstrana (Mw 40 kDa) obelezenog
fluorescentnom bojom FITC u Transwell sistemu (veli¢ina pora 0,4 um). Dobijene vrednosti su izraZzene kao
procenat endotelne propustljivosti u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom
linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 3 nezavisna eksperimenta.

4.2.8. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija bisfenolu A na nivo reaktivnih vrsta
kiseonika

Nivo ROS nakon kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija 107 M, 10° M i 10° M BPA je
odredivan pomoc¢u reagensa HoDCFDA. U cilju utvrdivanja da 1i izlaganje EA.hy926 celija
odabranim koncentracijama BPA utiCe na stvaranje ROS preko aktivacije postoje¢ih izvora ROS u
¢elijama ili preko povecane sinteze enzima koji mogu biti izvori ROS u ¢elijama, nivo ROS je
odredivan u dve vremenske tacke: nakon 30 min i nakon 24 h izlaganja.
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Slika 4.2.8. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija bisfenolu A na nivo reaktivnih vrsta
kiseonika. Nakon (A) 30 min i (B) 24 h izlaganja EA.hy926 Celija odabranim koncentracijama BPA (107 M,
10°® M i 10° M), ispitan je uticaj tretmana na nivo ROS kori¢enjem reagensa H.DCFDA. Dobijene
vrednosti su izrazene kao procenat nivoa ROS u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom
isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM od 5 nezavisnih
eksperimenata. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.
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Rezultati su pokazali da izlaganje EA.hy926 ¢elija 107 M, 10° M i 10> M BPA ne uti¢e na
nivo ROS ni nakon kratkog izlaganja ¢elija u trajanju od 30 min (slika 4.2.8A), ni nakon duZeg
izlaganja u trajanju od 24 h (slika 4.2.8B).

4.2.9. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija bisfenolu A na stvaranje azot-
monoksida

U daljem koraku je na indirektan nalin odredivano stvaranje NO preko merenja
koncentracije nitrita u medijumu EA.hy926 éelija, prethodno izlaganih 107 M, 10° M i 10° M
BPA, u trajanju od 1 h i 48 h. Rezultati su pokazali da je nakon 1 h izlaganja EA.hy926 c¢elija
odabranim koncentracijama BPA detektovan porast koncentracije nitrita u grupi ¢elija izlaganih 10
> M BPA za 150% (slika 4.2.9A), dok je nakon 48 h izlaganja ovo poveéanje dostiglo 257% (slika
4.2.9B) u odnosu na kontrolu.
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Slika 4.2.9. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija bisfenolu A na stvaranje azot-monoksida.
Nakon (A) 1 hi (B) 48 h izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama BPA (107 M, 10° M i 107
M), posredno je ispitan uticaj tretmana na stvaranje NO preko merenja koncentracije nitrita u medijumu
metodom po Griess-u. Dobijene vrednosti su izrazene kao procenat nivoa nitrita u odnosu na kontrolu koja je
prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). (C) EA.hy926 ¢elije su 45 min pretretirane sa: ICI
182,780 (10 uM), G-15 (10 uM) i vortmaninom (1 uM), a zatim izlozene i 10° M BPA. Nakon 48 h
izlaganja posredno je ispitan uticaj pretretmana i BPA na stvaranje NO preko merenja koncentracije nitrita u
medijumu metodom po Griess-u. Dobijene vrednosti su izrazene u uM nitrita po g proteina. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost = SEM od 3—6 nezavisnih eksperimenata. *p<0,05 statisticki znacajna razlika
u odnosu na kontrolu; p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na 10° M BPA.

U cilju ispitivanja uloge odredenih signalnih puteva u pove¢anom stvaranju NO nakon
izlaganja EA.hy926 ¢elija 10> M BPA u trajanju od 48 h, koris¢eni su: ICI 182,780 — antagonist
klasicnog ER, G-15 — antagonist GPER 1 vortmanin — inhibitor PI3K i nishodnih enzima. Rezultati
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su pokazali da su sva tri primenjena inhibitora u potpunosti ponistila efekat kratkotrajnog izlaganja
¢elija 10° M BPA na stvaranje NO (slika 4.2.9C).

4.2.10. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija bisfenolu A na relativnu ekspresiju
gena za eNOS

U svetlu prethodno dobijenih rezultata je potom metodom RT-qPCR ispitano da li
kratkotrajno izlaganje EA.hy926 ¢éelija 10”7 M, 10° M i 10> M BPA uti¢e na relativnu ekspresiju
gena za eNOS. Rezultati su pokazali da nakon 48 h izlaganja ¢elija nisu uocene razlike u ekspresiji
NOS3 ni sa jednom od ispitivanih koncentracija BPA (slika 4.2.10).
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Slika 4.2.10. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija bisfenolu A na relativnu ekspresiju gena
za eNOS. Nakon 48 h izlaganja EA.hy926 ¢éelija odabranim koncentracijama BPA (107 M, 10° M i 107 M),
ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju gena za eNOS (NOS3) koris¢enjem metode RT-qPCR. Dobijene
vrednosti su izrazene kao relativna ekspresija u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom
isprekidanom linijom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 4 nezavisna eksperimenta.

4.2.11. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija bisfenolu A na aktivaciju Akt i
ERK1/2

Metoda Western blot je primenjena u cilju identifikacije signalnih puteva koji se u
EA hy926 ¢elijama aktiviraju nakon kratkotrajnog izlaganja 107 M, 10° M i 10° M BPA.

Nakon izlaganja EA.hy926 c¢elija odabranim koncentracijama BPA u trajanju od 1 h,
utvrdeno je povecanje ekspresije fosfo-Akt, 1 to za ~59%, 100% 1 197% u odnosu na kontrolu nakon
izlaganja ¢elija 107 M, 10 M i 10° M BPA, redom (slika 4.2.11A). Pod istim uslovima, pove¢ana
ekspresija fosfo-ERK1/2 je detektovana samo nakon izlaganja EA.hy926 ¢elija 10° M BPA, i to za
~72% u odnosu na kontrolu, dok su ostale ispitivane koncentracije BPA bile bez efekta (slika
4.2.11B).
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Slika 4.2.11. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija bisfenolu A na aktivaciju Akt i ERK1/2.
Nakon 1 h izlaganja EA.hy926 ¢éelija odabranim koncentracijama BPA (107 M, 10° M i 10 M), ispitan je
uticaj tretmana na ekspresiju (A) fosfo-Akt i (B) fosfo-ERK1/2 koris¢enjem metode Western blot. Prikazane
su reprezentativne Western blot slike. Kvantifikacija je uradena koris¢enjem programa Image J. Dobijene
vrednosti za svaki uzorak su normalizovane na nivo nefosforilisane forme proteina u datom uzorku, a
rezultati su izrazeni relativno u odnosu na normalizovani nivo (A) fosfo-Akt i (B) fosfo-ERK1/2 u kontroli
(1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM od 3—4 nezavisna eksperimenta. *p<0,05 statisticki
znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

72



4.3. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu
4.3.1. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na vijabilnost ¢elija

Rezultati ispitivanja metaboli¢ke aktivnosti éelija testom sa bojom alamarBlue™ nakon
dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija 10° M, 10® M i 107 M DBP su pokazali da je nakon
dvanaest nedelja izlaganja éelija 10 M DBP detektovano smanjenje vijabilnosti od 6,14% u
odnosu na kontrolu. U ostalim ispitivanim nedeljama nije bilo znac¢ajnih razlika u vijabilnosti ¢elija
izmedu tretiranih grupa i kontrole (slika 4.3.1).
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Slika 4.3.1. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na vijabilnost ¢elija. Nakon tri,
Sest, devet i dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 Celija odabranim koncentracijama DBP (10° M, 10® M i
107 M), ispitan je uticaj tretmana na metaboli¢ku aktivnost/vijabilnost ¢elija koriS¢enjem testa sa bojom
alamarBlue™. Dobijene vrednosti su izraZene kao procenat vijabilnosti u odnosu na kontrolu koja je
prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
od 4 nezavisna Celijska flaska. *p<0,05 statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

4.3.2. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 cCelija dibutil-ftalatu na vezivanje U937 Celija
za jednosloj endotelnih éelija

Rezultati ispitivanja vezivanja humanih monocita U937 za jednosloj endotelnih celija u
uslovima in vitro su pokazali da je u svim ispitivanim nedeljama dugotrajnog izlaganja EA.hy926
éelija 10° M, 10 M i 107 M DBP doslo do znacajno poveéanog vezivanja U937 éelija obeleZenih
fluorescentnom bojom kalcein AM za endotelne éelije koje su izlagane 10® M i 107 M DBP u
odnosu na kontrolu: nakon tri nedelje izlaganja za ~50% 1 69,3%, redom (slika 4.3.2A), nakon Sest
nedelja izlaganja za ~140% 1 ~122%, redom (slika 4.3.2B), nakon devet nedelja izlaganja za
43,25% 1 70,3%, redom (slika 4.3.2C) 1 nakon dvanaest nedelja izlaganja za 83,85% 1 72,3%, redom
(slika 4.3.2D).
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Slika 4.3.2. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 éelija dibutil-ftalatu na vezivanje U937 ¢elija za
jednosloj endotelnih éelija. Nakon (A) tri, (B) Sest, (C) devet i (D) dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926
¢elija odabranim koncentracijama DBP (10° M, 10® M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana na vezivanje
monocita za jednosloj EA.hy926 celija koris¢enjem U937 Celija obelezenih kalceinom AM. Prikazane su
reprezentativne fluorescentne fotomikrografije. Srednja vrednost broja fluoresecentno obelezenih U937
¢elija vezanih za jednosloj EA.hy926 ¢elija je dobijena iz 8—16 nasumi¢no odabranih mikroskopskih polja po
grupi, a dobijene vrednosti su zatim izrazene kao procenat vezivanja U937 ¢elija u odnosu na kontrolu koja
je prikazana horizontalnom isprekidanom linijjom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
SEM od 4 nezavisna ¢elijska flaska. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

4.3.3. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju
gena za Celijske adhezivne molekule

S obzirom na to da su prethodni rezultati pokazali kontinuirano pove¢ano vezivanje U937
monocita za EA hy926 ¢elije izlagane 10® M i 107 M DBP tokom dvanaest nedelja, u slede¢em
koraku je odredivana relativna ekspresija gena za ICAM-1, VCAM-1 1 E-selektin nakon tri, Sest,
devet i dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 ¢elija 10° M, 10 M i 10”7 M DBP. Rezultati merenja
relativne ekspresije gena za ispitivane CAM nakon tri nedelje izlaganja celija odabranim
nanomolarnim koncentracijama DBP su pokazali povecanu ekspresiju gena koji kodira E-selektin
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za 130% u grupi éelija koje su izlagane 107 M DBP u odnosu na kontrolu (slika 4.3.3A). Nakon
Sest nedelja nisu detektovane razlike (slika 4.3.3B), dok je nakon devet nedelja samo koncentracija
od 10 M DBP znacdajno povecala ekspresiju gena za sva tri ispitivana CAM: ICAM-1 za ~223%,
VCAM-1 za 321% 1 E-selektin za ~289% u odnosu na kontrolu (slika 4.3.3C). Nakon dvanaest
nedelja izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim nanomolarnim koncentracijama DBP nisu detektovane
razlike u ekspresiji gena za ICAM-1 ni sa jednom ispitivanom koncentracijom DBP, dok je
poveéana ekspresija gena koji kodira VCAM-1 zapaZena u grupi éelija koja su izlagane 10° M DBP
i to za ~230% u odnosu na kontrolu. Pored toga, nakon dvanaest nedelja izlaganja zapazena je i
povecana ekspresija gena za E-selektin za ~171% u grupi ¢elija koje su izlagane 10° M DBP (slika
4.3.3D).
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Slika 4.3.3. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju gena
za Celijske adhezivne molekule. Nakon (A) tri, (B) Sest, (C) devet i (D) dvanaest nedelja izlaganja
EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama DBP (10° M, 10® M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana na
ekspresiju gena za ICAM-1 (ICAMI), VCAM-1 (VCAM]I) i E-selektin (SELE) koriS¢enjem metode RT-
gPCR. Dobijene vrednosti su izrazene kao relativna ekspresija u odnosu na kontrolu koja je prikazana
horizontalnom isprekidanom linijom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM od 4 nezavisna
¢elijska flaska. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.
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4.3.4. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na adheziju celija za
Zelatin

U sledeéem koraku je ispitan uticaj dugotrajnog izlaganja EA.hy926 éelija 10° M, 10° M i
107 M DBP na adheziju éelija za Zelatin. Rezultati su pokazali da nakon tri nedelje (slika 4.3.4A) i
devet nedelja (slika 4.3.4C) izlaganja Celija odabranim nanomolarnim koncentracijama DBP nije
zapazen statisticki znaCajan efekat na vezivanje EA.hy926 C¢elija za zelatin. Sa druge strane,
detektovano je smanjeno vezivanje Celija za Zelatin (za ~22% u odnosu na kontrolu) nakon Sest
nedelja izlaganja EA.hy926 ¢elija 10® M DBP (slika 4.3.4B), kao i poveéano vezivanje (za ~48% u
odnosu na kontrolu) u grupi ¢éelija koje su izlagane 10 M DBP u trajanju od dvanaest nedelja (slika
4.3.4D).
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Slika 4.3.4. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 éelija dibutil-ftalatu na adheziju celija za Zelatin.
Nakon (A) tri, (B) Sest, (C) devet i (D) dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 c¢elija odabranim
koncentracijama DBP (10° M, 10® M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana na vezivanje Celija za Zelatin.
Prikazane su reprezentativne fotomikrografije. Broj vezanih celija odreden je testom sa bojom SRB.
Dobijene vrednosti su izrazene kao procenat adhezije za Zelatin u odnosu na kontrolu koja je prikazana
horizontalnom isprekidanom linijjom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM od 4
nezavisna c¢elijska flaska. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.
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4.3.5. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na migraciju ¢elija

Modifikovanom Boyden Chamber tehnikom u Transwell sistemu je ispitano da li dugotrajno
izlaganje EA.hy926 ¢elija 10° M, 10® M i 107 M DBP uti¢e na migraciju endotelnih ¢elija.
Rezultati su pokazali da izlaganje EA.hy926 ¢elija svim navedenim koncentracijama DBP u trajanju
od 3 nedelje znacajno smanjuje migraciju endotelnih ¢elija u odnosu na kontrolu, 1 to za 67% u
grupi éelija koje su izlagane 10° M DBP, za 79,6% u grupi ¢éelija koje su izlagane 10®* M DBP i za
~65% u grupi éelija koje su izlagane 10”7 M DBP (slika 4.3.5A). Nakon $est nedelja (slika 4.3.5B) i
dvanaest nedelja (slika 4.3.5D) izlaganja EA.hy926 (celija odabranim nanomolarnim
koncentracijama DBP nije zapaZen statisticki znaCajan efekat na migraciju Celija. Sa druge strane,
detektovana je poveéana migracija nakon devet nedelja izlaganja EA.hy926 éelija 108 M i 107 M
DBP, ito za ~113% 1 ~181%, redom (slika 4.3.5C).
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Slika 4.3.5. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na migraciju ¢elija. Nakon (A)
tri, (B) Sest, (C) devet i (D) dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama DBP (10
M, 108 M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana na migraciju ¢elija koris¢enjem Transwell sistema (veli¢ina
pora 8 um). Celije koje su migrirale kroz polikarbonatnu membranu unutra$njeg bunari¢a Transwell ploge su
obojene fluorescentnom bojom DAPI. Prikazane su reprezentativne fluorescentne fotomikrografije. Srednja
vrednost broja fluorescentno obelezenih ¢elija je dobijena iz 8—15 nasumi¢no odabranih mikroskopskih polja
po grupi, a dobijene vrednosti su zatim izrazene kao procenat ¢elija koja su migrirale u odnosu na kontrolu
koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
SEM od 4 nezavisna ¢elijska flaska. *p<0,05 statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.
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4.3.6. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na propustljivost
jednosloja endotelnih Celija

Zatim je ispitano da li dugotrajno izlaganje EA.hy926 éelija 10° M, 10®° M i 107 M DBP
utice na propustljivost konfluentnog jednosloja EA.hy926 ¢elija u Transwell sistemu sa dva odeljka.
Rezultati su pokazali da je nakon tri nedelje izlaganja EA.hy926 ¢elija 10® M DBP uoceno
povecanje endotelne propustljivosti za 40% u odnosu na kontrolu, dok je u grupi celija koje su
izlagane 10° M DBP i 107 M DBP taj efekat izostao. Nakon $est nedelja izlaganja EA.hy926 éelija
odabranim nanomolarnim koncentracijama DBP samo je u grupi ¢éelija koje su izlagane 10° M DBP
zapazeno povecanje endotelne propustljivosti za ~36% u odnosu na kontrolu, dok je u grupama
éelija koje su izlagane 10 M DBP i 107 M DBP uo¢eno smanjenje endotelne propustljivosti za
~30% 1 ~33%, redom. Smanjena propustljivost jednosloja endotelnih ¢elija je detektovana i nakon
devet nedelja izlaganja EA.hy926 ¢éelija 10® M i 107 M DBP, i to za 32% i ~51% u odnosu na
kontrolu, redom. Nakon dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 celija odabranim nanomolarnim
koncentracijama DBP nije zapazen znacajan efekat na propustljivost jednosloja endotelnih celija
(slika 4.3.6).
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Slika 4.3.6. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na endotelnu propustljivost.
Nakon tri, Sest, devet i dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 ¢éelija odabranim koncentracijama DBP (10 M,
10 M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana na propustljivost jednosloja EA.hy926 ¢elija koriS¢enjem
dekstrana (Mw 40 kDa) obelezenog fluorescentnom bojom FITC u Transwell sistemu (veli¢ina pora 0,4 pum).
Dobijene vrednosti su izrazene kao procenat endotelne propustljivosti u odnosu na kontrolu koja je prikazana
horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 4
nezavisna c¢elijska flaska. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

4.3.7. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na ekspresiju okludina i
70-1

Uzimaju¢i u obzir prethodno navedene rezultate vezane za promene u propustljivosti
jednosloja endotelnih ¢elija pod delovanjem DBP, u slede¢em koraku je ispitan uticaj dugotrajnog
izlaganja EA.hy926 ¢elija 10° M, 10® M i 10”7 M DBP na ekspresiju okludina i ZO-1. Rezultati su
pokazali da je nakon tri nedelje izlaganja EA.hy926 ¢elija 107 M DBP smanjena ekspresija
okludina za ~41% u odnosu na kontrolu, dok je efekat izostao kad je u pitanju ZO-1 (slika 4.3.7A).
Sa druge strane, nakon Sest nedelja izlaganja celija istoj koncentraciji DBP detektovano je
povecanje ekspresije okludina, i to za ~41% u odnosu na kontrolu, dok je efekat ponovo izostao kad
je u pitanju ZO-1 (slika 4.3.7B). Nakon devet nedelja izlaganja EA.hy926 celija odabranim
nanomolarnim koncentracijama DBP, zapazena je povecana ekspresija oba proteina u grupi celija
izlaganih 10® M DBP i 10”7 M DBP u odnosu na kontrolu, i to okludina za ~75% i 98%, a ZO-1 za
109,5% 1 ~137%, redom (slika 4.3.7C). Nakon dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 celija
odabranim nanomolarnim koncentracijama DBP nije bilo znacajnih razlika u ekspresiji okludina 1
Z0-1 u odnosu na kontrolu (slika 4.3.7D).
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Slika 4.3.7. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na ekspresiju okludina i ZO-
1. Nakon (A) tri, (B) Sest, (C) devet i (D) dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 celija odabranim
koncentracijama DBP (10° M, 10® M i 10”7 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju okludina i ZO-1
metodom Western blot. Prikazane su reprezentativne Western blot slike. Kvantifikacija je uradena
koris¢enjem programa Image J. Dobijene vrednosti za svaki uzorak su normalizovane na ekspresiju GAPDH
u datom uzorku, a rezultati su izraZeni relativno u odnosu na normalizovanu ekspresiju ispitivanog proteina u
kontroli (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 4 nezavisna celijska flaska. *p<0,05
statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

4.3.8. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na nivo reaktivnih vrsta
kiseonika

U slede¢em koraku je ispitan uticaj dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija 10° M, 10 M i
10”7 M DBP na stvaranje ROS kori§éenjem reagensa H.DCFDA. Rezultati su pokazali da je nakon
tri nedelje izlaganja EA.hy926 celija odabranim nanomolarnim koncentracijama DBP zapaZeno
smanjenje nivoa ROS od 24,2% u odnosu na kontrolu samo u grupi ¢elija koje su izlagane najvecoj
koncentraciji DBP, dok su ostale koncentracije DBP bile bez efekta. Nakon Sest nedelja je uoceno
smanjenje nivoa ROS u grupi ¢elija koje su izlagane najmanjoj koncentraciji DBP, 1 to za 22,3% u
odnosu na kontrolu, dok je u grupi ¢elija izlaganih 10 M DBP zapaZeno povecanje nivoa ROS za
26,3% u odnosu na kontrolu. Nakon devet nedelja izlaganja EA.hy926 celija odabranim
nanomolarnim koncentracijama DBP nije zapazen znacajan efekat na stvaranje ROS. Sa druge
strane, nakon dvanaest nedelja izlaganja éelija 10° M i 107 M DBP, zapaZeno je smanjenje nivoa
ROS, ito za 12,2% i ~21% u odnosu na kontrolu, redom (slika 4.3.8).
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Slika 4.3.8. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 celija dibutil-ftalatu na nivo reaktivnih vrsta
kiseonika. Nakon tri, Sest, devet i dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama
DBP (10° M, 10® M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana na nivo ROS kori$¢enjem reagensa H.DCFDA.
Dobijene vrednosti su izrazene kao procenat nivoa ROS u odnosu na kontrolu koja je prikazana
horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 4
nezavisna c¢elijska flaska. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

4.3.9. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na angiogenezu u
uslovima in vitro

Uticaj dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija 10° M, 10® M i 10”7 M DBP na angiogenezu
u uslovima in vitro je ispitivan testom formiranja endotelnih tuba. Morfometrijska analiza je
uradena pomocu alata Angiogenesis Analyzer u okviru programa Image J koji omogucava dobijanje
kvantitativnih podataka za veci broj parametara angiogeneze. Za potrebe statisticke analize je
odabrano Sest najrelevantnijih parametara, uklju¢ujué¢i ukupnu duzinu tuba, broj ¢vorova, broj
ukrStanja, broj segmenata, ukupnu duzinu segmenata i ukupnu duzina racvanja. Uopsteno
posmatrano, analiza navedenih parametara je pokazala da je formiranje endotelnih tuba smanjeno
nakon tri 1 Sest nedelja, dok je nakon devet 1 dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim
nanomolarnim koncentracijama DBP detektovano povecano formiranje endotelnih tuba.

Detaljnije, nakon tri nedelje izlaganja EA.hy926 ¢elija 10° M, 10® M i 10”7 M DBP, svi
analizirani parametri angiogeneze su bili smanjeni samo u grupi ¢elija koje su izlagane 10 M DBP,
1 to ukupna duzina tuba za 9,3% u odnosu na kontrolu, broj ¢vorova (eng. nodes) za 17,6%, broj
ukrStanja (eng. junctions) za 17,8% 1 broj segmenata za 19,8% (slika 4.3.9A 1 B). Pored toga,
detektovana je za 15,3% manja ukupna duzina segmenata i za 11,6% manja ukupna duzina racvanja
u odnosu na kontrolu (rezultati nisu prikazani na slici). Nakon Sest nedelja izlaganja EA.hy926
¢elija odabranim nanomolarnim koncentracijama DBP, svi analizirani parametri angiogeneze su bili
smanjeni kod ¢elija izlaganih 10® M i 107 M DBP. U grupi ¢elija koje su tokom Sest nedelja
izlagane 10® M DBP ukupna duZina tuba je smanjena za 23,5%, broj &vorova za 38,7%, broj
ukrStanja za 38,7%, a broj segmenata za 46,1% u odnosu na kontrolu. U grupi ¢elija koje su tokom
Sest nedelja izlagane 107 M DBP dobijene su sli¢ne vrednosti, pa je tako ukupna duZina tuba
smanjena za 20,3%, broj ¢vorova za 39,5%, broj ukrStanja za 38,8%, a broj segmenata za 40,7% u
odnosu na kontrolu (slika 4.3.9A i C). Pored toga, u grupi éelija izlaganih 10 DBP detektovana je
za 43,8% manja ukupna duZina segmenata i za 30,2% manja ukupna duZina ra¢vanja u odnosu na
kontrolu, dok je u grupi ¢elija izlaganih 107 M DBP detektovana za 25% manja ukupna duZina
ra¢vanja, dok ukupna duzina segmenata nije statisticki znacajno odstupala u odnosu na kontrolu
(rezultati nisu prikazani na slici). Sa druge strane, nakon devet nedelja izlaganja EA.hy926 celija
10° M, 108 M i 107 M DBP su svi analizirani parametri angiogeneze bili poveéani u grupi éelija
koje su izlagane 10”7 M DBP, i to ukupna duZina tuba za 52,8% u odnosu na kontrolu, broj &vorova
za 142,3%, broj ukrStanja za 139,2% 1 broj segmenata za 196,5% (slika 4.3.9A i D). Pored toga,
detektovana je za 224,2% veca ukupna duZzina segmenata i za 116,7% veca ukupna duZzina racvanja
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(rezultati nisu prikazani na slici). Nakon dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 celija odabranim
nanomolarnim koncentracijama DBP, svi analizirani parametri angiogeneze su bili povecani kod
¢elija koje su izlagane 10® M DBP i 10”7 M DBP. U grupi ¢elija koje su tokom dvanaest nedelja
izlagane 10® M DBP ukupna duZina tuba je povecana za 154,7%, broj ¢vorova za ~900%, broj
ukrStanja za ~994%, a broj segmenata za ~1660% u odnosu na kontrolu. U grupi ¢elija koje su
tokom dvanaest nedelja izlagane 10”7 M DBP dobijene su sli¢ne vrednosti, pa je tako ukupna duzina
tuba povecana za 120,8%, broj ¢vorova za 610%, broj ukrStanja za ~645%, a broj segmenata za
975% u odnosu na kontrolu (slika 4.3.9A i E). Pored toga, u grupi éelija izlaganih 10® DBP
detektovana je za ~2070% veca ukupna duZina segmenata i za 870% vec¢a ukupna duZina ra¢vanja u
odnosu na kontrolu, dok je u grupi éelija izlaganih 107 M DBP detektovana za ~1125% veéa
ukupna duZina segmenata i za ~575% veca ukupna duZina ra¢vanja u odnosu na kontrolu (rezultati
nisu prikazani na slici).

A Kontrola

9 nedelja 6 nedelja 3 nedelje

12 nedelja
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Slika 4.3.9. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na angiogenezu u uslovima in
vitro. (A) Prikazane su reprezentativne fotomikrografije. Nakon (B) tri, (C) Sest, (D) devet i (E) dvanaest
nedelja izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama DBP (10° M, 10® M i 107 M), ispitan je
uticaj tretmana na formiranje endotelnih tuba u uslovima in vitro koris¢enjem trodimenzionalnog matriksa
Cultrex BME. Formiranje endotelnih tuba je posmatrano pod svetlosnim mikroskopom nakon 8 h.
Kvantitativna analiza je uradena koriS¢enjem alata Angiogenesis Analyzer iz programa Image J. Dobijene
vrednosti su izraZzene kao procenat odgovarajueg parametra angiogeneze u odnosu na kontrolu koja je
prikazana horizontalnom isprekidanom linijjom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost =+ SEM
od 4 nezavisna Celijska flaska. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

4.3.10. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju
gena za odabrane proteine ukljucene u kontrolu angiogeneze

S obzirom na to da su prethodni rezultati pokazali razlike u sposobnosti EA.hy926 ¢elija da
formiraju endotelne tube u razli¢itim nedeljama izlaganja ¢éelija 10° M, 10® M i 107 M DBP, u
slede¢em koraku je metodom RT-qPCR odredivana relativna ekspresija gena za odabrane proteine
ukljucene u kontrolu angiogeneze: receptor za vaskularni endotelni faktor rasta 2 (VEGFR-2,
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kodiran genom KDR), vaskularni endotelni faktor rasta A (VEGF-A, kodiran genom VEGFA) i
vaskularni endotelni kadherin (VE-kadherin, kodiran genom CDHS). Rezultati su pokazali da je
nakon tronedeljnog izlaganja EA.hy926 celija odabranim nanomolarnim koncentracijama DBP
povecana relativna ekspresija gena koji kodira VEGF-A za 47,2% u grupi éelija izlaganih 10° M
DBP i 30,5% u grupi éelija izlaganih 107 M DBP, dok nisu uodene znadajne razlike u relativnoj
ekspresiji gena za VEGFR-2 1 VE-kadherin (slika 4.3.10A). Nakon $est nedelja izlaganja EA.hy926
¢elija odabranim nanomolarnim koncentracijama DBP, detektovana je smanjena ekspresija gena za
VEGFR-2 u grupi éelija izlaganih 107 M DBP za ~24% u odnosu na kontrolu, kao i za VE-
kadherin u grupi éelija izlaganih 10® M i 107 M DBP, i to za ~24% i ~28% u odnosu na kontrolu,
redom (slika 4.3.10B).
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Slika 4.3.10. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 celija dibutil-ftalatu na ekspresiju gena za
odabrane proteine ukljucene u kontrolu angiogeneze. Nakon (A) tri, (B) Sest, (C) devet i (D) dvanaest
nedelja izlaganja EA.hy926 Celija odabranim koncentracijama DBP (10° M, 10® M i 107 M), ispitan je
uticaj tretmana na ekspresiju gena za VEGFR-2 (KDR), VEGF-A (VEGFA) i VE-kadherin (CDHY)
koris¢enjem metode RT-qPCR. Dobijene vrednosti su izrazene kao relativna ekspresija u odnosu na kontrolu
koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
SEM od 4 nezavisna ¢elijska flaska. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.



Nakon devet nedelja je zapazena povecana relativna ekspresija gena koji kodira VEGF-A za
310% u odnosu na kontrolu u grupi éelija koje su izlagane 10 M DBP, dok je istovremeno
zapazena smanjena ekspresija gena za VE-kadherin za ~29% u grupi éelija koje su izlagane 107 M
DBP (slika 4.3.10C). Nakon dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 ¢elija 10° M, 108 M i 107 M
DBP, detektovana je povecana relativna ekspresija gena za VEGFR-2 1 VEGF-A samo sa najve¢om
koncentracijom DBP, i to za 66,8% i 29% u odnosu na kontrolu, redom, a smanjena ekspresija gena
koji kodira VE-kadherin sa svim ispitivanim koncentracijama DBP: za ~18% u odnosu na kontrolu
u grupi ¢elija koje su izlagane 10° M DBP, za ~23% u grupi ¢elija koje su izlagane 10 M DBP i za
~17% u grupi ¢elija koje su izlagane 107 M DBP (slika 4.3.10D).

4.3.11. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na stvaranje azot-
monoksida

U daljem koraku je metodom po Griess-u odredivana koncentracija nitrita u medijumu
EA.hy926 éelija koje su dugotrajno izlagane 10° M, 10®° M i 10”7 M DBP tokom dvanaest nedelja.
Rezultati su pokazali da nakon tri nedelje nije bilo razlika u koncentraciji nitrita u odnosu na
kontrolu ni sa jednom od koris¢enih koncentracija DBP. Nakon Sest i devet nedelja izlaganja
EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama DBP, uofeno je postepeno povecanje koncentracije
nitrita u medijumu samo sa najve¢om koncentracijom DBP, i to za 143,6% i ~248% u odnosu na
kontrolu, redom, dok je nakon dvanaest nedelja izlaganja znacajan porast nivoa nitrita zapaZen u
grupi éelija izlaganih 10 M DBP (~841% u odnosu na kontrolu) i u grupi ¢elija izlaganih 107 M
DBP (~468% u odnosu na kontrolu) (slika 4.3.11).
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Slika 4.3.11. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢{elija dibutil-ftalatu na stvaranje azot-
monoksida. Nakon tri, Sest, devet i dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama
DBP (10° M, 10® M i 107 M), posredno je ispitan uticaj tretmana na stvaranje NO preko merenja
koncentracije nitrita u medijumu metodom po Griess-u. Dobijene vrednosti su izraZzene kao procenat nivoa
nitrita u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijjom (100%). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + SEM od 4 nezavisna celijska flaska. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u
odnosu na kontrolu.

4.3.12. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 cCelija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju
gena za eNOS

Metodom RT-qPCR je u svetlu prethodno dobijenih rezultata ispitano da li dugotrajno
izlaganje EA.hy926 éelija 10° M, 10 M i 10”7 M DBP uti¢e na relativnu ekspresiju gena za eNOS.
Rezultati su pokazali da nakon tri, Sest, devet 1 dvanaest nedelja izlaganja celija odabranim
nanomolarnim koncentracijama DBP nije bilo znacajnih razlika u ekspresiji gena za eNOS u
odnosu na kontrolu (slika 4.3.12).
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Slika 4.3.12. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju gena
za eNOS. Nakon tri, Sest, devet i dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama
DBP (10° M, 10® M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju gena za eNOS (NOS3) koris¢enjem
metode RT-qPCR. Dobijene vrednosti su izrazene kao relativna ekspresija u odnosu na kontrolu koja je
prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 4
nezavisna c¢elijska flaska. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

4.3.13. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na ekspresiju i aktivaciju
eNOS

S obzirom na to da su prethodni rezultati pokazali razlike u sposobnosti EA.hy926 ¢elija da
stvaraju NO u razli¢itim nedeljama izlaganja éelija 10° M, 10® M i 107 M DBP, a da istovremeno
nisu detektovane razlike u relativnoj ekspresiji gena za eNOS, enzima odgovornog za sintezu NO u
endotelnim ¢elijama, u slede¢em koraku su metodom Western blot odredivani ekspresija ukupne i
fosforilisane forme eNOS (pracenjem aktivacione fosforilacije na Ser1177). UopSteno posmatrano,
uglavnom nisu uocene znacajne razlike u ekspresiji eNOS u razli¢itim nedeljama izlaganja
EA.hy926 celija odabranim nanomolarnim koncentracijama DBP, dok je ekspresija fosforilisane
forme eNOS tokom nedelja uglavnom pratila trend povecanja koncentracije nitrita u medijumu.

Detaljnije, rezultati su pokazali da nakon tri nedelje izlaganja celija svim odabranim
koncentracijama DBP nije bilo razlika u ekspresiji aktivirane tj. fosforilisane forme eNOS (slika
4.3.13A). Detektovano je znacajno povecanje ekspresije fosfo-eNOS u grupi EA.hy926 C¢elija
izlaganih 10®* M DBP i 10”7 M DBP, i to za ~324% i ~209% u odnosu na kontrolu, redom, dok je
samo nakon $est nedelja izlaganja ¢elija 10® M DBP zapaZeno smanjenje ekspresije eNOS za ~50%
u odnosu na kontrolu (slika 4.3.13B). Nakon devet nedelja izlaganja EA.hy926 éelija 10° M i 10”7
M DBP, zapazen je slian trend povecanja ekspresije fosfo-eNOS, za ~346% 1 326%, redom (slika
4.3.13C), dok je nakon dvanaest nedelja samo najveca koncentracija DBP dovela do povecanja
ekspresije fosforilisane forme eNOS od oko 215% u odnosu na kontrolu (slika 4.3.13D).
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Slika 4.3.13. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 {elija dibutil-ftalatu na ekspresiju i aktivaciju
eNOS. Nakon (A) tri, (B) Sest, (C) devet i (D) dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 c¢elija odabranim
koncentracijama DBP (10° M, 10® M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju ukupne i
fosforilisane forme (Ser1177) eNOS metodom Western blot. Prikazane su reprezentativne Western blot slike.
Kvantifikacija je uradena kori§¢enjem programa Image J. Za prikazivanje ekspresije eNOS, dobijene
vrednosti za svaki uzorak su normalizovane na nivo proteina GAPDH u datom uzorku, a rezultati su izraZeni
relativno u odnosu na normalizovani nivo proteina eNOS u kontroli (1). Za prikazivanje ekspresije
fosforilisane forme eNOS, dobijene vrednosti za svaki uzorak su normalizovane na nivo nefosforilisane
forme eNOS u datom uzorku, a rezultati su izraZeni relativno u odnosu na normalizovani nivo fosfo-eNOS u
kontroli (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM od 4 nezavisna celijska flaska. *p<0,05
statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na kontrolu.
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4.3.14. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na aktivaciju Akt

Metodom Western blot je ispitano da li dugotrajno izlaganje EA.hy926 éelija 10° M, 10° M
i 107 M DBP uti¢e na fosforilaciju Akt (pracenjem aktivacione fosforilacije na Ser473), odnosno
aktivaciju signalnog puta PI3K/Akt. UopsSteno posmatrano, rezultati su pokazali slican trend kao
prethodno prikazani rezultati o fosforilaciji eNOS. Naime, nakon tri nedelje izlaganja EA.hy926
¢elija odabranim nanomolarnim koncentracijama DBP nije bilo razlika u ekspresiji fosfo-Akt (slika
4.3.14A), dok je nakon Sest i devet nedelja detektovano znacajno povecanje ekspresije aktivirane
forme Akt u grupi éelija izlaganih 10 M DBP i 10" M DBP: nakon $est nedelja za ~53% i ~70% u
odnosu na kontrolu, redom (slika 4.3.14B), a nakon devet nedelja za ~706% 1 127% u odnosu na
kontrolu, redom (slika 4.3.14C). Nakon dvanaestonedeljnog izlaganja EA.hy926 ¢elija 10° M, 10°®
M i 107 M DBP uoceno je povecéanje ekspresije fosforilisane forme Akt od ~131% u odnosu na
kontrolu samo sa najve¢om koncentracijom DBP (slika 4.3.14D).
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Slika 4.3.14. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na aktivaciju Akt. Nakon (A)
tri, (B) Sest, (C) devet i (D) dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama DBP (10
M, 10® M i 107 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju fosforilisane forme Akt (Ser473) metodom
Western blot. Prikazane su reprezentativne Western blot slike. Kvantifikacija je uradena koriS¢enjem
programa Image J. Dobijene vrednosti za svaki uzorak su normalizovane na nivo nefosforilisane forme Akt u
datom uzorku, a rezultati su izrazeni relativno u odnosu na normalizovani nivo fosfo-Akt u kontroli (1).
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 4 nezavisna celijska flaska. *p<0,05 statisticki
znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

4.3.15. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na aktivaciju ERK1/2

Nadalje je ispitano da li dugotrajno izlaganje EA.hy926 ¢elija 10° M, 10® M i 107 M DBP
uti¢e na fosforilaciju ERK1/2 (pra¢enjem aktivacione fosforilacije na Thr202/Tyr204), odnosno
aktivaciju MAPK signalnog puta. Rezultati su pokazali da nakon tri (slika 4.3.15A), Sest (slika
4.3.15B) i dvanaest nedelja (slika 4.3.15D) dugotrajnog izlaganja ¢elija odabranim nanomolarnim
koncentracijama DBP nije bilo razlika u aktivaciji ERK1/2 u odnosu na kontrolu ni sa jednom od
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koris¢enih koncentracija DBP, dok je samo nakon devet nedelja zapazeno smanjenje ekspresije
fosfo-ERK1/2 u odnosu na kontrolu, i to za ~41% u odnosu na kontrolu u grupi ¢elija koja su
izlagane 10° M DBP, za ~50% u grupi ¢éelija koje su izlagane 10° M DBP i za 75,5% u grupi ¢elija
koje su izlagane 10”7 M DBP (slika 4.3.15C).
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Slika 4.3.15. Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na aktivaciju ERK1/2.
Nakon (A) tri, (B) Sest, (C) devet i (D) dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 c¢elija odabranim
koncentracijama DBP (10 M, 10 M i 10”7 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju fosforilisane forme
ERK1/2 (Thr202/Tyr204) metodom Western blot. Prikazane su reprezentativne Western blot slike.
Kvantifikacija je uradena koriS¢enjem programa Image J. Dobijene vrednosti za svaki uzorak su
normalizovane na nivo nefosforilisane forme ERK2 u datom uzorku, a rezultati su izrazeni relativno u
odnosu na normalizovani nivo fosfo-ERK1/2 u kontroli (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
SEM od 4 nezavisna ¢elijska flaska. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.
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4.4. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu
4.4.1. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na vijabilnost Celija

Uticaj kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija 10°M, 10° M i 10* M DBP na metabolicku
aktivnost/vijabilnost ¢elija je ispitan testom sa bojom alamarBlue™. Analiza metaboli¢ke aktivnosti
je pokazala da odabrane mikromolarne koncentracije DBP ne dovode do znacajnih promena u
vijabilnosti EA.hy926 ¢elija nakon 24 h i 48 h izlaganja (slika 4.4.1).

A 1251 B 125
S S
=0 =0 1004
~8 ° 100 -8 S 100
W E 754 v E 754
82 89
S35 501 =g 50
o ° a ©°
gi\n, 25+ gi\o_, 251
> 0 > 0
10%10°10* 10%10%10%
DBP (M) DBP (M)

Slika 4.4.1. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na vijabilnost éelija. Nakon
(A) 24 h i (B) 48 h izlaganja EA.hy926 Celija odabranim koncentracijama DBP (10° M, 10° M i 10* M),
ispitan je uticaj tretmana na metabolicku aktivnost/vijabilnost c¢elija koriS¢enjem testa sa bojom
alamarBlue™. Dobijene vrednosti su izraZene kao procenat vijabilnosti u odnosu na kontrolu koja je
prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
od 5 nezavisnih eksperimenata.

4.4.2. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na vezivanje U937 Celija
za jednosloj endotelnih éelija

Metodom koja se zasniva na obeleZavanju humanih monocita U937 fluorescentnom bojom
kalcein AM, a potom pracenju vezivanja ovako pripremljenih monocita za jednosloj endotelnih
¢elija u uslovima in vitro pomocu fluorescentnog mikroskopa ili fluorimetra ispitano je da li
kratkotrajno izlaganje EA.hy926 éelija 10°M, 10° M i 10* M DBP uti¢e na sposobnost endotelnih
¢elija da vezuju monocite. Pokazano je da je nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim
mikromolarnim koncentracijama DBP doSlo do znaCajno povecanog vezivanja U937 celija za
EA.hy926 ¢elije koje su izlagane 10* M DBP, za 160,6% u odnosu na kontrolu, dok je ovaj efekat
1zostao sa drugim koriS¢enim koncentracijama DBP (slika 4.4.2).
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Slika 4.4.2. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na vezivanje U937 ¢elija za
jednosloj endotelnih éelija. Nakon 24 h izlaganja EA.hy926 Celija odabranim koncentracijama DBP (10
M, 10° M i 10* M), ispitan je uticaj tretmana na vezivanje monocita za jednosloj EA.hy926 celija
koris¢enjem U937 (celija obelezenih kalceinom AM. Prikazane su reprezentativne fluorescentne
fotomikrografije. Dobijene vrednosti su izrazene kao procenat vezivanja U937 ¢elija u odnosu na kontrolu
koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
SEM od 3 nezavisna eksperimenta. *p<0,05 statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.
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4.4.3. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju
gena za Celijske adhezivne molekule

S obzirom na to da je prethodni rezultat pokazao povecano vezivanje U937 monocita za
EA.hy926 ¢elije koje su izlagane 10* M DBP u trajanju od 24 h, u slede¢em koraku je odredivana
relativna ekspresija gena za odabrane CAM. Uopsteno posmatrano, rezultati odredivanja relativne
ekspresije gena za ICAM-1, VCAM-1 i E-selektin koris¢enjem metode RT-qPCR nisu u saglasnosti
sa prethodno prikazanim rezultatima o povecanom vezivanju U937 monocita za jednosloj
EA.hy926 ¢elija. Naime, nakon 6 h izlaganja EA.hy926 éelija 106 M, 10° M i 10* M DBP
relativna ekspresija gena koji kodiraju ICAM-1, VCAM-1 i E-slektin nije bila promenjena pod
datim uslovima izlaganja (slika 4.4.3A). Nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ¢elija svim ispitivanim
mikromolarnim koncentracijama DBP je efekat takode izostao, odnosno nije bilo razlika u
ekspresiji gena za ICAM-1, VCAM-1 i E-selektin u odnosu na kontrolu (slika 4.4.3B).
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Slika 4.4.3. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju gena
za Celijske adhezivne molekule. Nakon (A) 6 h i (B) 24 h izlaganja EA.hy926 celija odabranim
koncentracijama DBP (10°° M, 10° M i 10* M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju gena za [CAM-1
(ICAMI), VCAM-1 (VCAM]I) i E-selektin (SELE) koris¢enjem metode RT-qPCR. Dobijene vrednosti su
izrazene kao relativna ekspresija u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom
(1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 3—5 nezavisnih eksperimenata. *p<0,05 statisticki
znacajna razlika u odnosu na kontrolu.
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4.4.4. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju
gena za IL-8 i MCP-1

S obzirom na to da su prethodni rezultati pokazali da nije povecana relativna ekspresija gena
za sva tri ispitivana CAM nakon izlaganja EA.hy926 ¢elija 10°M, 10° M i 10* M DBP u trajanju
od 6 h i 24 h, a uzimaju¢i u obzir Cinjenicu da, pored CAM, i razli€iti hemokini imaju vaznu ulogu
u regrutovanju i vezivanju monocita za endotelne ¢elije (Nourshargh i Alon, 2014), u slede¢em
koraku je koris¢enjem metode RT-qPCR ispitano da li kratkotrajno izlaganje EA.hy926 celija
odabranim mikromolarnim koncentracijama DBP uti¢e na relativhu ekspresiju gena za dva
hemokina: hemokinski ligand 8 sa motivom C-X-C (eng. C-X-C motif chemokine ligand 8, CXCL-
8; kodiran genom CXCLS), koji se josS naziva i IL-8, i hemokinski ligand 2 sa motivom C-C (eng.
C-C motif chemokine ligand 2, CCL-2; kodiran genom CCL?2), koji se joS naziva i MCP-1. Rezultati
su pokazali da je nakon 6 h izlaganja EA.hy926 éelija 10° M i 10* M DBP detektovana poveéana
ekspresija gena koji kodira IL-8 za 126% 1 106% u odnosu na kontrolu, redom, dok je relativna
ekspresija gena koji kodira MCP-1 pri istim uslovima izlaganja ostala nepromenjena (slika 4.4.4A).
Sa druge strane, nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ¢elija 10°M, 10° M i 10 M DBP nije bilo razlika
u relativnoj ekspresiji gena za IL-8 i MCP-1 u odnosu na kontrolu ni sa jednom od kori$¢enih
koncentracija DBP (slika 4.4.4B).
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Slika 4.4.4. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju gena
za IL-8 i MCP-1. Nakon (A) 6 hi (B) 24 h izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama DBP (10
M, 10° M i 10* M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju gena za IL-8 (CXCLS8) i MCP-1 (CCL2)
koris¢enjem metode RT-qPCR. Dobijene vrednosti su izrazene kao relativna ekspresija u odnosu na kontrolu
koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijjom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
SEM od 3-5 nezavisnih eksperimenata. *p<0,05 statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na kontrolu.
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4.4.5. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na vezivanje U937 Celija
za jednosloj endotelnih ¢elija u prisustvu antagonista ER, GPER i inhibitora signalnih
puteva ERK1/2 i PI3K/Akt

U cilju ispitivanja uloge ER i signalnih puteva ERK1/2 i PI3K/Akt u povecanom vezivanju
U937 monocita za jednosloj EA.hy926 éelija izlaganih 10* M DBP u trajanju od 24 h kori$éeni su:
ICI 182,780 — antagonist klasicnog ER, G-15 — antagonist GPER, U0126 — inhibitor ERK1/2 i
vortmanin — inhibitor PI3K/Akt. Rezultati su pokazali da je primena U0126 u potpunosti ponistila
efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 éelija 10* M DBP na vezivanje monocita za jednosloj
endotelnih ¢elija u uslovima in vitro, dok efekat ICI 182,780, G-15 i vortmanina nije dostigao nivo
statisticke znacajnosti (slika 4.4.5).
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Slika 4.4.5. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 cCelija dibutil-ftalatu na vezivanje U937 éelija za
jednosloj endotelnih éelija u prisustvu antagonista ER, GPER i inhibitora signalnih puteva ERK1/2 i
PI3K/Akt. EA.hy926 celije su 45 min pretretirane: ICI 182,780 (5 uM), G-15 (5 uM), U0126 (5 pM) i
vortmaninom (1 pM), a zatim izlagane i 10* M DBP. Nakon 24 h izlaganja, ispitan je uticaj tretmana i
antagonista/inhibitora na vezivanje monocita za jednosloj EA.hy926 ¢elija koris¢enjem U937 celija
obeleZenih kalceinom AM. Prikazane su reprezentativne fluorescentne fotomikrografije. Dobijene vrednosti
su izrazene kao procenat vezivanja U937 Celija u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom
isprekidanom linijjom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 3 nezavisna
eksperimenta. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu; “p<0,05 statisti¢ki znacajna razlika
u odnosu na 10* M DBP.

4.4.6. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija dibutil-ftalatu na adheziju Celija za
Zelatin

U slede¢em koraku je ispitan uticaj kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 éelija 10° M, 10° M i
10* M DBP na adheziju éelija za Zelatin. Utvrdeno je da je vezivanje ¢elija za Zelatin smanjeno za
~13% u odnosu na kontrolu nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ¢elija 10° M DBP, dok su ostale
ispitivane koncentracije DBP bile bez efekta (slika 4.4.6).
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Slika 4.4.6. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 éelija dibutil-ftalatu na adheziju ¢elija za Zelatin.
Nakon 24 h izlaganja EA.hy926 Celija odabranim koncentracijama DBP (10 M, 10° M i 10* M), ispitan je
uticaj tretmana na vezivanje Celija za Zelatin. Prikazane su reprezentativne fotomikrografije. Broj vezanih
c¢elija odreden je testom sa bojom SRB. Dobijene vrednosti su izraZzene kao procenat adhezije za Zelatin u
odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + SEM od 4 nezavisna eksperimenta. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na

kontrolu.

4.4.7. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na migraciju éelija

Testom ,,zarastanja povrede” je zatim ispitano da li kratkotrajno izlaganje EA.hy926 ¢elija
10° M, 10° M i 10* M DBP u trajanju od 24 h utie na migraciju endotelnih éelija. Rezultati su
pokazali povecanje migracije za 48,4% u odnosu na kontrolu samo u grupi ¢elija koje su izlagane
10° M DBP, dok ostale ispitivane koncentracije DBP nisu dostigle nivo statisti¢ke zna¢ajnosti

(slika 4.4.7).
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Slika 4.4.7. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija dibutil-ftalatu na migraciju éelija. Nakon
24 h izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama DBP (10 M, 10°> M i 10* M), ispitan je uticaj
tretmana na migraciju celija koriS¢enjem metode ,zarastanja povrede®. Prikazane su reprezentativne
fotomikrografije u trenutku pravljenja povrede (0 h) i nakon §to su celije migrirale (24 h). Migracija je
kvantifikovana koriS¢enjem programa Image J kao srednja vrednost 8-10 izmerenih rastojanja izmedu ivica
¢elija sa obe strane u trenutku pravljenja povrede i nakon Sto su celije migrirale. Dobijene vrednosti su
izrazene kao procenat zatvaranja povrede u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom
isprekidanom linijjom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SEM od 7 nezavisnih
eksperimenata. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.
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4.4.8. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na migraciju Celija u
prisustvu antagonista ER, GPER i inhibitora signalnih puteva ERK1/2, PI3K/Akt i
eNOS-NO

U cilju ispitivanja uloge ER i nishodnih signalnih puteva ERK1/2, PI3K/Akt i eNOS-NO u
poveéanoj migraciji EA.hy926 éelija koje su izlagane 10> M DBP u trajanju od 24 h, kori$éeni su:
ICI 182,780, G-15, U0126, vortmanin i L-NAME — inhibitor signalnog puta eNOS-NO. Rezultati su
pokazali da je primena G-15, U0126 i L-NAME u potpunosti ponistila efekat kratkotrajnog
izlaganja EA.hy926 ¢elija 10° M DBP na migraciju endotelnih éelija, dok efekat ICI 182,780 i
vortmanina nije dostigao nivo statisticke znacajnosti (slika 4.4.8).

200+

—_
(4]
?

N, -

LT

105 M DBP
IC1 182,780
G-15
U0126
vortmanin
L-NAME - - -

Migracija ¢elija
{% od kontrole)
a 3
]
1
]

1 [} 1 [} +
1 [] [ I
1 [ + 1 +
+
] + 1 ] +

+

Slika 4.4.8. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na migraciju delija u
prisustvu antagonista ER, GPER i inhibitora signalnih puteva ERK1/2, PI3K/Akt i eNOS-NO.
EA .hy926 ¢elije su 45 min pretretirane: ICI 182,780 (10 uM), G-15 (5 uM), U0126 (5 uM), vortmaninom (1
uM) i L-NAME (100 pM), a zatim izlagane i 10° M DBP. Nakon 24 h izlaganja, ispitan je uticaj
pretretmana i tretmana na migraciju Celija korisS¢enjem metode ,zarastanja povrede“. Migracija je
kvantifikovana koris¢enjem programa Image J kao srednja vrednost 8—10 izmerenih rastojanja izmedu ivica
¢elija sa obe strane u trenutku pravljenja povrede (0 h) i nakon §to su ¢elije migrirale (posle 24 h). Dobijene
vrednosti su izrazene kao procenat zatvaranja povrede u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom
isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 3—6 nezavisnih
eksperimenata. *p<0,05 statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na kontrolu; p<0,05 statisticki zna¢ajna razlika
u odnosu na 10° M DBP.

4.4.9. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju
gena za matriksne metaloproteinaze i aktivnost matriksnih metaloproteinaza

U cilju utvrdivanja da li kratkotrajno izlaganje EA.hy926 ¢elija 10> M DBP u trajanju od 24
h povecava migraciju endotelnih celija preko povecane ekspresije ili aktivacije MMP, prvo je
ispitan uticaj navedenog izlaganja i tretmana na relativnu ekspresiju gena za tri matriksne
metaloproteinaze: MMP-1, MMP-2 i MMP-9. Rezultati dobijeni metodom RT-qPCR su pokazali da
izlaganje EA.hy926 ¢elija 10° M, 10° M i 10* M DBP u trajanju od 24 h ne uti¢e zna¢ajno na
ekspresiju gena za MMP-2 1 MMP-9, dok je ekspresija gena koji kodira MMP-1 smanjena za ~38%
u odnosu na kontrolu samo u grupi ¢elija koje su izlagane 10 M DBP (slika 4.4.9A).

S obzirom na to da su prethodni rezultati pokazali da kratkotrajno izlaganje EA.hy926 Celija
10° M, 10° M i 10* M DBP ne uti¢e na relativnu ekspresiju gena za MMP-2 i MMP-9, u slede¢em
koraku je pomocu zelatinske zimografije pracena aktivnost ovih proteolitickih enzima na
poliakrialamidnom gelu koji je kopolimerizovan sa Zelatinom. Rezultati dobijeni Zelatinskom
zimografijom su pokazali da do razgradnje Zelatina dolazi samo od strane aktivirane MMP-2
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detektovane pri molekulskoj masi od ~48 kDa, Sto odgovara katalitickom domenu ovog enzima,
dok se aktivna i latentna forma MMP-2 pri ~62 kDa i ~72 kDa, redom, kao i1 aktivna i latentna
forma MMP-9 pri molekulskim masama od ~82 kDa i ~92 kDa, redom, nisu mogle detektovati na
zimogramu (slika 4.4.9B). Na prikazanom zimogramu se uocava da se aktivnost MMP-2 nakon 24
h izlaganja EA.hy926 ¢éelija 10 M, 10° M i 10* M DBP povecava se sa porastom koncentracije
DBP, pa se tako najveca proteolitiCka aktivnost enzima MMP-2 zapaza u uzorcima medijuma
dobijenim nakon izlaganja ¢elija 10° M i 10* M BPA (slika 4.4.9B).
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Slika 4.4.9. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju gena
za matriksne metaloproteinaze i aktivnost matriksnih metaloproteinaza. (A) Nakon 24 h izlaganja
EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama DBP (10° M, 10° M i 10* M), ispitan je uticaj tretmana na
ekspresiju gena za MMP-1 (MMPI), MMP-2 (MMP2) i MMP-9 (MMP9) koriséenjem metode RT-qPCR.
Dobijene vrednosti su izrazene kao relativna ekspresija u odnosu na kontrolu koja je prikazana
horizontalnom isprekidanom linijom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM od 3-5
nezavisnih eksperimenata. (B) Nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama DBP (107
M, 10° M i 10* M), ispitan je uticaj tretmana na aktivnost MMP u medijumu pomocu Zelatinske zimografije.
Prikazana je reprezentativna fotografija zimograma. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na
kontrolu.

4.4.10. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija dibutil-ftalatu na aktivnost matriksnih
metaloproteinaza u prisustvu antagonista GPER i inhibitora signalnih puteva ERK1/2
i eNOS-NO

U svetlu prethodno dobijenih rezultata koji pokazuju ulogu GPER i signalnih puteva
ERK1/2 i eNOS-NO u migraciji EA.hy926 éelija izlaganih 10° M DBP u trajanju od 24 h, kao i
ulogu aktiviranth MMP u procesu migracije, u slede¢em koraku je ispitana uloga GPER 1 signalnih
puteva ERK1/2 i1 eNOS-NO u aktivaciji MMP. S tim u vezi, metodom Zelatinske zimografije je
odredivana aktivhost MMP u uzorcima medijuma sakupljenim iz bunari¢a u kojima su EA.hy926
izlagane 10> M DBP u prisustvu: G-15, U0126 i L-NAME. Rezultati su pokazali da je proteoliti¢ka
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aktivnost MMP-2 u potpunosti smanjena samo u prisustvu L-NAME, dok je efekat antagonista
GPER 1 inhibitora ERK1/2 izostao (slika 4.4.10).
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Slika 4.4.10. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na aktivnost matriksnih
metaloproteinaza u prisustvu antagonista GPER i inhibitora signalnih puteva ERK1/2 i eNOS-NO.
EA.hy926 c¢elije su 45 min pretretirane: G-15 (5 uM), U0126 (5 uM) i L-NAME (100 uM), a zatim izlagane
i 10° M DBP. Nakon 24 h izlaganja, ispitan je uticaj pretretmana i tretmana na aktivnost MMP u medijumu
pomocu Zelatinske zimografije. Prikazana je reprezentativna fotografija zimograma. Kvantifikacija enzimske
aktivnosti je uradena pomocu programa Image J. Dobijene vrednosti su izraZzene kao procenat aktivnosti
MMP-2 u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost = SEM od 3 nezavisna eksperimenta. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u
odnosu na kontrolu; 2p<0,05 statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na 10> M DBP.

4.4.11. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na propustljivost
jednosloja endotelnih Celija

Koris¢enjem Transwell sistema sa dva odeljka ispitano je da li kratkotrajno izlaganje
EA.hy926 ¢elija 10° M, 10° M i 10* M DBP u trajanju od 24 h uti¢e na propustljivost
konfluentnog jednosloja EA.hy926 Celija. Rezultati su pokazali da kratkotrajno izlaganje EA.hy926
éelija 10* M DBP smanjuje propustljivost jednosloja EA.hy926 ¢elija za 27% u odnosu na kontrolu
(slika 4.4.11).
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Slika 4.4.11. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢{elija dibutil-ftalatu na endotelnu
propustljivost. Nakon 24 h izlaganja EA.hy926 Celija odabranim koncentracijama DBP (10° M, 10° M i 10-
4 M), ispitan je uticaj tretmana na propustljivost jednosloja EA.hy926 ¢éelija koris¢enjem dekstrana (Mw 40
kDa) obelezenog fluorescentnom bojom FITC u Transwell sistemu (veli¢ina pora 0,4 um). Dobijene
vrednosti su izrazene kao procenat endotelne propustljivosti u odnosu na kontrolu koja je prikazana
horizontalnom isprekidanom linijjom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £+ SEM od 5
nezavisnih eksperimenata. *p<0,05 statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na kontrolu.
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4.4.12. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na ekspresiju okludina i
70-1

Uzimaju¢i u obzir prethodno navedene rezultate vezane za smanjenu propustljivost
jednosloja endotelnih ¢elija pod uticajem DBP, u slede¢em koraku je metodom Western blot ispitan
uticaj kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija 10° M, 10°> M i 10* M DBP na ekspresiju okludina i
ZO-1. Rezultati su pokazali da je nakon 24 h izlaganja EA.hy926 éelija 10* M DBP povecana
ekspresija okludina za ~116% 1 ZO-1 za 87,5% u odnosu na kontrolu (slika 4.4.12).
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Slika 4.4.12. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija dibutil-ftalatu na ekspresiju okludina i
Z0-1. Nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama DBP (10 M, 10°> M i 10* M),
ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju okludina i ZO-1 metodom Western blot. Prikazane su reprezentativne
Western blot slike. Kvantifikacija je uradena kori§¢enjem programa Image J. Dobijene vrednosti za svaki
uzorak su normalizovane na nivo GAPDH u datom uzorku, a rezultati su izraZeni relativno u odnosu na
normalizovani nivo ispitivanog proteina u kontroli (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SEM od
4-5 nezavisnih eksperimenata. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

4.4.13. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija dibutil-ftalatu na nivo reaktivnih vrsta
kiseonika

U slede¢em koraku je pomocu reagensa H>DCFDA odredivan nivo ROS nakon
kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 éelija 10¢ M, 10° M i 10* M DBP. U cilju utvrdivanja da li
izlaganje EA .hy926 ¢elija odabranim mikromolarnim koncentracijama DBP uti¢e na stvaranje ROS,
nivo ROS je odredivan u dve vremenske tacke: nakon 30 min i nakon 24 h izlaganja. Rezultati su
pokazali da kratko izlaganje EA.hy926 ¢elija 10° M, 10° M i 10* M DBP u trajanju od 30 min
smanjuje nivo ROS samo u grupi éelija koje su izlagane 10* M DBP, i to za ~20% u odnosu na
kontrolu (slika 4.4.13A), dok duze izlaganje EA.hy926 ¢elija u trajanju od 24 h smanjuje nivo ROS
u svim ispitivanim grupama u odnosu na kontrolu, pa je tako uofeno smanjenje nivoa ROS od
13,4% u grupi éelija koje su izlagane 10® M DBP, 12,7% u grupi éelija koje su izlagane 10° M
DBP i 15,3% u grupi éelija koje su izlagane 10* M DBP (slika 4.4.13B).
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Slika 4.4.13. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 cCelija dibutil-ftalatu na nivo reaktivnih vrsta
kiseonika. Nakon (A) 30 min i (B) 24 h izlaganja EA.hy926 Celija odabranim koncentracijama DBP (10 M,
10° M i 10* M), ispitan je uticaj tretmana na nivo ROS koriS¢enjem reagensa H.DCFDA. Dobijene
vrednosti su izraZzene kao procenat nivoa ROS u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom
isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM od 4-5 nezavisnih
eksperimenata. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

4.4.14. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na angiogenezu u
uslovima in vitro

Uticaj izlaganja EA.hy926 éelija 10° M, 10° M i 10* M DBP u trajanju od 24 h na
angiogenezu u uslovima in vitro je ispitivan testom formiranja endotelnih tuba.
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Slika 4.4.14. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 éelija dibutil-ftalatu na angiogenezu u uslovima
in vitro. (A) Nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama DBP (10 M, 10° M i 10
M), ispitan je uticaj tretmana na formiranje endotelnih tuba u uslovima in vifro KkoriS¢enjem
trodimenzionalnog matriksa Cultrex BME. Formiranje endotelnih tuba je posmatrano pod svetlosnim
mikroskopom nakon 8 h. (B) Prikazane su reprezentativne fotomikrografije. Kvantitativna analiza je uradena
koris¢enjem alata Angiogenesis Analyzer iz programa Image J. Dobijene vrednosti su izraZzene kao procenat
odgovarajuéeg parametra angiogeneze u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom
linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 3-5 nezavisnih eksperimenata.
*p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.
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Sveobuhvatna morfometrijska analiza je uradena pomocu alata Angiogenesis Analyzer u
okviru programa Image J, s tim $to je za potrebe statistiCke analize odabrano Sest najrelevantnijih
parametara angiogeneze: ukupna duzina tuba, broj ¢vorova, broj ukrstanja, broj segmenata, ukupna
duzina segmenata i ukupna duzina ra¢vanja.

Svi analizirani parametri su bili pove¢ani samo u grupi ¢elija koje su izlagane 10* M DBP, i
to ukupna duzina tuba za 17,1% u odnosu na kontrolu, broj ¢vorova za 51%, broj ukrStanja za 49% 1
broj segmenata za 64,6% (slika 4.4.14A 1 B). Pored toga, sa najve¢om koncentracijom DBP
detektovana je 1 za 22,6% veca ukupna duZina racvanja u odnosu na kontrolu, dok ukupna duzina
segmenata, iako za 27% veca, nije statisticki znacajno odstupala u odnosu na kontrolu (rezultati
nisu prikazani na slici).

4.4.15. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju
gena za odabrane proteine ukljucene u kontrolu angiogeneze

S obzirom na to da su prethodni rezultati pokazali da kratkotrajno izlaganje EA.hy926 celija
104 M DBP stimulie formiranje endotelnih tuba, u slede¢em koraku je metodom RT-qPCR
odredivana relativna ekspresija gena za VEGFR-2, VEGF-A i1 VE-kadherin nakon 6 h i 24 h
izlaganja EA.hy926 éelija 106, 10° i 10* M DBP. Rezultati su pokazali da nakon 6 h (slika
4.4.15A), kao ni nakon 24 h izlaganja (slika 4.4.15B) nije bilo znacajnih razlika u ekspresiji gena
koji kodiraju navedene proteine ni sa jednom od koriS¢enih koncentracija DBP.
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Slika 4.4.15. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju
gena za odabrane proteine ukljucene u kontrolu angiogeneze. Nakon (A) 6 h i (B) 24 h izlaganja
EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama DBP (10° M, 10° M i 10* M), ispitan je uticaj tretmana na
ekspresiju gena za VEGFR-2 (KDR), VEGF-A (VEGFA) i VE-kadherin (CDHY) koris¢éenjem metode RT-
gPCR. Dobijene vrednosti su izrazene kao relativna ekspresija u odnosu na kontrolu koja je prikazana
horizontalnom isprekidanom linijom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 3—4
nezavisna eksperimenta.
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4.4.16. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na angiogenezu u
uslovima in vitro u prisustvu inhibitora signalnih puteva ERK1/2, PI3K/Akt i eNOS-
NO

U cilju ispitivanja uloge odredenih signalnih puteva u povecanoj angiogenezi EA.hy926
éelija koje su izlagane 10* M DBP u trajanju od 24 h, kori§¢eni su inhibitori signalnih puteva
ERK1/2, PI3K/Akt i eNOS-NO: U0126, vortmanin i L-NAME, redom. Rezultati su pokazali da je
primena sva tri inhibitora u potpunosti ponistila efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija 10
M DBP na formiranje endotelnih tuba (slika 4.4.16).
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Slika 4.4.16. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na angiogenezu u uslovima
in vitro u prisustvu inhibitora signalnih puteva ERK1/2, PI3K/Akt i eNOS-NO. EA.hy926 ¢elije su 45
min pretretirane slede¢im inhibitorima: U0126 (10 uM), vortmaninom (1 uM) i L-NAME (100 uM), a zatim
izlagane i 10 M DBP. Nakon 24 h izlaganja, ispitan je uticaj tretmana i inhibitora na formiranje endotelnih
tuba u uslovima in vitro koris¢enjem trodimenzionalnog matriksa Cultrex BME. Formiranje endotelnih tuba
je posmatrano pod svetlosnim mikroskopom nakon 8 h. Prikazane su reprezentativne fotomikrografije.
Kvantitativna analiza je uradena koriS¢enjem alata Angiogenesis Analyzer iz programa Image J. Dobijene
vrednosti su izrazene kao procenat ukupne duzine tuba u odnosu na kontrolu koja je prikazana horizontalnom
isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM od 3-4 nezavisna
eksperimenta. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu; “p<0,05 statisti¢ki znacajna razlika
u odnosu na 10° M DBP.

4.4.17. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na stvaranje azot-
monoksida

Stvaranje NO je indirektno odredivano merenjem koncentracije nitrita u medijumu
EA.hy926 éelija koje su prethodno izlagane 10°M, 10° M i 10* M DBP u trajanju od 24 i 48 h.

Rezultati su pokazali povecano stvaranje NO u obe vremenske tacke samo sa najve¢om
koncentracijom DBP, i to za 130% u odnosu na kontrolu nakon 24 h i za 100% u odnosu na
kontrolu nakon 48 h izlaganja (slika 4.4.17).
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Slika 4.4.17. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija dibutil-ftalatu na stvaranje azot-
monoksida. Nakon (A) 24 h i (B) 48 h izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama DBP (10 M,
10° M i 10* M), posredno je ispitan uticaj tretmana na stvaranje NO preko merenja koncentracije nitrita u
medijumu metodom po Griess-u. Dobijene vrednosti su izraZzene kao procenat nivoa nitrita u odnosu na
kontrolu koja je prikazana horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost = SEM od 4-8 nezavisnih eksperimenata. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu.

4.4.18. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na relativnu ekspresiju
gena za eNOS

Metodom RT-qPCR je u svetlu prethodno dobijenih rezultata ispitano da 1i kratkotrajno
izlaganje EA.hy926 éelija 10° M, 10° M i 10** M DBP uti¢e na relativnu ekspresiju gena za eNOS.
Rezultati su pokazali da nakon 24 h i 48 h izlaganja celija odabranim mikromolarnim
koncentracijama DBP nije bilo znacajnih razlika u ekspresiji gena koji kodira eNOS u odnosu na
kontrolu (slika 4.4.18).
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Slika 4.4.18. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na relativhu ekspresiju
gena za eNOS. Nakon (A) 24 h i (B) 48 h izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama DBP (107
M, 10° M i 10* M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju gena za eNOS (NOS3) kori$¢enjem metode RT-
gPCR. Dobijene vrednosti su izrazene kao relativna ekspresija u odnosu na kontrolu koja je prikazana
horizontalnom isprekidanom linijom (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SEM od 3-6
nezavisnih eksperimenata.
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4.4.19. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na ekspresiju i
aktivaciju eNOS

S obzirom na to da su prethodni rezultati pokazali pove¢ano stvaranje NO nakon 24 hi48 h
izlaganja EA.hy926 ¢éelija 10* M DBP, a da istovremeno nisu detektovane razlike u relativnoj
ekspresiji gena za eNOS, u sledeCem koraku je metodom Western blot odredivana ekspresija i
aktivacija eNOS (pracenjem aktivacione fosforilacije na Ser1177). Rezultati su pokazali da je
ekspresija eNOS povecana za ~30% u odnosu na kontrolu nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ¢elija 10
* M DBP (slika 4.4.19A). Pored toga, zapaZena je poveéana ekspresija aktivirane forme eNOS
nakon kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija 10* M DBP, i to za 20% u odnosu na kontrolu
nakon 15 min i za ~35% u odnosu na kontrolu nakon 60 min izlaganja (slika 4.4.19B).
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Slika 4.4.19. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija dibutil-ftalatu na ekspresiju i aktivaciju
eNOS. (A) Nakon 24 h izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama DBP (10° M, 10° M i 10*
M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju eNOS metodom Western blot. Prikazane su reprezentativne
Western blot slike. Kvantifikacija je uradena kori§¢enjem programa Image J. Dobijene vrednosti za svaki
uzorak su normalizovane na nivo GAPDH u datom uzorku, a rezultati su izraZeni relativno u odnosu na
normalizovani nivo eNOS u kontroli (1). (B) Nakon 15 min, 30 min, 60 min i 120 min izlaganja EA.hy926
¢elija odabranim koncentracijama DBP (10° M, 10° M i 10 M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju
fosfo-eNOS metodom Western blot. Prikazane su reprezentativne Western blot slike; K — kontrola.
Kvantifikacija je uradena koriS¢enjem programa Image J. Dobijene vrednosti za svaki uzorak su
normalizovane na nivo nefosforilisane forme eNOS u datom uzorku, a rezultati su izrazeni relativno u
odnosu na normalizovani nivo fosfo-eNOS u kontroli (1). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM
od 3—7 nezavisnih eksperimenata. *p<0,05 statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na kontrolu.
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4.4.20. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na aktivaciju Akt i
ERK1/2

Metodom Western blot je zatim ispitano da li kratkotrajno izlaganje EA.hy926 &elija 106 M,
10° M i 10* M DBP uti¢e na aktivaciju Akt i ERK1/2, odnosno aktivaciju signalnih puteva
PI3K/Akt i ERK1/2. Rezultati su pokazali stabilno povecanje ekspresije fosfo-Akt nakon izlaganja
EA.hy926 ¢elija 10* M DBP u trajanju od 15 min, 30 min, 60 min i 120 min, i to za 222,5%,
~203%, ~216% 1 60,5% u odnosu na kontrolu, redom. Pored toga, pokazana je povecana ekspresija
fosfo-Akt i nakon izlaganja ¢elija 10°> M DBP u trajanju od 30 min i 60 min, i to za 84,4% i ~80% u
odnosu na kontrolu, redom (slika 4.4.20A).

Rezultati ispitivanja uticaja kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 éelija 10° M, 10° M i 10* M
DBP na aktivaciju ERK1/2 su pokazali pove¢anu ekspresiju fosforilisane forme ERK1/2 nakon
izlaganja EA.hy926 éelija 10* M DBP u trajanju od 15 min, 30 min i 60 min, i to za ~74,5%,
~40%, i 70,3% u odnosu na kontrolu, redom. Sa druge strane, izlaganje ¢elija 10> M DBP u trajanju
od 15 min je dovelo do kratkotrajnog i prolaznog povecanja ekspresije fosfo-ERK1/2 od ~148% u
odnosu na kontrolu (slika 4.4.20B).
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Slika 4.4.20. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 d{elija dibutil-ftalatu na aktivaciju Akt i
ERK1/2. Nakon 15 min, 30 min, 60 min i 120 min izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama
DBP (10°% M, 10° M i 10* M), ispitan je uticaj tretmana na ekspresiju fosforilisanih formi (A) Akt i (B)
ERK1/2 metodom Western blot. Prikazane su reprezentativne Western blot slike; K — kontrola.
Kvantifikacija je uradena koriS¢enjem programa Image J. Dobijene vrednosti za svaki uzorak su
normalizovane na nivo nefosforilisane forme proteina u datom uzorku, a rezultati su izrazeni relativno u
odnosu na normalizovani nivo (A) fosfo-Akt i (B) fosfo-ERK1/2 u kontroli (1). Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + SEM od 3-8 nezavisnih eksperimenata. *p<0,05 statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na
kontrolu.
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4.4.21. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na aktivaciju Akt,
ERK1/2 i eNOS u prisustvu antagonista ER i GPER

Uzimajuc¢i u obzir rezultate koji su pokazali da je efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926
éelija 10° M, 10° M i 10* M DBP na razli¢ite funkcijske odgovore endotelnih ¢éelija posredovan
ER 1 GPER, a u cilju dobijanja direktne potvrde da DBP u endotelnim celijama aktivira signalne
puteve PI3K/Akt, ERK1/2 i eNOS-NO preko ER, EA.hy926 ¢elije su izlagane 10* M DBP u
prisustvu antagonista klasicnog ER ICI 182,780 i GPER G-15, a zatim je pracena ekspresija
fosforilisanih formi Akt, ERK1/2 i eNOS. Rezultati su pokazali da oba antagonista delimi¢no, ali
statisticki znac¢ajno smanjuju aktivaciju Akt (slika 4.4.21A 1 D), dok je ekspresija fosfo-ERK1/2
(slika 4.4.21B i D) 1 eNOS (slika 4.4.21C 1 D) u potpunosti vra¢ena na nivo kontrole.
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Slika 4.4.21. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 éelija dibutil-ftalatu na aktivaciju Akt, ERK1/2
i eNOS u prisustvu antagonista ER i GPER. EA.hy926 ¢elije su 45 min pretretirane: ICI 182,780 (10 uM)
i G-15 (10 uM), a zatim izlagane i 10* M DBP. Nakon (A, B) 15 min i (C) 60 min izlaganja, ispitan je uticaj
pretretmana i tretmana na ekspresiju fosforilisane forme (A) Akt, (B) ERK1/2 i (C) eNOS metodom Western
blot. (D) Prikazane su reprezentativne Western blot slike; K — kontrola, 10 — 10* M DBP. Kvantifikacija je
uradena koriS¢enjem programa Image J. Dobijene vrednosti za svaki uzorak su normalizovane na nivo
nefosforilisane forme proteina u datom uzorku, a rezultati su izraZeni relativno u odnosu na normalizovani
nivo (A) fosfo-Akt, (B) fosfo-ERK1/2 i (C) fosfo-eNOS u kontroli (1). Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost = SEM od 4-7 nezavisnih eksperimenata. *p<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu;
Ap<0,05 statisticki znacajna razlika u odnosu na 104 M DBP.
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4.4.22. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu na stvaranje azot-
monoksida u prisustvu antagonista ER i GPER

Odredivana je koncentracija nitrita u medijumu EA.hy926 ¢elija koje su 24 h izlagane 10
M DBP u prisustvu antagonista ICI 182,780 1 G-15. Rezultati su pokazali da su oba antagonista u
potpunosti vratila stvaranje NO na nivo kontrole (slika 4.4.22), sto predstavlja direktnu potvrdu da

DBP u EA.hy926 ¢elijama stimuliSe stvaranje NO preko ER i GPER.
300+ *

200+

1001 =|=

Nivo nitrita
(% od kontrole)
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G-15 - - +

Slika 4.4.22. Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Cc(elija dibutil-ftalatu na stvaranje azot-
monoksida u prisustvu antagonista ER i GPER. EA.hy926 ¢elije su 45 min pretretirane: ICI 182,780 (10
uM) i G-15 (10 uM), a zatim izlagane i 10* M DBP. Nakon 24 h izlaganja, posredno je ispitan uticaj
tretmana i inhibitora na stvaranje NO preko merenja koncentracije nitrita u medijumu metodom po Griess-u.
Dobijene vrednosti su izrazene kao procenat nivoa nitrita u odnosu na kontrolu koja je prikazana
horizontalnom isprekidanom linijom (100%). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM od 3-8
nezavisnih eksperimenata. *p<0,05 statisticki znaCajna razlika u odnosu na kontrolu; 2p<0,05 statisticki

znadajna razlika u odnosu na 10* M DBP.
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5. Diskusija

Uzimaju¢i u obzir da KVB predstavljaju znac¢ajan zdravstveni 1 socio-ekonomski problem u
savremenom drustvu, neophodne su sveobuhvatne studije koje bi doprinele produbljivanju saznanja
o vezi izmedu zagadujucih supstanci iz radnog i zivotnog okruzenja i ovih bolesti, a u cilju
identifikovanja onih supstanci koje predstavljaju faktor rizika za razvoj KVB. Osim toga,
razumevanje mehanizama bolesti je od kljunog znacCaja za formulisanje efikasnih strategija
prevencije i spoznaje novih moguénosti za terapijske intervencije. Tek je na osnovu svih dobijenih
podataka moguce izvrsiti adekvatnu procenu rizika, sprovesti sve neophodne mere zastite i1 uskladiti
postojece zakonske regulative, kako bi se ogranicila upotreba Stetnih hemikalija i na taj nacin
smanjila izloZenost ljudi 1 prevalenca KVB u ljudskoj populaciji. Procena rizika za odredenu
hemikaliju tradicionalno podrazumeva citav niz precizno definisanih eksperimenata koji se
sprovode na velikom broju Zivotinja u cilju odredivanja nivoa Stetnosti ispitivane hemikalije. Pored
oc¢iglednih etickih dilema koje sa sobom nosi, ovaj vid testiranja toksi¢nosti 1 potencijalnih
nezeljenih efekata nije praktican iz viSe razloga, jer zahteva znacajne investicije u pogledu vremena
1 novca, ne pruza mogucnost testiranja velikog broja supstanci u odredenom vremenu, kao i
evaluaciju novih materijala kao $to su biomaterijali i biopolimeri, niti pruza moguénost definisanja
specifiénih mehanizama preko kojih odredene hemikalije ispoljavaju svoju toksi¢nost. Pored toga,
postoje 1 problemi vezani za ekstrapolaciju i interpretaciju podataka dobijenih na Zzivotinjskim
modelima na ljude (Thomas 1 sar., 2019). Otuda su se poslednjih godina pojavili novi trendovi u
toksikoloSkim istrazivanjima koji nalazu razvoj inovativnih metodoloskih pristupa koji bi se
primenili u uslovima in vitro na humanim celijskim linijama kao model sistemu. Ova alternativa
tradicionalnoj proceni rizika je predlozena od strane United States National Research Council,
Tox21 Program, i European Commission’s Advisory Group for Endocrine Disruptors u dokumentu
pod nazivom ,,Toxicity Testing in the 21st Century: A Vision and a Strategy” (Krewski i sar., 2010).
Centralna ideja ove vizije podrazumeva identifikaciju molekulskih i celijskih puteva koji se
aktiviraju razli¢itim zagaduju¢im supstancama iz radnog i zivotnog okruzenja, tzv. ,puteva
toksicnosti”, ali 1 utvrdivanje raspona doza i/ili vremena koji ¢e dovesti do promena u ¢elijskoj
signalizaciji, kao 1 do nezeljenih efekata po zdravlje ljudi.

Istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije predstavljaju originalan nau¢ni doprinos u
pravcu rasvetljavanja efekata koje dugotrajno 1 kratkotrajno izlaganje odabranim koncentracijama
BPA 1 DBP izaziva na humanim endotelnim ¢elijama u uslovima in vitro, kao 1 mehanizama
delovanja ovih endokrinih ometaca u endotelnim ¢elijama, $to moZe imati znacajne implikacije na
nivou kardiovaskularnog sistema u celini.

5.1. [Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija bisfenolu A

Uprkos velikom broju dostupnih informacija o BPA kao endokrinom ometacu, debata o
potencijalnim opasnostima koje izlaganje BPA predstavlja po ljudsko zdravlje i1 dalje traje. Uzrok
tome su kontradiktorni podaci dobijeni iz istraZivanja sprovedenih u akademskim centrima 1 iz
klasi¢nih regulatornih toksikoloskih studija (Prins i sar., 2019; vom Saal, 2019). U ovoj doktorskoj
disertaciji identifikovani su do sada nepoznati efekti BPA na humane makrovaskularne endotelne
¢elije u uslovima in vitro 1 pokazano je da dugotrajno izlaganje ¢elija niskim koncentracijama BPA,
koje odgovaraju realnoj izloZenosti ljudske populacije ovom endokrinom ometacu, ne dovodi do
promena u endotelnim celija koje se mogu dovesti u vezu sa nastankom endotelne disfunkcije 1
posledicno ateroskleroze. Detaljnije, dugotrajno izlaganje EA.hy926 celija odabranim
nanomolarnim koncentracijama BPA u trajanju od viSe nedelja prolazno smanjuje adheziju
monocita za jednosloj endotelnih ¢elija 1 smanjuje relativnu ekspresiju gena za VCAM-1. Navedeni
podaci su neocekivani zbog toga $to se zna da endotelne ¢elije regrutuju monocite u ranim fazama
nastanka vaskularne inflamacije i ateroskleroze, a taj proces je omogucen koordinisanim
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delovanjem CAM. Upravo je VCAM-1 jedan od CAM koji ima vaznu ulogu u sporom kotrljanju
monocita preko endotelnih ¢elija i krucijalan je u ranim fazama regrutovanja monocita (Mestas i
Ley, 2008). Poseban znacaj imaju rezultati koji pokazuju da je izlaganje EA.hy926 celija odabranim
nanomolarnim koncentracijama BPA u trajanju od cetrnaest nedelja u izvesnoj meri ponistilo
stimulisu¢i efekat TNF-a na vezivanje U937 monocita za jednosloj endotelnih ¢elija 1 povecanje
relativne ekspresije gena za sva tri ispitivana adhezivna molekula ICAM-1, VCAM-1 i E-selektin.
Ovi podaci ukazuju na to da dugotrajno izlaganje EA.hy926 ¢elija nanomolarnim koncentracijama
BPA izaziva odgovore suprotne onima koje manifestuje proinflamacijski citokin TNF-o na
endotelne ¢elije, odnosno da BPA ispoljava antiinflamacijski efekat na humane endotelne celije.
Pored toga, dugotrajno izlaganje EA.hy926 celija BPA je imalo pozitivan uticaj na integritet
polupropustljive endotelne barijere, Sto se ogleda u smanjenoj propustljivosti jednosloja endotelnih
¢elija 1 povecanoj ekspresiji dva proteina koji ulaze u sastav TJ, okludina i ZO-1. Uoceno je da su
meducelijske veze izmedu endotelnih ¢elija podlozne dinami¢kom remodelovanju kao odgovor na
brojne spoljasnje faktore i patoloSka stanja, pa tako proinflamacijski stumulusi poput trombina,
histamina i TNF-a povecavaju endotelnu propustljivost, dok antiinflamacijski medijatori poput S1P
1 angiopoetina-1 smanjuju propustljivost endotela (Cerutti 1 Ridley, 2017). Promene u ekspresiji,
distribuciji i strukturi proteina koji ulaze u sastav TJ izmedu endotelnih ¢elija mogu dovesti do
mnogih vaskularnih bolesti i patoloskih stanja (Cong i Kong, 2020). Neophodno je ista¢i da
pozitivni efekti BPA na meducelijske TJ i paracelularnu permeabilnost humanih makrovaskularnih
endotelnih ¢elija do sada nisu objavljeni u literaturi, zbog ¢ega ovi rezultati predstavljaju vazan
podatak.

Adhezija i migracija prestavljaju dve suprotne ali blisko povezane i koordinisane funkcije
endotelnih ¢elija koje imaju vaznu ulogu u odrZavanju stabilnosti i integriteta endotela tokom
reparacije povrede krvnog suda i angiogeneze. Cvrsta adhezija endotelnih ¢elija za komponente
ECM je neophodna za odrzavanje integriteta endotela, dok je oslabljena adhezija neophodna da bi
se omogucila migracija endotelnih ¢elija (Lee 1 sar., 2001; Lamalice 1 sar. 2007). U ovom radu je
pokazano da direktno izlaganje EA.hy926 ¢elija odabranim nanomolarnim koncentracijama BPA u
trajanju od nekoliko nedelja povecava adheziju ¢elija za komponente ECM 1 smanjuje migraciju
EA.hy926 celija, Sto sugeriSe da dugotrajno izlaganje doprinosi ocuvanju integriteta endotela sa
jedne strane, ali i smanjenju kapaciteta endotelnih ¢elija za popravku oSte¢enja na krvnom sudu sa
druge. Kako regulacija celijske adhezije 1 migracije podrazumeva koordinisane mehanizme poput
¢elijske signalizacije, remodelovanja citoskeleta i1 redistribucije integrina na povrsini celije
(Michaelis, 2014), dalja istrazivanja su neophodna da bi se utvrdila tacna uloga BPA u ovim
procesima u endotelnim ¢elijama. Pored toga, rezultati dobijeni u ovom radu bi se mogli u budu¢im
studijama upotpuniti ispitivanjem angiogeneze, odnosno sposobnosti EA.hy926 ¢elija da formiraju
cevaste strukture u Zelatinoznom matriksu koji po sastavu odgovara bazalnoj membrani. Ovakva
istrazivanja su vazna, jer je poznato da deregulacija faktora ukljucenih u proces angiogeneze i sama
angiogeneza imaju klju¢nu ulogu u patofiziologiji brojnih bolesti kod ljudi (Carmeliet i Jain, 2000).

Vazno je napomenuti da su, u ovom delu doktorske disertacije, u uslovima dugotrajnog
izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim nanomolarnim koncentracijama BPA, detektovane promene u
vijabilnosti ¢elija nakon cCetrnaest nedelja izlaganja i da je taj odgovor po svojoj prirodi bio
nemonotono dozno-zavisan (eng. non-monotonic dose response, NMDR), s obzirom na to da
najveéi pad u vijabilnosti EA.hy926 (celija nije detektovan sa najve¢om primenjenom
koncentracijom BPA od 10”7 M, veé sa 10 M BPA. Kontroverze oko NMDR postoje veé vise od
20 godina. Ranih 2000-ih godina je NMDR primecéen u ve¢em broju studija nakon izlaganja celija
BPA u uslovima in vitro (Wetherill 1 sar., 2002; Wozniak i sar., 2005), §to je u tom trenutku
predstavljalo potpuno novi fenomen u toksikoloSkim istrazivanjima u suprotnosti sa do tada Siroko
prihvac¢enim tradicionalnim pristupom koji je podrazumevao identifikaciju isklju¢ivo monotonih
dozno-zavisnih odgovora nakon izlaganja ¢elija odredenoj hemikaliji. Potom je 2014. godine Laura
Vandenberg zakljucila da je NMDR uobicajen za studije u kojima je BPA koriS¢en u uslovima in
vitro 1 da se pojavljuje u viSe od 20% eksperimenata, kao 1 da se uocava u najmanje jednom
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rezultatu u vise od 30% studija koje su adekvatno osmisljene i sprovedene sa ciljem da se ispitaju
odgovori ¢elija spram razlicitih doza ispitivane supstance (Vandenberg, 2014). Autorka je iznela
argumente da razliCiti faktori koji se ticu postavke eksperimenta mogu uticati na identifikaciju
¢elijskih odgovora, §to je jasno prikazano u 28 eksperimenata sprovedenih u okviru 24 razlicite
studije koje su ispitivale efekte BPA na proliferaciju ¢elija. Vandenberg je zakljucila da u nekim
studijama proliferacija ¢elija nije bila izmenjena pod uticajem BPA, u drugim studijama su opisani
samo monotoni odgovori, dok su u izvesnom broju studija zapazeni NMDR kada se posmatra
proliferacija ¢elija (Vandenberg, 2014). Medutim, analizi rezultata dobijenih u okviru pomenutih
studija treba pristupiti oprezno zbog toga S$to su u navedenim studijama koriS¢eni razliciti tipovi
¢elija, razlicite koncentracije BPA, kao i razliCiti testovi kojima je ispitivana proliferacija celija.
Treba istaci da, iako je u literaturi opisan mehanizam preko kog BPA ispoljava NMDR u uslovima
in vitro (Villar-Pazos i sar., 2017), NMDR za BPA jo$ uvek nije u potpunosti prihvacen koncept u
§iroj naucnoj zajednici, pogotovo kada se uzme u obzir bioloski zna¢aj nemonotonih odgovora koji
su identifikovani in vivo, Sto je istaknuto u sveobuhvatnoj analizi studije sprovedene u okviru
programa The Consortium Linking Academic and Regulatory Insights on BPA Toxicity
(CLARITY-BPA) objavljenoj 2019. godine (Badding i sar., 2019) i nau¢nom stavu koji je 2021.
godine objavljen od strane EFSA (More 1 sar., 2021). U nedavno objavljenoj studiji iz naSe
laboratorije, u kojoj su prikazani rezultati globalne analize ekspresije iRNK EA.hy926 ¢elija koje su
izlagane 10° M, 10® M i 107 M BPA u trajanju od &etrnaest nedelja, pokazali smo da je izlaganje
éelija najmanjoj koncentraciji BPA od 10 M dovelo do promena u ekspresiji najveéeg broja gena,
Sto implicira da najmanja koncentracija BPA moze da izazove vise Stetnih efekata u EA.hy926
éelijama nego 10® M i 107 M BPA (Stanic i sar., 2023). NMDR na nivou ekspresije gena nakon
izlaganja niskim koncentracijama BPA je zapaZen i na nekim drugim bioloskim modelima, kao $to
je ¢elijska linija MCF7 (Shioda i sar., 2013) i materica kod pacova (Leung i sar., 2020). Sa druge
strane, u ovom delu doktorske disertacije, nakon dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim
nanomolarnim koncentracijama BPA, zapazeni su uglavnom monotoni dozno-zavisni odgovori
kada je u pitanju veéina ispitivanih funkcija endotelnih ¢elija. Tako je dugotrajno izlaganje 107 M
BPA i, u manjoj meri, 10® M BPA imalo efekta na najveéi broj ispitivanih funkcijskih parametara
EA.hy926 éelija, dok koncentracija od 10 M BPA nije ispoljila sli¢an efekat. Ova zapaZzanja su od
znacaja jer ukazuju na ¢injenicu da promene na nivou ekspresije gena nakon dugotrajnog izlaganja
¢elija nanomolarnim koncentracijama BPA ne moraju nuZzno da koreliraju sa fizioloskim efektima.
Do sli¢nih zapazanja su dosli 1 Leung 1 saradnici koji su izlagali Zenke pacova BPA u trajanju od
jedne godine, §to je dovelo do NMDR na nivou ekspresije gena u materici, medutim, detektovane
promene na nivou iRNK nisu dovele do zna€ajnijih promena kada su u pitanju funkcijski odgovori
kao Sto su proliferacija Celija, apoptoza i histopatoloske promene u materici (Leung i sar. 2020).
Interesantno je napomenuti da se na razli¢itim nivoima bioloske organizacije mogu dobiti razliciti
dozno-zavisni odgovori nakon izlaganja niskim koncentracijama BPA, §to je koncept koji je ranije
pokazan na primeru mlecnih zlezda nakon izlaganja E2 (Vandenberg i sar., 2006). Sli¢no
razmiSljanje je istaknuto u preglednom radu Laure Vandenberg i saradnika u kom su autori izneli
argumente da nivo bioloske organizacije na kom se ispituju efekti hemikalija (ukljucujuci ekspresiju
gena, nivo ¢elija, tkiva, organa ili celokupnog organizma) moze u znacajnoj meri da utice na to da li
¢e efekti izlaganja niskim koncentracijama neke hemikalije biti detektovani, a zatim 1 kako ¢e biti
interpretirani (Vandenberg 1 sar., 2012).

Na osnovu analize rezultata dobijenih u okviru ispitivanja efekata dugotrajnog izlaganja
EA.hy926 ¢elija odabranim nanomolarnim koncentracijama BPA, moZe se zakljuciti da BPA ne
dovodi do promena u endotelnim celijama koje se mogu dovesti u vezu sa endotelnom
disfunkcijom, ve¢ naprotiv, dovodi do niza funkcijskih i molekulskih promena koje pospesuju
fizioloske funkcije endotelnih ¢elija. Iako naizgled neocekivani, ovi rezultati nisu nuzno u koliziji
sa rezultatima dobijenim iz epidemioloskih studija (pregledni radovi Gao 1 Wang, 2014; Posnack,
2014; Han i Hong, 2016) 1 istrazivanja na Zivotinjskim modelima (Fang i sar., 2014; Kim 1 sar.,
2014b; Sui 1 sar., 2014; Fang 1 sar., 2015; Sui 1 sar., 2018), ve¢ ih dopunjuju. Znacaj ovih
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istrazivanja se ogleda, pre svega, u Cinjenici da su zapazeni efekti BPA na humane endotelne celije
direktni, za razliku od epidemioloskih studija kod kojih postoje brojni faktori koji mogu uticati na
interpretaciju dobijenih rezultata 1 istrazivanja na eksperimentalnim zivotinjama kod kojih je zbog
razlike izmedu bioloskih vrsta ekstrapolacija dobijenih rezultata Cesto znatno otezana. Moze se
izneti argument da eksperimentalni pristup primenjen u ovom radu ne imitira u potpunosti realni
scenario izlozenosti humanih endotelnih ¢elija BPA zbog toga $to se ovaj endokrini ometac
metaboliSe u ljudskom organizmu 1 zbog toga S$to su biomonitoring studije pokazale da glavni
metabolit BPA u organizmu BPA-glukuronid nema estrogensku aktivnost (pregledni rad Ma i sar.,
2019). Ipak, nekonjugovani BPA se rutinski detektuje kao roditeljska hemikalija u ljudskoj krvi u
koncentraciji od 1 ng/mL (4,4 nM) (pregledni rad Vandenberg i sar., 2010). Pored toga, Kaddar i
saradnici su pokazali da nivoi nekonjugovanog BPA u plazmi 70% pacijenata na dijalizi prelaze
vrednosti od 10 ng/mL (Kaddar i sar, 2009). Ovi podaci ukazuju na to da je opSta populacija, a
pogotovo osetljive grupe, interno izlozena nekonjugovanom BPA. Nadalje, prepoznato je da je
toksikokinetika BPA drugacija kada se primenjuje kontinuirano u odnosu na jednokratnu, akutnu
izloZzenost (Vandenberg 1 sar., 2010). Stahlhut i saradnici su pokazali da je poluzivot BPA u
ljudskom organizmu znacajno duzi u odnosu na prethodne procene koje su iznosile manje od 6 h
(Stahlhut 1 sar., 2009). Potencijalno objasnjenje za to neslaganje leZi u €injenici da kontinuirana
izlozenost BPA tokom zivota i njegovo talozenje u tkivima bogatim lipidima moze da ima za
posledicu hroni¢no izlaganje BPA koje ukljucuje 1 znacajno interno izlaganje ovoj supstanci u
njenoj nekonjugovanoj formi. Upravo takav direktan i kontinuiran kontakt nekonjugovanog BPA sa
humanim makrovaskularnim endotelnim ¢elijama je imitiran u ovoj studiji u kojoj su EA.hy926
¢elije dugotrajno izlagane BPA u uslovima in vitro, Sto dobijene rezultate, ali i samo istrazivanje,
¢ini relevantnim.

Stalno poveéano stvaranje NO sve do kraja &etrnaeste nedelje izlaganja EA.hy926 éelija 107
M BPA moze da pruzi uvid u potencijalne mehanizme preko kojih BPA uti¢e na humane endotelne
¢elije. U fizioloSkim uslovima endotelne ¢elije kontinuirano proizvode male koli¢ine NO koji ima
protektivnu antiinflamacijsku ulogu u vaskulaturi, dok se smanjeno stvaranje NO javlja u razli¢itim
patoloSkim stanjima i direktno je u vezi sa endotelnom disfunkcijom i1 vaskularnom inflamacijom
(Steyers 1 Miller, 2014). Sinteza NO u endotelnim ¢elijama je pod uticajem cCitavog niza razlicitih
stimulusa, a regulisana je promenama kako na nivou transkripcije gena za eNOS, tako i na nivou
posttranslacionih modifikacija. Tako je, na primer, pokazano da estrogenski hormoni u vaskulaturi
povecavaju ekspresiju eNOS (pregledni rad Chambliss i Shaul, 2002), dok inflamacijski citokini
poput TNF-a sniZzavaju ekspresiju eNOS na taj nacin Sto inhibiSu aktivnost promotora u genu za
eNOS 1 skracuju poluZivot iRNK za eNOS (Kleinbongard i sar., 2010). Povecano stvaranje NO
detektovano u EA.hy926 ¢elijama koje su dugotrajno izlagane 10”7 BPA ne zavisi nuzno samo od
ekspresije eNOS s obzirom na to da su ovi eksperimenti pokazali da je relativna ekspresija gena za
eNOS bila pove¢ana samo nakon Cetrnaest nedelja izlaganja. lako u ovom delu doktorske disertacije
nije analizirana aktivacija odnosno fosforilacija eNOS, moze da se spekuliSe da su povecana
ekspresija gena za eNOS 1 aktivacija postojece eNOS zasluZni za kontinuirano stvaranje NO tokom
dugotrajnog izlaganja EA.hy926 celija BPA. Bez obzira na mehanizam kojim BPA povecava nivo
NO, kontinuirano stvaranje NO tokom dugotrajnog izlaganja EA.hy926 C¢elija BPA je
najverovatnije zasluzno za neke od pozitivnih efekata BPA koji su identifikovani u ovom delu
doktorske disertacije.

Pozitivni efekti BPA na humane endotelne ¢elije mogu se objasniti ¢injenicom da je BPA po
svojim osobinama i mehanizmu delovanja sli¢an estrogenskim hormonima. Ranije je utvrdeno da se
BPA vezuje za sve tipove ER, ukljucuju¢i klasicne ERa 1 ERB, i GPER (Matthews 1 sar., 2001;
Andersson 1 Brittebo, 2012). VaZno je napomenuti da se estrogenski efekti BPA u eksperimentima
na zivotinjama uocavaju sa koncentracijama BPA u plazmi koje su priblizne koncentracijama ovog
endokrinog ometaca koje su detektovane u ljudskoj plazmi (Collet 1 sar., 2010). Humane
makrovaskularne endotelne Celije eksprimiraju oba tipa klasi¢nog ER, kao i GPER (Isensee i sar.,
2009; Kim i sar., 2014a). Aktivacijom ovih receptora od strane estrogenskih hormona se poboljSava
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endotelna funkcija 1 ispoljavaju plejotropni efekti koji imaju protektivnu ulogu u vaskulaturi.
Navedeno delovanje estrogenskih hormona u vaskulaturi je potvrdeno u populacionim studijama,
istrazivanjima na zivotinjama i1 eksperimentima na ¢elijama u uslovima in vitro (pregledni rad
Murphy, 2011). Detaljnije, pozitivni efekti estrogena u vaskulaturi uklju¢uju smanjenu ekspresiju
CAM u humanim endotelnim ¢elijama nakon stimulacije sa citokinima (Caulin-Glaser i sar., 1996) i
endotoksinom (Simoncini i sar., 2000a; Thor i sar., 2010). Pored toga, smanjena ekspresija VCAM-
1 pod delovanjem 2-metilestradiola (prirodni metabolit E2) je u vezi sa smanjenim vezivanjem
monocita za vaskularne endotelne ¢elije koje su stimulisane endotoksinom (Zhang i sar., 2015), a
detektovana je i smanjena endotelna propustljivost posredovana povec¢anom ekspresijom proteina
koji ulaze u sastav TJ nakon izlaganja endotelnih ¢elija estrogenskim hormonima (Ye i sar., 2003;
Burek i sar., 2010). Navedeni efekti su u saglasnosti sa dobijenim rezultatima vezanim za pozitivne
efekte BPA koji su prikazani u ovom delu doktorske disertacije, kao i sa rezultatima nekih drugih
autora. Naime, Noguchi i saradnici su pokazali da BPA ispoljava efekte na endotelne ¢elije krvnih
sudova iz slezine miSa upravo aktivacijom ER (Noguchi i sar., 2002), dok su Xu i saradnici
pokazali da BPA u uslovima hipoksije indukuje proliferaciju i migraciju govedih endotelnih ¢elija
na taj nacin Sto stimuliSe ekspresiju VEGF preko HIF-la i signalne kaskade GPER/kaveolin-
1/protein toplotnog Soka HSP90 (Xu i sar., 2017). Pored toga, pokazano je da BPA ispoljava
pozitivan efekat na angiogenezu preko povecane ekspresije proteina inhibitora apoptoze koji je
povezan sa X hromozomom, a $to se deSava aktivacijom GPER, ali ne i ERa i ERf (Liu 1 sar.,
2017).

Interesantno je da nakon Cetrnaest nedelja izlaganja EA.hy926 celija odabranim
nanomolarnim koncentracijama BPA nije detektovano povecano vezivanje U937 monocita za
jednosloj EA.hy926 ¢elija, ali je ovo vezivanje bilo smanjeno nakon stimulacije EA.hy926 ¢elija sa
TNF-a, $§to je posledica smanjenog nivoa iRNK za ICAM-1, VCAMI i E-selektin nakon
dugotrajnog izlaganja celija odabranim nanomolarnim koncentracijama BPA. Ovi rezultati su
potvrdili antiinflamacijski efekat BPA na endotelne ¢elije. Simoncini i saradnici su pokazali da
estrogenski hormoni u humanim endotelnim ¢elijama smanjuju povecanje nivoa iRNK za VCAM-1
indukovano endotoksinom na taj nacin $to smanjuju aktivnost kinaze inhibitora kB (IkB), ¢ime se
stabilizuje inhibitor NF-kB, IkBa, a §to posledi¢no vodi ka inhibiciji signalnog puta NF-kB
(Simoncini i sar., 2000a). Usled potvrdenih estrogenskih svojstava BPA i1 njegove sposobnosti da se
vezuje za ER, moZe se pretpostaviti da je BPA u ovom istraZivanju ispoljio antiinflamacijske 1
antiaterogene efekte na endotelne celije preko inhibicije stimuliSuceg delovanja TNF-a na signalni
put NF-kB. Potrebna su dodatna istraZivanja kako bi se potvrdila sposobnost BPA da inhibise
signalni put NF-kB u humanim endotelnim ¢elijama, Sto prevazilazi ciljeve koji su postavljeni u
ovoj doktorskoj disertaciji.

Inhibicija navedenih signalnih puteva koji su uklju€eni u kontrolu gorepomenutih procesa bi
mogla da pruzi uvid u do danas neidentifikovan mehanizam delovanja BPA u EA.hy926 ¢elijjama.
Medutim, treba naglasiti da, premda eksperimentalni pristup primenjen u ovom delu doktorske
disertacije omogucava pracenje funkcijskih odgovora endotelnih ¢elija nakon izlaganja BPA tokom
duzeg vremenskog perioda, postoje i neke poteskoce vezane za primenu ovog pristupa, a koje se
ogledaju, pre svega, u ogranicenim mogucnostima za ispitivanje signalnih puteva i mehanizama koji
dovode do promena u funkcijskim odgovorima endotelnih ¢elija. Naime, primena farmakoloskih
inhibitora tokom viSenedeljnog izlaganja ¢elija je tehnicki zahtevna za sprovodenje, s obzirom na to
da se tokom duzeg perioda izlaganja ne mogu izbe¢i potencijalni citotoksi¢ni i drugi nezeljeni efekti
inhibitora. Pored toga, promene u ispitivanim funkcijama endotelnih c¢elija pod uticajem
viSenedeljnog izlaganja BPA mogu da se deSavaju u razli¢itim nedeljama, §to u znacajnoj meri
otezava primenu tacno odredenog inhibitora u ta¢no odredenom vremenskom okviru. Zbog
navedenih razloga nije postojala mogucnost da se preciznije definiSe molekulski mehanizam preko
kog BPA ispoljava efekte na endotelne ¢elije nakon dugotrajnog izlaganja EA.hy926 celija ovom
endokrinom ometacu. Drugi potencijalni nedostatak ove studije se ogleda u Cinjenici da uticaj BPA
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funkcionisanje celokupnog metabolickog sistema. Sasvim je moguce da krajnji efekat BPA na
funkcijske odgovore humanih makrovaskularnih endotelnih celija zavisi od ravnoteze izmedu
direktnog efekta BPA na ove celije i interakcije sa drugim faktorima i procesima u organizmu.
Pored toga, relevantnost rezultata dobijenih u ovoj doktorskoj disertaciji treba uzeti sa zadrSkom u
kontekstu efekata koje BPA ispoljava u uslovima in vivo, jer treba uzeti u obzir eksperimentalni
model koji je koriS¢en u ovoj doktorskoj disertaciji — kontinuirana endotelna celijska linija
poreklom od HUVEC. Izvesno je da postoje odredene funkcijske razlike izmedu EA.hy926 ¢elija i
primarnih humanih endotelnih ¢elija (Baranska i sar., 2005), a pored toga, primarne ¢elije poput
HUVEC imaju ogranicen zivotni vek, njihova izolacija iz pup€ane vrpce je zahtevna, a dobijeni
eksperimentalni rezultati ¢esto znatno variraju zbog Cinjenice da su ¢elije poreklom od razlicitih
donora (Bouis i sar., 2001). Za razliku od primarnih endotelnih celija, EA.hy926 celije imaju
sposobnost da se neograniceno dele i proliferiSu, te se mogu odrzavati u kulturi tokom duzeg
vremenskog perioda bez znacajnijeg gubitka njihovih fenotipskih i funkcijskih karakteristika, Sto je
neophodno za uspesno izvodenje toksikoloskih studija koje zahtevaju dugotrajno gajenje i izlaganje
¢elija odredenoj hemikaliji. Upravo zbog navedenih razloga u ovoj studiji nisu kori$¢ene primarne
endotelne Celije, ve¢ ¢elijska linija EA.hy926.

5.2. [Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija bisfenolu A

Rezultati ispitivanja efekata kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim viSim
koncentracijama BPA i farmakoloskim inhibitorima su potvrdili neke od pozitivnih efekata koje
BPA ispoljava u endotelnim ¢elijama i podrzali predlozene mehanizme delovanja koji su uoceni
tokom ispitivanja efekata dugotrajnog izlaganja EA.hy926 <¢elija odabranim nanomolarnim
koncentracijama BPA u trajanju od Cetrnaest nedelja, kao $to su smanjeno vezivanje monocita za
jednosloj endotelnih ¢elija, smanjena relativna ekspresija gena za VCAM-1, smanjena migracija
¢elija 1 povecano stvaranje NO.

Do danas je objavljeno svega nekoliko radova u kojima su prikazani rezultati ispitivanja
uticaja kratkotrajnog izlaganja humanih endotelnih celija niskim koncentracijama BPA koje
odgovaraju realnoj izloZenosti prosecnog ¢oveka ovom EDC (Andersson i Brittebo, 2012; Ribeiro-
Varandas 1 sar., 2014). Andersson i Brittebo (2012) su ispitivali uticaj kratkotrajnog izlaganja
HUVEC ¢elija odabranim koncentracijama BPA (1071 M — 10® M BPA) na odredene biomarkere
koji se mogu dovesti u vezu sa endotelnom disfunkcijom, inflamacijom i1 angiogenezom u uslovima
in vitro. Autori su pokazali da BPA povecava relativnu ekspresiju gena za odabrane proteine
ukljucene u proces angiogeneze, aktivira eNOS, Sto posledi¢no povecava stvaranje NO, i stimuliSe
formiranje endotelnih tuba. Cini se da poveéano stvaranje NO predstavlja glavni odgovor
endotelnih Celija na izlaganje BPA, nezavisno od tipa izlaganja i tipa endotelnih celija koji je
koriS¢en u eksperimentima. Rezultati studije na MSS31 cCelijama koje predstavljaju kontinuiranu
liniju endotelnih ¢elija poreklom iz krvnih sudova slezine miSa podrZavaju ovu premisu. Naime,
Noguchi 1 saradnici su u navedenoj studiji ispitivali efekte kratkotrajnog izlaganja MSS31 c¢elija
suprafizioloSkim koncentracijama BPA koje su viSe od onih koje se rutinski detektuju u humanoj
plazmi, pri ¢emu su zakljugili da izlaganje éelija 10> M BPA u trajanju od 24 h poveéava stvaranje
NO putem negenomskog mehanizma, posredstvom ER (Noguchi i sar., 2002). Rezultati ove studije
pokazuju da je koncentracija nitrita u medijumu poveéana nakon izlaganja EA.hy926 éelija 10° M
BPA u trajanju od 1 h 148 h i da je ovaj efekat ostvaren nezavisno od transkripcije gena za eNOS.
Metodom Western blot i primenom farmakoloSkih antagonista estrogenskih receptora i inhibitora
nishodnih molekula njihovih signalnih puteva pokazano je da BPA ispoljava direktan uticaj na
EA.hy926 ¢elije preko ER 1 GPER 1 aktivacijom signalnog puta PI3K/Akt, $to za posledicu ima
negenomski uticaj na povecanu fosforilaciju i1 aktivaciju eNOS i posledi¢no povecano stvaranje NO.
Ovi podaci ukazuju na potencijalni mehanizam preko kog BPA ispoljava protektivni efekat na
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funkciju endotelnih ¢elija, Sto podrazumeva aktivaciju signalnog puta posredovanog ER, a potom
nizvodno PI3K/Akt i eNOS. Ovi rezultati su u skladu sa zapaZanjima objavljenim u nekim ranijim
studijama u kojima je opisano da estrogenski hormoni stimuliSu stvaranje NO u endotelnim
¢elijama preko negenomskih signalnih puteva koji podrazumevaju aktivaciju klasi¢nih i/ili
neklasi¢nih ER, PI3K/Akt 1 eNOS (Haynes i sar., 2000; Simoncini i sar., 2000b). Zauzvrat, povecan
nivo NO vodi ka smanjenoj ekspresiji razli¢itth CAM na povrSini Celija i drugih medijatora
inflamacije, ¢ime se inhibiSe adhezija leukocita za jednosloj endotelnih celija (pregledni rad
Forstermann 1 Sessa, 2012). S obzirom na znacajnu ulogu koju NO ima u regulaciji endotelne
funkcije 1 uzimajuéi u obzir to da se direktni efekti dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Ccelija
odabranim nanomolarnim koncentracijama BPA i kratkotrajnog izlaganja celija viSim
koncentracijama BPA u najvecoj meri podudaraju, moze se zakljuciti da BPA stimuliSe stvaranje
NO u endotelnim ¢elijama, Sto predstavlja zaStitni mehanizam u spreavanju endotelne disfunkcije i
posledi¢no ateroskleroze. Ipak, vazno je istaci da se pojedini rezultati dobijeni u okviru ispitivanja
efekata kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim viSim koncentracijama BPA razlikuju
od rezultata dobijenih iz dugotrajnog izlaganja ¢elija nizim koncentracijama BPA. U pitanju su
vijabilnost ¢elija, vezivanje endotelnih ¢elija za zelatin, propustljivost jednosloja endotelnih ¢elija u
uslovima in vitro 1 sinteza ROS, §to ukazuje na neophodnost daljih istraZivanja kojima bi se utvrdio
tatan mehanizam preko koga BPA ispoljava uticaj na humane endotelne ¢elije.

5.3. [Efekat dugotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu

Ljudi su svakodnevno izlozeni DBP koji se pod delovanjem esteraza u gastrointestinalnom
traktu brzo metabolise do MBP. Poznato je da je upravo MBP glavni medijator toksi¢nih efekata na
nivou celija. lako ljudske ¢elije nisu rutinski izlozene DBP, u ovoj doktorskoj disertaciji je za
potrebe dugotrajnog i kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija koris¢en DBP, s obzirom na to da
DBP i MBP pokazuju sli¢nu aktivnost u brojnim testovima sprovedenim na razli¢itim ¢elijama u
uslovima in vitro, §to se uocava pregledom United States Environmental Protection Agency
Interactive Chemical Safety for Sustainability Dashboard — tzv. CompTox baze podataka
(CompTox Chemicals Dashboard). Tako, na primer, DBP ima neSto nizi limit citotoksi¢nosti u
odnosu na MBP, dok je raspon ACso vrednosti dobijen u razli¢itim testovima slican za DBP i MBP
(1-100 uM). Drugi razlog zbog koga je koris¢en DBP za potrebe dugotrajnog 1 kratkotrajnog
izlaganja EA.hy926 celija je veliki broj podataka dobijenih iz eksperimenata sprovedenih u
uslovima in vitro koji postoje u CompTox bazi podataka za DBP, §to ukazuje na Cinjenicu da se
upravo DBP uobicajeno koristi u brojnim istraZivanjima u uslovima in vitro.

S obzirom na mali broj do danas objavljenih relevantnih studija na vaskularnim ¢elijama,
pogotovo onih koje se ti¢u dugotrajnog, hroni¢nog izlaganja endotelnih ¢elija DBP, cilj ovog dela
doktorske disertacije je bio da se ispitaju promene koje se dovode u vezu sa endotelnom
disfunkcijom nakon dugotrajnog izlaganja humane endotelne celijske linije EA.hy926 odabranim
nanomolarnim koncentracijama DBP (10° M, 10® M i 107 M) tokom dvanaest nedelja.
Koncentracije DBP su odabrane na osnovu realne izlozenosti ljudske populacije ovom EDC (Reddy
1 sar., 2006; Hogberg i sar., 2008) i prisustva MBP u plazmi 1 urinu kod ljudi (Silva i sar., 2003;
Becker i sar., 2009; Saravanabhavan i sar., 2013; Geens i sar., 2014; Gomez Ramos i sar., 2016).
Koncentracija od 107 M DBP je uzeta za gornji limit koji se smatra niskom koncentracijom za
potrebe studija koje se sprovode u uslovima in vitro, po uzoru na princip koji je ranije primenjen
kod BPA (Wetherill i sar., 2007). I u ovom delu doktorske disertacije je kao model koriS¢ena
kontinuirana ¢elijska linija EA.hy926 s obzirom na to da ove celije ispoljavaju morfoloske,
fenotipske 1 funkcijske karakteristike humanih makrovaskularnih endotelnih ¢elija (Edgell 1 sar.,
1990; Ahn i sar., 1995), a posebno zbog Cinjenice da se mogu uspesno odrzavati u kulturi tokom
duzeg vremenskog perioda bez znacajnijeg gubitka njihovih fenotipskih i funkcijskih karakteristika,
Sto je ve¢ diskutovano ranije. Kada je u pitanju DBP, EA.hy926 ¢elijska linija je do sada uspesno
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koriS¢ena za potrebe ispitivanja uticaja dugotrajnog izlaganja humanih endotelnih celija
nanomolarnim koncentracijama ovog ftalata tokom Ccetiri nedelje (Stanic i sar., 2022), ali i za
potrebe kratkotrajnog izlaganja endotelnih ¢elija Sirem opsegu koncentracija DBP u trajanju od 24 h
(Kong i sar., 2022).

Kao i kod studije sa BPA, znacaj ispitivanja uticaja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 celija
odabranim nanomolarnim koncentracijama DBP lezi, pre svega, u ¢injenici da su zapazeni efekti
DBP na humane endotelne celije direktni, a ne izmenjeni pod uticajem brojnih faktora koji
uobicajeno otezavaju interpretaciju rezultata dobijenih u okviru epidemioloskih studija i
eksperimenata na zivotinjama. U svega nekoliko studija koje su sprovedene u uslovima in vivo je
pokazano da izlaganje DBP dovodi do promena u kardiovaskularnom sistemu Zivotinja. Pre svega,
zapazeno je da ftalati deluju toksi¢no na razvoj, odnosno strukturu i funkciju srca riba zebrica
(Danio rerio) koje se Cesto koriste kao pogodan model organizam za ispitivanje patogeneze bolesti
srca kod ljudi. Tako je pokazano da izlaganje zebrica DBP i DEHP tokom embrionalnog razvoja
dovodi do patoloskih promena u srcu, ukljucujuci 1 promene sr¢anog ritma (Mu i sar., 2020). Sli¢ne
rezultate su objavili Sun i Li, pri ¢emu su opisali smanjen protok krvi i snabdevanje hranljivim
materijama, inhibiciju rasta, perikardni edem, deformacije srca, kao i smanjenu i poremecenu
src¢anu frekvencu nakon izlaganja embriona zebrica DBP (Sun i Li, 2019). Medutim, vazno je istaci
da do danas nije opisan tacan mehanizam toksi¢nog delovanja DBP na nastanak, razvoj i progresiju
KVB i ostalih bolesti koje nastaju usled disfunkcije vaskularnog endotela. Gotovo u potpunosti
nedostaju podaci iz studija sprovedenih u uslovima in vitro koji bi objasnili mehanizam delovanja
DBP na endotelne ¢elije, a to znanje je neophodno da bi se razumeli efekti i opasnost izlaganja
vaskularnog sistema ovom ftalatu. U nedavno objavljenoj studiji iz naSe laboratorije smo prikazali
eksperimentalne rezultate cetvoronedeljnog izlaganja EA.hy926 (¢elija istim nanomolarnim
koncentracijama DBP koje su koriéene u ovoj doktorskoj disertaciji (10° M, 10® M i 107 M). U
navedenom radu smo in silico analizom na osnovu relativne ekspresije gena, kako iz sopstvene,
tako 1 iz drugih objavljenih relevantnih studija identifikovali tri najvaznije kategorije bolesti koje se
mogu dovesti u vezu sa izlaganjem DBP i vaskularnom disfunkcijom: KVB,
neurovaskularne/cerebrovaskularne bolesti 1 bolesti imunskog sistema, i time prvi put pokazali da
izlaganje DBP predstavlja faktor rizika za pojavu razli¢itih bolesti sa vaskularnom etiologijom
(Stanic 1 sar., 2022).

Na osnovu svih dobijenih rezultata u ovom delu doktorske disertacije moZe se izvesti opsti
zakljuak da se efekti dugotrajnog izlaganja EA.hy926 c¢elija odabranim nanomolarnim
koncentracijama DBP ogledaju u promenama u pojedinim funkcijskim karakteristikama ovih ¢elija
koje mogu da se dovedu u vezu sa endotelnom disfunkcijom i1 nastankom ateroskleroze. Dobijeni
rezultati su u skladu sa rezultatima dobijenim u epidemioloskim studijama (pregledni radovi
Mariana i sar., 2016; Mariana i1 Cairrao, 2020), na zivotinjskim modelima (pregledni radovi Foster i
sar., 2000; Mariana 1 sar., 2016), kao 1 u malom broju do danas sprovedenih studija u uslovima in
vitro, o ¢emu Ce biti posebno reci u narednim pasusima.

Vijabilnost ¢elija se definiSe kao broj zdravih Celija u uzorku i Cesto se odreduje testom
metabolicke aktivnosti kao Sto je alamarBlue™. Rezultati ove disertacije ukazuju na to da
dugotrajno izlaganje EA.hy926 c¢elija razli¢itim nanomolarnim koncentracijama DBP dovodi do
minimalnih promena u vijabilnosti ¢elija nakon Sest i dvanaest nedelja. UocCeno je da DBP u
koncentraciji od 107 M dovodi do prolaznog smanjenja vijabilnosti EA.hy926 ¢&elija nakon 3est
nedelja izlaganja, dok je nakon dvanaest nedelja smanjena vijabilnost uocena prilikom izlaganja
éelija 10°® M DBP. S obzirom na to da sli¢ne studije na humanim makrovaskularnim endotelnim
¢elijama do sada nisu radene, rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji ne mogu da se uporede
sa nekim relevantnim podacima drugih autora, ali mogu da se analiziraju podaci o proliferaciji
nekih drugih endotelnih celija koji su dobijeni nakon izlaganja DBP. Proliferacija celija
podrazumeva povecanje broja celija usled celijske deobe, te se odredivanje proliferacije
upotrebljava za procenu vitalnosti ili prezivljavanja, pri ¢emu se detektuju celije koje se aktivno
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dele. Rezultati ispitivanja vijabilnosti EA.hy926 c¢elija nakon dugotrajnog izlaganja celija
odabranim nanomolarnim koncentracijama DBP mogu samo u izvesnoj meri da se uporede sa
rezultatima studija u kojima je efekat DBP pracen na endotelnim ¢elijama krvnih sudova roznjace
(Kriiger 1 sar., 2012) i endometrijuma (Bredhult i sar., 2007). Tako su Kriiger i saradnici pokazali da
akutno (24 h) izlaganje endotelne celijske linije B4G12 razli¢itim koncentracijama DBP (50, 100,
150 1 200 uM) dovodi do smanjene proliferacije ¢elija i citotoksicnosti, koja je bila jace izrazena u
uslovima kada su celije izlagane DBP bez prisustva seruma u ¢elijskom medijumu. Na osnovu
dobijenih podataka, autori su izracunali ICso vrednosti i zakljucili da je ICso vrednost dobijena u
uslovima bez seruma (30,6 + 12,7 uM) gotovo dvostruko niza od one dobijene kada su Celije gajene
u normalnim uslovima u prisustvu seruma (57,8 + 14,8 uM) (Kriiger i sar., 2012). Sa druge strane,
Bredhult i saradnici su na primarnim humanim endotelnim ¢elijama krvnih sudova endometrijuma
pokazali da kratkotrajno izlaganje razli¢itim koncentracijama DBP (0,1, 50 i 100 uM) u trajanju od
24 h smanjuje proliferaciju ¢elija, s tim S$to je najizraZeniji antiproliferacijski efekat imala upravo
najvisa koncentracija DBP, dok je citotoksi¢ni efekat DBP u smislu smanjenja vijabilnosti ¢elija
izostao (Bredhult i sar., 2007). Analizom ovih i na$ih rezultata moze se zakljuciti da citotoksicni 1
antiproliferacijski efekat DBP na humane endotelne ¢elije zavisi od kori§¢enih koncentracija ovog
ftalata, duzine i uslova izlaganja ¢elija, ali i od vrste endotelnih celija.

NO ima vaznu ulogu u ocuvanju homeostaze krvnog suda, dok u patoloskim stanjima
predstavlja mehanizam odbrane koji endotelne celije koriste da sprece dalji razvoj inflamacije i
aterosklerozu (pregledni rad Newby, 2000). Smatra se da je u osnovi endotelne disfunkcije gubitak
vazoprotektivnog efekta NO usled pojave oksidativnog stresa u endotelnim ¢elijama koji snizava
nivo NO. Promene u stvaranju i bioraspoloZivosti NO se dovode u vezu sa vaskularnim
poremecajima poput hipertenzije i ateroskleroze (Zhao i sar., 2015). Enzim eNOS je jedna od tri
izoforme NOS koja je dominantno prisutna u endotelnim ¢elijama gde kataliSe sintezu NO, koji
zatim ucestvuje u regulaciji brojnih funkcija endotela (Bu i sar., 2022). Tokom dugotrajnog
izlaganja EA.hy926 c¢elija odabranim nanomolarnim koncentracijama DBP, uoceno je da nema
statisticki znacajnih promena u ekspresiji eNOS , kako na nivou iRNK, tako i na nivou proteina, ni
u jednoj od ispitivanih nedelja i ni sa jednom od ispitivanih koncentracija DBP. Kada je u pitanju
fosforilacija, odnosno aktivacija eNOS, rezultati pokazuju drugaciju dinamiku. Naime, nakon tri
nedelje izlaganja nisu detektovane znacajne promene u ekspresiji aktivirane eNOS, dok su nakon
Sest, devet 1 dvanaest nedelja izlaganja EA.hy926 ¢elija odabranim koncentracijama DBP uocene
statisti¢ki znacajne promene koje su u skladu sa zapaZenim povecanjem koncentracije nitrita u
medijumu u navedenim nedeljama izlaganja. Ovi rezultati pokazuju da se povecano stvaranje NO u
EA.hy926 ¢elijama nakon dugotrajnog izlaganja odabranim nanomolarnim koncentracijama DBP
deSava preko aktivacije postojece eNOS u ¢elijama, a ne preko povecane transkripcije gena NOS3 1
posledi¢nog povecanja nivoa proteinskog produkta. Ovi rezultati su u izvesnoj meri u saglasnosti sa
rezultatima Xie 1 saradnika koji su opisali uticaj DBP na signalni put eNOS-NO tako $to su
dugotrajno izlagali miSeve DBP u trajanju od Sest nedelja i zapazili da izlaganje ovom ftalatu
dovodi do povecane ekspresije eNOS i1 povecanog stvaranja NO (Xie 1 sar., 2019b). Sa druge strane,
ovi rezultati pokazuju da dugotrajno izlaganje EA.hy926 <¢elija odabranim nanomolarnim
koncentracijama DBP nije uticalo na ekspresiju eNOS, ali je povecalo ekspresiju fosfo-eNOS.
Razlike izmedu prikazanih rezultata i rezultata opisanih u studiji Xie i saradnika mogu se objasniti,
pre svega, razlikama izmedu dva primenjena eksperimentalna pristupa (ispitivanja u uslovima in
vitro s jedne strane, i eksperimenti na zivotinjama sa druge strane), kao i razlikama u koris¢enim
koncentracijama DBP i duZini izlaganja. Medutim, uprkos ovim razlikama, moze se uociti slican
trend u detektovanim odgovorima na izlaganje DBP. Treba ista¢i da je u skladu sa dobijenim
povecanjem ekspresije fosforilisane forme eNOS pokazana 1 aktivacija signalnog puta PI3K/Akt,
koji se nalazi uzvodno u signalnoj kaskadi u odnosu na eNOS. S obzirom na poznatu i dokazanu
ulogu signalne kaskade PI3K/Akt u regulaciji aktivnosti eNOS (Zhao i sar., 2015), dobijeni rezultati
sugeriSu da DBP ispoljava efekat na eNOS 1 stvaranje NO upravo preko aktivacione fosforilacije
Akt, 1 sledstvenog pokretanja signalnog puta PI3K/Akt.
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ROS, ukljucuju¢i 02°, H202 1 *OH, i reaktivne vrste azota, kao $to su NO i ONOO™, su
bioloski znacajni derivati O, koji su zbog izrazenog oksido-redukcionog potencijala sve vise
prepoznati kao vazni ucesnici brojnih redoks-zavisnih procesa u vaskulaturi. Zbog svega
navedenog, ROS imaju izuzetnu ulogu u fiziologiji i patofiziologiji endotela. Naime, fizioloska
aktivacija endotela, izmedu ostalog, najes¢e podrazumeva iskljucivanje zastitnih funkcija NO 1
prelazak na redoks signalne procese, odnosno pojacanu sintezu ROS. U patoloskim stanjima,
hroni¢no stvaranje ROS moze da premasi Celijske antioksidativne mehanizme S§to dovodi do
endotelne disfunkcije, povecane kontraktilnosti, rasta glatkih miSi¢nih celija krvnih sudova,
migracije monocita, peroksidacije lipida, propadanja endotelnih cCelija, inflamacije 1 povecanog
talozenja proteina ECM, a $to sve zajedno predstavlja osnovne procese koji doprinose vaskularnom
oStecenju 1 patogenezi KVB (Landmesser 1 Harrison, 2001; Touyz 1 Schiffrin, 2001). Postoje brojni
dokazi da ROS imaju klju¢nu ulogu u patogenezi KVB (Cave i sar., 2006). U kardiovaskularnom
sistemu, NADPH oksidaze se javljaju kao dominantni izvor ROS, pored ostalih identifikovanih
izvora (Lasségue i Griendling, 2010). ROS su povisene u aterosklerozi i reguliSu razli¢ite ¢elijske
puteve u celijama arterijskog zida koji uti¢u na adheziju celija, ekspresiju gena, apoptozu i
proliferaciju (Thomas i sar., 2008). Treba napomenuti da je u pojedinim studijama utvrdeno da
ftalati, ukljucujuc¢i 1 DBP, povecavaju stvaranje ROS kod ljudi i drugih sisara (Cheng i sar., 2019;
Brassea-Pérez i sar., 2022), Sto je u suprotnosti sa ovde prikazanim rezultatima. Rezultat koji
pokazuje da je u uslovima dugotrajnog izlaganja EA.hy926 C¢elija odabranim nanomolarnim
koncentracijama DBP detektovan uglavnom trend smanjenja nivoa ROS govori u prilog opstem
obrascu povecanog stvaranja NO koji je uocen tokom dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija DBP.
Medutim, ova Cinjenica sama po sebi ne znaci da endotelne Celije zaista smanjeno proizvode ROS
kada su kontinuirano izlozene DBP. Moguce je da se uprkos pove¢anom stvaranju ROS od strane
NADPH oksidaza i razdvojenog enzima eNOS dostupnim testovima detektuje smanjen nivo ROS
jer koli¢ina detektovanih ROS u ¢elijama zavisi 1 od koli¢ine ROS koje se ,,troSe” u reakciji sa NO
prilikom stvaranja ONOO™ (Forstermann i Sessa, 2012; Cyr i sar., 2020). Stoga je za formiranje
kompletnije slike o medusobnoj povezanosti izmedu NO 1 ROS u endotelnim ¢elijama neophodan
drugaciji pristup koji bi podrazumevao merenje ekspresije i aktivnosti NADPH oksidaza,
odredivanje aktivnosti enzima ukljucenih u sistem antioksidativne zastite, kao 1 merenje koli¢ine
sintetisanog ONOQ", §to prevazilazi ciljeve koji su postavljeni u ovoj doktorskoj disertaciji.

Ispitivanje uticaja dugotrajnog izlaganja EA.hy926 celija odabranim nanomolarnim
koncentracijama DBP na propustljivost jednosloja endotelnih ¢elija je pokazalo donekle varirajuci
efekat u prvim nedeljama izlaganja, da bi zatim nakon Sest, 1 pogotovo devet nedelja izlaganja celija
bio detektovan trend smanjenja endotelne propustljivosti. Ovaj efekat je, ipak, bio prolaznog
karaktera, s obzirom na to da nakon dvanaest nedelja nisu uocene razlike u propustljivosti
jednosloja EA.hy926 ¢elija. Ekspresija dva proteina koji ulaze u sastav TJ, okludina i ZO-1, je
pratila promene u endotelnoj propustljivosti. Sli¢ne varijacije u funkcijskim 1 molekulskim
odgovorima su zapazili 1 van der Toorn i saradnici nakon izlaganja humanih epitelnih celija
bronhija ¢esticama iz aerosola poreklom iz proizvoda na bazi duvana u trajanju od dvanaest nedelja
(van der Toorn et al., 2018). Ovakva variranja u molekulskim i funkcijskim odgovorima ¢elija u
uslovima in vitro tokom vremena nisu neobi¢na i1 pretpostavlja se da odraZzavaju normalne
fluktuacije koje se javljaju u datim odgovorima ¢elija in vivo. S obzirom na to da studije slicne
nasoj u potpunosti nedostaju, dobijeni rezultati mogu samo u izvesnoj meri da se uporede sa
rezultatima Ahmadpour i saradnika koji su pokazali da izlaganje miSeva smesi ftalata u kojoj se,
izmedu ostalog, nalazi i DBP u trajanju od Sest nedelja povecava propustljivost krvno-mozdane
barijere 1 da je u osnovi tog efekta smanjena ekspresija ZO-1, ali ne 1 okludina (Ahmadpour i sar.,
2021). Rezultati prikazani u ovoj studiji nisu u skladu sa rezultatima ove teze, osim $to obe studije
potvrduju uticaj DBP na integritet polupropustljive endotelne barijere, u ¢emu ulogu imaju promene
u ekspresiji proteina koji ulaze u sastav TJ. Jasno je da ova i studija Ahmadpour 1 saradnika nisu u
potpunosti uporedive zbog velikih razlika u eksperimentalnim postavkama. Neophodno je istaci da
je do sada uticaj DBP na molekulske i funkcijske odgovore ¢elija veoma oskudno ispitan, te je
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dostupna literatura ograni¢ena, pogotovo vezano za uticaj ovog ftalata na endotelne celije u
uslovima in vitro. Zbog toga je u velikoj meri otezano poredenje rezultata dobijenih u ovoj
doktorskoj disertaciji sa rezultatima drugih autora.

Razli¢ite hemikalije iz radnog i1 Zivotnog okruzenja kao $to su nikotin, arsen, BPA, dioksin,
trimetiltin-hlorid, perfluorooktansulfonska kiselina (pregledni rad Hu i sar., 2015), teSki metali (Wei
i sar., 2017; Machon-Grecka i sar., 2022) i druge raznorodne hemikalije (Tsai 1 sar., 2015; Kalkunte
i sar., 2017) mogu da utiCu na nastanak i razvoj novih krvnih sudova, ¢ime doprinose brojnim
patoloSkim stanjima povezanim sa neovaskularizacijom. Medutim, ne zna se mnogo o efektima
dugotrajnog izlaganja niskim koncentracijama DBP na angiogenezu u uslovima in vitro, te je
uocena potreba za ispitivanjem uticaja ovog ftalata na sposobnost formiranja novih krvnih sudova,
Sto moze imati znacajne patofizioloSke posledice. S tim u vezi, u ovoj doktorskoj disertaciji je
ispitivan uticaj dugotrajnog izlaganja EA.hy926 c¢elija odabranim nanomolarnim koncentracijama
DBP u trajanju od dvanaest nedelja na sposobnost formiranja endotelnih tuba u uslovima in vitro.
Rezultati su pokazali da direktno izlaganje EA.hy926 celija DBP tokom duzeg vremenskog perioda
dovodi do dinami¢nih promena u angiogenom potencijalu EA.hy926 ¢elija, Sto se ogleda u ¢injenici
da je nakon tri i1 Sest nedelja izlaganja zapazen trend smanjenog stvaranja endotelnih tuba, dok je
nakon devet i dvanaest nedelja izlaganja ¢elija DBP uoc¢eno poveéano formiranje endotelnih tuba. S
obzirom na to da relevantna istrazivanja angiogenog potencijala EA.hy926 ¢elija nakon dugotrajnog
izlaganja DBP u potpunosti nedostaju, rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji mogu se
uporediti samo sa prethodno objavljenim rezultatima iz naSe laboratorije, gde smo utvrdili da
izlaganje EA.hy926 celija istim nanomolarnim koncentracijama DBP koje su koriS¢ene u ovoj
studiji (10° M, 10®* M i 10”7 M) tokom &etiri nedelje pove¢ava adheziju éelija za komponente ECM
i relativnu ekspresiju gena za odabrane integrine, a smanjuje migraciju ¢elija (Stanic i sar., 2022).
Adhezija 1 migracija Celija kroz ECM su neizostavni ucesnici prilikom odvijanja procesa poput
angiogeneze i ofuvanja integriteta samog tkiva (Malinin i sar., 2012). Rezultati Stanic i saradnika
na posredan nacin, preko povecane adhezije 1 smanjene migracije Celija, potvrduju zapazanja o
smanjenoj angiogenezi u uslovima in vitro nakon prvih tri, odnosno Sest nedelja izlaganja
EA.hy926 ¢elija nanomolarnim koncentracijama DBP. Povecana angiogeneza detektovana nakon
devet, a naroCito nakon dvanaest nedelja izlaganja ¢elija DBP je u korelaciji sa znacajno
povecanom koncentracijom nitrita detektovanom u navedenim nedeljama. NO ima ulogu u
migraciji celija 1 angiogenezi na taj nacin Sto indukuje proSirenje povrSine endotelnih celija
povezano sa dilatacijom, ¢ime je omogucen pravilan odgovor na angiogene stimuluse (Lamalice 1
sar., 2007; Lee 1 sar., 2021). Migracija endotelnih celija tokom angiogeneze pokrenuta je
hemotaksijom koja uklju¢uje VEGF, bFGF, angiopoetin-1 prisutan u tkivima oko krvnih sudova i
angiopoetin-2 koji, u kombinaciji sa VEGF, stimuliSe neovaskularizaciju. Smatra se da ovi faktori
omogucuju endotelnim ¢elijama da se pri¢vrste za ECM, a zajedno sa integrinskim receptorom za
fibronektin 1 vitronektin predstavljaju glavne induktore u formiranju krvnih sudova (Felmeden 1
sar., 2003; Lamalice i sar., 2007; Lee i sar., 2021). S obzirom na to da DBP ispoljava dvojak uticaj
na angiogenezu EA.hy926 celija, od inhibicije u prvim nedeljama izlaganja do stimulacije u
kasnijim, moze se pretpostaviti i da bi efekti koje bi takvo izlaganje prouzrokovalo u uslovima in
vivo bili dvojaki. Promene u angiogenom odgovoru endotelnih ¢elija, kako one koje dovode do
prenaglaSene stimulacije angiogeneze, tako i one koje dovode do inhibicije ovog procesa, mogu
negativno uticati na celokupan kardiovaskularni sistem. Kada je u pitanju ateroskleroza,
angiogeneza ima vaznu ulogu u krvarenju unutar aterosklerotskog plaka, $to za posledicu ima
slabljenje strukture plaka, nestabilnost i rupturu plaka, a §to dalje vodi ka akutnom koronarnom
sindromu (Virmani i sar., 2005; Shoeibi i sar., 2018). Sa druge strane, neadekvatna angiogeneza je
usko povezana sa smanjenim ili potpuno ograni¢enim protokom krvi, §to vodi ka ishemijskim
bolestima kao $to su infarkt miokarda i mozdani udar (Carmeliet, 2003; Felmeden i sar., 2003).

Gore navedeni rezultati ukazuju na to da dugotrajno izlaganje EA.hy926 ¢elija odabranim
nanomolarnim koncentracijama DBP dovodi do dinami¢nih promena u sposobnosti ¢elija da
formiraju endotelne tube u uslovima in vitro, te je s tim u vezi ispitan uticaj DBP na relativnu
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ekspresiju gena za tri proteina kljucna za proces angiogeneze: VEGF-A, VEGFR-2 1 VE-kadherin.
VEGF-A ima esencijalnu ulogu u formiranju krvnih sudova, s obzirom na to da povecava
vaskularnu permeabilnost 1 stimuliSe proliferaciju endotelnih celija, a pored toga indukuje i
stvaranje NO u endotelnim ¢elijama tokom angiogeneze, $§to dodatno stimuliSe stvaranje novog
krvnog suda (Felmeden 1 sar., 2003). Aktivacija VEGFR-2 na povrsini endotelnih ¢elija stimulise
¢elijsku migraciju, mitogenezu, diferencijaciju endotelnih ¢elija, vaskularnu propustljivost i
organizaciju krvnog suda, Sto stimuliSe angiogenezu (Felmeden i sar, 2003; Simons, 2005). VE-
kadherin (CD144) pripada superfamiliji kadherina i ima klju¢nu ulogu u odrzavanju adherentnih
veza izmedu endotelnih celija, a samim tim je od velikog znaCaja za odrzavanje integriteta
polupropustljive endotelne barijere. Pored toga, tokom embrionalnog razvoja je neophodan za
organizovanje stabilnog vaskularnog sistema i odrzavanje novoformiranih krvnih sudova, dok
kasnije tokom zivota inhibiSe nekontrolisani rast krvnih sudova, te ima vaznu ulogu u angiogenezi
(Giannotta i sar., 2013). Podaci prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuju na to da su promene
u relativnoj ekspresiji gena za VEGF-A, VEGFR-2 1 VE-kadherin takode dinamicne i u skladu sa
identifikovanim razlikama u pogledu angiogenog potencijala EA.hy926 celija nakon izlaganja
odabranim nanomolarnim koncentracijama DBP tokom razli¢itih nedelja izlaganja. Ovi rezultati,
zajedno sa podacima vezanim za formiranje endotelnih tuba u uslovima in vitro, predstavljaju nove
nalaze, s obzirom na to da do danas nisu objavljeni slicni podaci o uticaju dugotrajnog izlaganja
DBP na angiogenezu i ekspresiju relevantnih gena u humanim makrovaskularnim endotelnim
¢elijama.

5.4. [Efekat kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 Celija dibutil-ftalatu

Rezultati ispitivanja efekata kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 c¢elija odabranim viSim
koncentracijama DBP i farmakoloskim inhibitorima su potvrdili neke od efekata koje DBP
ispoljava u endotelnim ¢elijama 1 podrzali predloZzene mehanizme delovanja koji su uoceni tokom
ispitivanja  efekata dugotrajnog izlaganja EA.hy926 C(elija odabranim nanomolarnim
koncentracijama DBP u trajanju od dvanaest nedelja, kao §to su pove¢ano vezivanje monocita za
jednosloj endotelnih celija, smanjena endotelna propustljivost, povean nivo NO, povecana
migracija ¢elija i angiogeneza.

Vezivanje U937 za jednosloj endotelnih Celija nakon kratkotrajnog izlaganja EA.hy926
¢elija DBP je potvrdilo rezultate dugotrajnog izlaganja, Sto sugeriSe da DBP ispoljava opsti
proinflamacijski uticaj na endotelne Celije. Za razliku od dugotrajnog izlaganja EA.hy926 celija
DBP, gde je relativna ekspresiju gena za VCAM-1 povecana u skladu sa povecanim vezivanjem
monocita za jednosloj endotelnih ¢elija, u eksperimentima sa kratkotrajnim izlaganjem EA.hy926
¢elija DBP je relativna ekspresija gena za VCAM-1 nije bila zna¢ajno promenjena, kao ni relativna
ekspresija gena za ICAM-1 1 E-selektin. Kratkotrajno izlaganje EA.hy926 C¢elija odabranim
mikromolarnim koncentracijama DBP nije imalo uticaja na relativnu ekspresiju gena za MCP-1, §to
nije u skladu sa rezultatima Kong i saradnika, koji su pokazali da se u osnovi povecanog vezivanja
linijje humanih monocita THP-1 za EA.hy926 celije nalazi upravo povecana ekspresija MCP-1,
kako na nivou gena, tako i na nivou proteina, koji se izlu€uje u medijum i zatim deluje kao
hemoatraktant za vezivanje THP-1 monocita za jednosloj EA.hy926 ¢elija (Kong i sar., 2022).
Pored toga, u ovoj studiji je detektovana i povecana ekspresija gena za IL-8, hemokin za koji se zna
da ucestvuje u vezivanju monocita za endotelne ¢elije (Xiong i sar., 2022), dok Kong i saradnici
nisu uocili promene u relativnoj ekspresiji gena za IL-8 ni sa jednom od koriS¢enih koncentracija
DBP (Kong i sar., 2022). Razlike izmedu rezultata ove disertacije i rezultata objavljenih u studiji
Kong 1 saradnika se mogu objasniti razli¢itim koncentracijama DBP koje su indukovale vezivanje
monocita za jednosloj EA.hy926 ¢elija. Naime, u ovoj doktorskoj disertaciji je najizraZeniji efekat
na vezivanje U937 monocita zapaZzen nakon izlaganja EA.hy926 éelija 10 M DBP, dok je u studiji
Kong i saradnika povecano vezivanje THP-1 monocita za EA.hy926 ¢elije uoceno nakon izlaganja
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éelija 10° M DBP. Moguée je da razli¢ite koncentracije DBP aktiviraju razli¢ite signalne
mehanizme 1 prepisivanje razlicitih gena koji kodiraju proteine sa slicnom funkcijom u endotelnim
¢elijama, Sto za posledicu ima ucesce razli¢itih medijatora i signalnih puteva u odredenom
funkcijskom odgovoru endotelnih ¢elija. Uprkos evidentnim razlikama u molekulskom mehanizmu
koji stoji iza vezivanja monocita za jednosloj EA.hy926 celija, opsti trend povecanja vezivanja
monocita za endotel pod uticajem DBP je ocigledan u obe studije, S§to implicira da bi izlaganje
endotelnih ¢elija DBP moglo biti okida¢ za nastanak endotelne disfunkcije kao prvog koraka u
nastanku ateroskleroze i1 posledicno KVB koje u osnovi imaju aterosklerotske promene u krvnim
sudovima. Pored toga, u okviru ove doktorske disertacije je pokazano da DBP deluje na ovaj proces
aktivacijom MAPK/ERK signalnog puta, §to predstavlja novi nau¢ni doprinos razumevanju efekata
1 mehanizama delovanja DBP u humanim makrovaskularnim endotelnim ¢elijama.

Dok su efekti dugotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija nizim nanomolarnim koncentracijama
DBP na adheziju i migraciju ¢elija prolazni i promenljivi, kratkotrajno izlaganje EA.hy926 celija
visim mikromolarnim koncentracijama ovog ftalata je izazvalo koordinisane funkcijske promene
kada su u pitanju ova dva parametra. Naime, u grupi ¢elija koje su izlagane 10° M DBP u trajanju
od 24 h je detektovana smanjena adhezija Celija za Zelatin i istovremeno povecana migracija.
Ustanovljeno je da DBP ispoljava pozitivan efekat na migraciju EA.hy926 ¢elija preko GPER i
signalnih puteva MAPK/ERK 1 eNOS-NO. Pored toga, pokazano je da izlaganje celija svim
ispitivanim koncentracijama DBP ne menja relativnu ekspresiju gena za MMP-2 i MMP-9, ali da se
sa povecanjem koncentracije DBP povecava kataliticka aktivnost MMP-2. Interesantno je da
antagonist GPER 1 inhibitor ERK1/2 nisu ponistili efekat DBP na aktivnost MMP-2, ali L-NAME
jeste, ¢ime je utvrdeno da DBP povecava aktivnost MMP-2 preko signalnog puta eNOS-NO. Kada
je u pitanju ispitivanje uticaja pojedinih ftalata na migraciju endotelnih ¢elija, pokazano je, na
primer, da HUVEC ¢éelije poja¢ano migriraju nakon izlaganja 10° M DBP u trajanju od 48 h (Hua i
sar., 2023), Sto je rezultat koji je u velikoj meri u saglasnosti sa prikazanim rezultatima. Sa druge
strane, Kim i saradnici su pokazali da izlaganje humanih epitelnih ¢elija endometrijuma 25 x 10 M
DEHP u trajanju od 24 h povecava migraciju ¢elija (Kim 1 sar., 2022), dok je izlaganje endotelnih
éelija humanog hemangioma 107 M DEHP i benzilbutil-ftalatu (eng. benzyl butyl phthalate, BBP)
stimulisalo migraciju nakon 48 h izlaganja (Cui 1 sar., 2019). Pored toga, Tsai 1 saradnici su
pokazali da izlaganje ¢elijske linije humanog hepatocelularnog karcinoma Huh7 10 M BBP u
trajanju od 24 h povecava migraciju 1 angiogenezu u uslovima in vitro (Tsai 1 sar., 2014).

Kada je u pitanju efekat koji DBP ispoljava na angiogenezu u uslovima in vitro, rezultati
ovog dela doktorske disertacije ukazuju na to da kratkotrajno izlaganje EA.hy926 ¢elija odabranim
mikromolarnim koncentracijama DBP preko ER 1 GPER aktivira signalne puteve MAPK/ERK,
PI3K/Akt 1 eNOS-NO, $to dalje vodi ka pove¢anom formiranju endotelnih tuba. Ova zapazanja
predstavljaju potpuno nove nalaze, s obzirom na to da do danas nije pokazano da DBP moze da
ispoljava proangiogeni efekat na humane makrovaskularne endotelne celije, niti je definisan
molekulski mehanizam preko kog DBP ispoljava navedeni efekat. Rezultati dobijeni kako nakon
kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 ¢elija viSim mikromolarnim koncentracijama DBP, tako 1 nakon
dugotrajnog izlaganja celija niZim nanomolarnim koncentracijama DBP ukazuju na to da je
angiogeneza proces na koji ovaj endokrini ometa¢ ciljano deluje. Mehanizmi koji leZe u osnovi
angiogeneze u fiziologkim i patofiziolo§kim stanjima organizma su dobro poznati. Citav spektar
unutarcelijskih signalnih puteva je ukljucen u regulaciju angiogeneze, ukljucujuci puteve koji vode
ka aktivaciji malih GTPaza iz familije Rho, Akt, eNOS, SAPK2/p38, kao i signalne puteve koji su
uklju€eni u fosforilaciju kinaze fokalne adhezije (Lamalice i sar., 2007) 1 ERK1/2 (Walker 1 sar.,
2021). Medutim, nije poznato preko kojih unutaréelijskih signalnih mehanizama izlaganje
hemikalijama iz radnog 1 Zivotnog okruzenja pokre¢e proces angiogeneze. Dostupni podaci iz
literature ukazuju na to da mehanizmi mogu da budu raznoliki. Izlaganje celijske linije
hepatocelularnog karcinoma Huh7 BBP povecava angiogenezu preko aktivacije signalnog puta aril-
hidrokarbonskog receptora (AhR)/ERK/VEGF (Tsai i sar., 2014), dok se pozitivan efekat BPA na
angiogenezu u HUVEC ¢elijama ogleda u povecanju relativne ekspresije gena za nekoliko proteina
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ukljucenih u kontrolu procesa angiogeneze, kao Sto su VEGFR-2, VEGFA, eNOS i koneksin 43, u
povec¢anom stvaranju NO (Andersson i Brittebo, 2012), kao i u povecanoj ekspresiji proteina
VEGF-D u humanim endotelnim ¢elijama krvnih sudova endometrijuma (Helmestam 1 sar., 2014).
Stavise, Liu i saradnici su pokazali da akutno izlaganje endotelnih éelija govede aorte BPA
stimuliSe angiogenezu preko aktivacije GPER, ali ne i ERa ili ER, Sto za posledicu ima povecanje
nivoa proteina inhibitora apoptoze koji je povezan sa X hromozomom (Liu i sar., 2015). Rezultati
prikazani u ovom delu doktorske disertacije ukazuju na to da se angiogeneza aktivirana
kratkotrajnim izlaganjem endotelnih ¢elija odabranim mikromolarnim koncentracijama DBP moze
smanjiti inhibitorima Akt i ERK1/2, kao i inhibicijom sinteze NO u EA.hy926 ¢elijama, §to ukazuje
na to da su upravo ovi signalni putevi, PI3K/Akt, MAPK/ERK i eNOS-NO, ukljuceni u pozitivan
efekat koji DBP ispoljava na angiogenezu u EA.hy926 ¢elijama. Pored toga, rezultati su pokazali da
se Akt, ERK1/2 i eNOS aktiviraju nakon izlaganja ¢elija DBP, i da se poveéava stvaranje NO, $to
ide u prilog prethodnom zakljucku. Rezultati istrazivanja drugih autora su takode ukazali na
aktivaciju signalnih puteva MAPK/ERK, PI3K/Akt i eNOS-NO u angiogenezi nakon izlaganja
razli¢itim hemikalijama iz radnog i zivotnog okruzenja (Andersson i Brittebo, 2012; Tsai 1 sar.,
2014; Zarate 1 sar., 2020).

Dalje su ispitivani uzvodni elementi na koje deluje DBP, a koji zatim mogu da aktiviraju
pomenute signalne puteve u EA.hy926 ¢elijama. DBP je poznati EDC za koji je pokazano da moze
da interferira sa signalnim putevima koje aktiviraju estrogenski hormoni u neuronima mozdane kore
miSeva (Wojtowicz i sar., 2017), u humanim ¢elijama kancera prostate LNCaP (Lee i sar., 2014b), u
humanim tumorskim celijama jajnika KGN koje su po svojim osobinama sline primarnim
humanim granuloza ¢elijama jajnika (Zhang i sar., 2022), u Lajdigovim c¢elijama testisa pacova
(Wakui i sar., 2014), kao i u jajnim éelijama fetusa misa (Tu i sar., 2019). StaviSe, brojna
istrazivanja ukazuju na to da estrogenski hormoni direktno reguliSu angiogenezu preko delovanja na
endotelne ¢Celije. U fizioloSkim uslovima je angiogeneza u materici u korelaciji sa fluktuacijama u
nivou cirkuliSuéeg E2 i drugih steroidnih reproduktivnih hormona. U patoloskim stanjima, poput
raka dojke, uo€ena je jasna asocijacija izmedu povecane koncentracije estrogenskih hormona u krvi,
ekspresije ER u endotelnim ¢elijama, angiogeneze 1/ili invazivnosti tumora (pregledni rad Losordo 1
Isner, 2001). Sveukupno, podaci o potencijalnim estrogenskim efektima DBP i povezanosti
estrogenskih signalnih puteva sa angiogenezom su naveli na ispitivanje posredstva ER u stimulaciji
angiogeneze u EA.hy926 celijama pod uticajem DBP. Primenjeni su antagonisti ER i GPER, a
zatim je ispitivan uticaj kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija odabranim mikromolarnim
koncentracijama DBP na aktivacionu fosforilaciju Akt, ERK1/2 i eNOS, kao i na stvaranje NO.
Uoceno je da oba tipa ER, 1 klasi¢ni ER 1 GPER, ucestvuju u prenosu signala od DBP na povrSini
¢elije putevima PI3K/Akt, MAPK/ERK i eNOS-NO u EA.hy926 ¢elijama. Ovo su prvi do sada
objavljeni naucni rezultati koji ukazuju na povezanost izmedu izloZenosti endotelnih ¢elija DBP sa
klasi¢nim ER 1 GPER 1 tri gorepomenute nizvodne signalne kaskade. Takode su izneti prvi dokazi o
tome da DBP moze da deluje preko GPER 1 da na taj nacin aktivira signalne puteve PI3K/Akt,
MAPK/ERK i eNOS-NO. Nekoliko studija je pokazalo da odredeni zagadivaci iz radnog i1 Zivotnog
okruzenja takode ispoljavaju estrogenske efekte preko signalnih puteva koji se nalaze nizvodno od
GPER, ukljucuju¢i BPA i njegove analoge, pesticide, polibromovane difenil-etre (PBDE) i1 njihove
metabolite hidroksilovane PBDE, organofosfatne usporivace gorenja, metale sa estrogenskim
svojstvima poput kadmijuma i arsena (Qie 1 sar., 2021) i metabolite ftalata poput mono-2-etilheksil-
ftalata koji je najzastupljeniji metabolit DEHP (Yang i1 sar., 2018). Medutim, prema naSim
saznanjima, rezultati prikazani u okviru ove doktorske disertacije predstavljaju prve naucne dokaze
koji ukazuju na to da DBP u EA.hy926 ¢elijama ispoljava efekte preko aktivacije GPER. Kako
humane makrovaskularne endotelne Celije eksprimiraju oba tipa klasicnog ER, ERa 1 ER, ali i
GPER (Isensee i sar., 2009; Kim 1 sar., 2014a), sasvim je moguée da ovi receptori mogu da
posreduju u efektima koje DBP ispoljava na nivou angiogeneze u EA.hy926 ¢elijama.

Vazno je ista¢i da tacan mehanizam kojim se DBP vezuje za ERa 1 ERf 1 time nizvodno
aktivira signalne puteve jo$ uvek nije razjaSnjen. Acconcia i saradnici su utvrdili da aktivacija E2
119



vodi ka brzoj aktivaciji signalnih puteva koji se odvijaju van jedra — signalizacija PI3K/Akt 1
MAPK/ERK preko ERa, a p38-MAPK preko ER (pregledni rad Acconcia i sar., 2015). Postoje
dokazi o tome da se BPA vezuje za ERa $to vodi ka fosforilaciji ERK1/2 1 Akt, odnosno da deluje
kao mimetik E2, dok se istovremeno ponasa kao antagonista E2 zbog toga Sto spreCava prenos
signala sa ERP do p38-MAPK (pregledni rad Acconcia i sar., 2015). Do ovog trenutka, sli¢ni
podaci za DBP ne postoje. Treba napomenuti, medutim, da su neke studije prijavile da DBP i drugi
ftalati imaju potencijalno nizak afinitet za ER, §to navodi na zakljuc¢ak da ftalati verovatno nisu
direktni antagonisti ERP (pregledni rad Wakui i sar., 2014), dok je potvrden relativni afinitet DBP
za vezivanje ERa (~10™) (Yiu i sar., 2014). Sudeéi po ovim rezultatima, ne iznenaduje da je uloga
ER u angiogenezi donekle kompleksna. Gubitak ERA, gena koji kodira ERa, je povezan sa
povecanom angiogenezom HUVEC ¢elija, Sto ukazuje na potencijalnu supresivnu ulogu ovog
receptora u formiranju novih krvnih sudova (Likhite i sar., 2019). Sa druge strane, pokazano je da
aktivacija ERB, gena koji kodira ERp, stimuliSe angiogenezu (Chen 1 sar., 2017). Medutim,
pokazano je da ubacivanje ERB u maligne ¢elije inhibise rast tih ¢elija 1 sprecava ekspanziju tumora
na taj nacin Sto inhibiSe angiogenezu (Hartman i sar., 2006). Pored toga, eksperimentalno je
potvrdeno da nedostatak oba tipa jedarnih ER smanjuje gustinu mozdanih kapilara (Dubal i sar.,
2001; Jesmin 1 sar., 2003). Takode, postoje podaci o tome da aktivacija GPER smanjuje
angiogenezu u trostruko negativnom raku dojke (Liang i sar., 2017). Suprotno ovome, De
Francesco 1 saradnici su pokazali da GPER posreduje u aktlva01_]1 signalnog puta HIF-1a/VEGF
koja je zavisna od estrogena, Sto zatim stimuliSe angiogenezu i napredovanje raka dojke (De
Francesco 1 sar., 2014). U svetlu ovih rezultata, uoc¢ava se jasna potreba za dodatnim istraZzivanjima
u cilju identiﬁkacije tatnog doprinosa oba podtipa klasi¢nog ER i GPER u odgovorima koje DBP
indukuje u endotelnim ¢elijama, ukljucujuci i angiogenezu.

Na osnovu prikazanih rezultata se moZze zakljuciti da molekulski mehanizam preko kog DBP
ispoljava efekat na angiogenezu u EA.hy926 ¢elijama ukljuuje ER 1 GPER, koji dalje aktiviraju
Akt, ERK1/2 1 eNOS 1 povecavaju sintezu NO. Ovaj mehanizam se donekle razlikuje od
proangiogenog mehanizma preko kog deluju neke druge hemikalije iz radnog i zivotnog okruzenja,
poput BBP, BPA i dva pesticida, 3-hloro-4-hidroksibenzenska kiselina (CHB) i hlorpirifos (CPF)
(Andersson 1 Brittebo, 2012; Helmestam 1 sar., 2014; Tsai 1 sar., 2014; Zarate 1 sar., 2020). Uzvodni
receptor koji se aktivira u delovanju BBP, CHB i CPF na angiogenezu je AhR. Medutim, uloga ER
kod tih hemikalija nije ispitana. Stavise, ve¢ina pomenutih hemikalija stimuli§e angiogenezu tako
Sto povecava ekspresiju VEGF ili receptora za VEGF. U naSoj studiji, nakon kratkotrajnog
izlaganja EA.hy926 celijja odabranim mikromolarnim koncentracijama DBP nije detektovana
povecana ekspresija gena za VEGF, §to ukazuje na to da VEGF nije nuzno uklju€en u proangiogeni
efekat koji DBP ispoljava u EA.hy926 c¢elijama. VaZno je napomenuti da s obzirom na to da nije
merena koncentracija VEGF u medijumu ¢elija koje su izlagane DBP, ne moze u potpunosti da se
isklju¢i moguc¢nost povecanog lucenja ovog proangiogenog faktora nakon izlaganja EA.hy926
¢elija DBP. Razlike izmedu signalnog puta preko kog DBP deluje na angiogenezu i puteva koje
aktiviraju druge hemikalije iz radnog i zZivotnog okruzenja mogu da se objasne razlikama u
osobinama same hemikalije (npr. slicne estrogenskim hormonima, agonisti AhR, 1 dr.), tipu Celjja,
trajanju izlaganja i koncentraciji ispitivane hemikalije. U ovom delu doktorske disertacije ispitivane
su proangiogene osobine DBP na kontinuiranoj liniji humanih makrovaskularnih endotelnih celija
EA.hy926, dok su druge istrazivacke grupe koristile ¢elijsku liniju hepatocelularnog karcinoma
Huh7 (Tsai 1 sar., 2014) 1 Celijsku linijju adenokarcinoma dojke MCF7 (Zarate i sar., 2020).
Sposobnost BPA da stimuliSe angiogenezu u uslovima in vitro je ispitivana na HUVEC ¢elijama
(Andersson 1 Brittebo, 2012), humanim endotelnim celijama krvnih sudova endometrijuma
(Helmestam i sar., 2014) 1 na endotelnim ¢elijama govede aorte (Liu i sar., 2015). Moguce je da ove
¢elije ne poseduju nuzno iste unutaréelijske signalne puteve koji kontroliSu angiogenezu. Takode se
moze primetiti da se proangiogeni mehanizam koji DBP pokre¢e u EA.hy926 ¢elijama delimi¢no
preklapa sa proangiogenim mehanizmom preko kog deluju ksenoestrogeni. Tako, na primer, ovaj
mehanizam u Celijama raka dojke podrazumeva aktivaciju signalnih puteva PI3K/Akt i
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MAPK/ERK koji su zavisni od ER (Buteau-Lozano i sar., 2008), dok u endotelnim ¢elijama miSeva
pokrece stvaranje NO zavisno od ER (Noguchi i sar., 2002). Stoga, hemikalije iz radnog i Zivotnog
okruzenja koje mogu da aktiviraju ER mogu da aktiviraju slicne proangiogene signalne mehanizme
u celijama koje su zavisne od estrogena i ti mehanizmi mogu da ukljucuju signalne puteve
PI3K/Akt, MAPK/ERK 1 NOS-NO koji zavise od ER.

S obzirom na to da je u ovom delu doktorske disertacije pokazano da je angiogeneza
indukovana kratkotrajnim izlaganjem EA.hy926 ¢elija DBP osetljiva na inhibitore signalnih puteva
PI3K/Akt, MAPK/ERK 1 eNOS-NO, moze se izneti tvrdnja da se ove signalne kaskade ponasaju
sinergisticki u kontekstu povecanja angiogeneze u EA.hy926 celijama pod delovanjem DBP.
Sadejstvo izmedu signalnih puteva PI3K/Akt, MAPK/ERK i NOS-NO je uoceno i u drugim
studijama (Wang i sar., 2019b; Ferreira-Marques i sar., 2021). Medutim, postavlja se pitanje da li su
ovi signalni molekuli medusobno povezani ili predstavljaju deo zasebnih grana unutarcelijskih
signalnih puteva koji kontroliSu angiogenezu u EA.hy926 ¢elijama koje su izlagane DBP. Neke
studije isticu da su kinaze ERK1/2, PI3K 1 PKB/Akt medusobno povezane u na¢inu delovanja. U
preglednom radu Manning i Toker je istaknuto da postoji nekoliko tacaka unakrsne regulacije
izmedu signalnog puta PI3K/Akt i signalnog puta MAPK/ERK, §to za posledicu ima kako
reciprocnu regulaciju ovih signalnih puteva, tako i konvergentnu regulaciju nizvodnih procesa
(Manning 1 Toker, 2017). Pored toga, pokazano je da inhibitor PI3K/Akt, LY29004, smanjuje
aktivaciju ERK1/2 indukovanu G-CSF (Ding i sar., 2021) i peptidnom mimetikom apolipoproteina
A (Lv 1 sar., 2021). Sa druge strane, i da se pretpostavi da ne postoji unakrsna regulacija izmedu
PI3K/Akt i MAPK/ERK u uzvodnim delovima ovih signalnih puteva, oba signalna puta svakako
imaju ulogu u regulaciji eNOS u endotelnim ¢elijama. Brojne studije su pokazale da vezivanje
estrogenskih hormona za ERa u endotelnim ¢elijama vodi ka aktivaciji signalnih puteva PI3K/Akt i
MAPK/ERK, §to dalje za posledicu ima fosforilaciju eNOS na aminokiselinskom ostatku Ser1177,
¢ime se povecava aktivnost enzima (pregledni rad Wu 1 sar., 2011). U svetlu ovih podataka,
povecana fosforilacija eNOS 1 posledi¢no stvaranje NO predstavljaju rezultat nizvodnog delovanja
kinaza PI3K, PKB/Akt 1 ERKI1/2 u linearnom signalnom putu preko kog DBP stimulise
angiogenezu u EA.hy926 ¢elijama.

U ovoj doktorskoj disertaciji je prvi put pokazano da kratkotrajno izlaganje EA.hy926 ¢elija
odabranim mikromolarnim koncentracijama DBP preko ER i GPER aktivira signalne puteve
PI3K/Akt, MAPK/ERK 1 eNOS-NO 1 nadalje stimuliSe angiogenezu u uslovima in vitro, ¢ime je dat
originalan nau¢ni doprinos razumevanju uloge koju DBP ispoljava na nivou vaskulature. Medutim,
nekoliko pitanja je jo§S uvek ostalo otvoreno, kao $to je identifikacija tacnog odnosa 1 moguceg
sadejstva izmedu signalnih puteva PI3K/Akt, MAPK/ERK i eNOS-NO i specificna uloga jedarnih 1
membranskih  ER u stimulaciji angiogeneze u EA.hy926 celijama pod delovanjem DBP.
Eksperimentalni pristup koriS¢en u ovom delu doktorske disertacije ima odredene nedostatke. Na
prvom mestu, kratkotrajno izlaganje ¢elija DBP ne odgovara u potpunosti realnoj izloZenosti ljudi,
pre svega jer ne uzima u obzir dugotrajno, kontinuirano izlaganje ovom ftalatu, ali i zbog brzog
metabolizma DBP unutar organizma. Pored toga, Cinjenica je da je koncentracija DBP koja je
stimulisala angiogenezu u uslovima in vifro znatno iznad koncentracija kojima je ¢ovek rutinski
izloZen 1 koje se mogu izmeriti u telesnim te¢nostima vecine ljudi, medutim, sasvim je moguce da
se ovako visoke koncentracije mogu detektovati u serumu ljudi u specificnim okolnostima, kao $to
su odredene medicinske intervencije, slucajno trovanje i akutna profesionalna izlozenost, kada ljudi
mogu kratkotrajno do¢i u kontakt sa visokim koncentracijama DBP. Ovi rezultati ukazuju na to da
je dovoljno c¢ak 1 kratkotrajno izlaganje ovakvim koncentracijama DBP da se kod osoba koje su bile
izlozene DBP na goreopisani nacin pokrenu odgovaraju¢i molekulski i funkcijski odgovori u
endotelnim ¢elijama ukljucujuéi, izmedu ostalog, migraciju endotelnih ¢elija i angiogenezu. Treba
istaci da izlaganje ¢elija DBP ne iskljucuje u potpunosti mogucnost da su zabelezeni efekti zapravo
posredovani MBP, odnosno da su EA.hy926 celije metabolisale DBP tokom eksperimenta.
Medutim, u ovom trenutku moze samo da se spekuliSe da zabelezeni efekti delimi¢no poticu od
MBP, s obzirom na to da nema eksperimentalne potvrde za ovakvu tvrdnju, 1 da nije mogu¢ oslonac

121



na podatke iz literature vezane za metabolizam DBP u humanim endotelnim c¢elijama jer ih,
nazalost, nema.
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6. Zakljucci

Na osnovu analize rezultata dobijenih u okviru ispitivanja efekata dugotrajnog 1
kratkotrajnog izlaganja humane endotelne ¢elijske linije EA.hy926 endokrinim ometac¢ima BPA i
DBP, a potom i diskusije dobijenih rezultata u svetlu dostupnih literaturnih podataka moze se
zakljuciti da dugotrajno izlaganje EA.hy926 ¢elija odabranim nanomolarnim koncentracijama BPA
1 DBP izaziva funkcijske 1 molekulske promene u humanim endotelnim ¢elijama koje se, kada je u
pitanju izlaganje ¢elija DBP, mogu dovesti u vezu sa endotelnom disfunkcijom, ali ne i kada je u
pitanju izlaganje ¢elija BPA, za koje je pokazano da ima suprotan efekat. Pored toga, prikazani
rezultati ispitivanja efekata kratkotrajnog izlaganja EA.hy926 celija odabranim viSim
koncentracijama BPA i DBP se u velikoj meri podudaraju sa rezultatima dobijenim nakon
dugotrajnog izlaganja Celija nizim nanomolarnim koncentracijama i ukazuju na, do sada, nepoznate
mehanizme preko kojih ovi endokrini ometaci uticu na funkciju humanih endotelnih ¢elija.

* Dugotrajno izlaganje EA.hy926 ¢elija odabranim nanomolarnim koncentracijama BPA ne
dovodi do endotelne disfunkcije, ve¢ do funkcijskih i molekulskih promena koje pospesuju
integritet jednosloja endotelnih ¢elija u uslovima in vitro: smanjeno vezivanje monocita za jednosloj
endotelnih ¢elija preko smanjenja relativne ekspresije gena za VCAM-1; poniStavanje stimuliSuceg
efekta proinflamacijskog citokina TNF-o na vezivanje monocita; povecana adhezija za proteine
ECM — Zelatin; smanjena migracija ¢elija; smanjenje propustljivosti jednosloja endotelnih celija,
usled povecane ekspresije proteina koji ulaze u sastav TJ — okludina i ZO-1; prolazno smanjenje
nivoa ROS, uz istovremeno kontinuirano povecano stvaranje NO, koje je delimi¢no posledica
povecane ekspresije gena za eNOS; smanjenje vijabilnosti Celija, ali tek nakon Cetrnaest nedelja
izlaganja ovom EDC.

* Kratkotrajno izlaganje EA.hy926 ¢elija odabranim mikromolarnim koncentracijama BPA je
na slican nacin, kao i dugotrajno izlaganje, dovelo do nekih funkcijskih i molekulskih promena:
smanjena adhezija monocita za jednosloj endotelnih ¢elija, preko smanjenja relativne ekspresije
gena za VCAM-1; smanjena migracija Celija posredstvom smanjenja aktivnosti MMP-2; povecano
stvaranje NO preko ER 1 GPER i nizvodne aktivacije signalnog puta PI3K/Akt; aktivacija oba
signalna puta — PI3K/Akt i MAPK/ERK. Medutim, za razliku od rezultata dobijenih iz dugotrajnog
izlaganja ¢elija niZim nanomolarnim koncentracijama BPA, parametri kao Sto su: vijabilnost ¢elija,
adhezija na zelatin, propustljivost jednosloja endotelnih Celija i sinteza ROS se nisu menjali nakon
kratkotrajnog izlaganja ovom EDC.

* Dugotrajno izlaganje EA.hy926 c¢elija odabranim nanomolarnim koncentracijama DBP
ispoljava efekte koji se mogu dovesti u vezu sa endotelnom disfunkcijom u uslovima in vitro:
prolazno smanjena vijabilnost ¢elija; kontinuirano povecano vezivanje monocita za jednosloj
endotelnih ¢elija preko povecanja relativne ekspresije gena za VCAM-1 i1 E-selektin; smanjenje, a
potom povecanje migracije ¢elija; pove€ana, a potom smanjena propustljivost jednosloja endotelnih
¢elija usled promene u ekspresiji proteina koji ulaze u sastav TJ — okludina i ZO-1; prolazno
smanjenje nivoa ROS, uz istovremeno kontinuirano povecano stvaranje NO, koje je posledica
povecane aktivacije eNOS putem PI3K/Akt; smanjenje, a zatim povecanje formiranja endotelnih
tuba u uslovima in vitro koje je posledica promena u relativnoj ekspresiji gena za VEGFR-2,
VEGF-A i VE-kadherin. Adhezija ¢elija na Zelatin se nije menjala nakon dugotrajnog izlaganja
ovom EDC.

* Kratkotrajno izlaganje EA.hy926 ¢elija odabranim mikromolarnim koncentracijama DBP je
dovelo do nekih funkcijskih i molekulskih promena koje se delimi¢no podudaraju sa rezultatima
ispitivanja efekata dugotrajnog izlaganja: povecano vezivanje monocita za jednosloj endotelnih
¢elija, preko povecanja relativne ekspresije gena za IL-8, kao 1 preko GPER i signalnog puta
ERK1/2; smanjenje propustljivosti jednosloja endotelnih Celija usled povecane ekspresije proteina
koji ulaze u sastav TJ — okludina i ZO-1; smanjenje nivoa ROS; povecano stvaranje NO koje je
posledica povecane aktivacije eNOS putem ER i GPER 1 aktivacije signalnih puteva PI3K/Akt 1
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MAPK/ERK; povecanje formiranja endotelnih tuba u uslovima in vitro putem ER i1 GPER i
signalnih puteva PI3K/Akt, MAPK/ERK i eNOS-NO. Medutim, za razliku od rezultata dobijenih iz
dugotrajnog izlaganja celija nizim nanomolarnim koncentracijama DBP, kratkotrajno izlaganje
DBP je takode dovelo do slede¢ih promena: smanjenje adhezije ¢elija za Zelatin i istovremeno
povecanje migracije EA.hy926 celija do koje je doSlo putem GPER i signalnih puteva ERK1/2 1
eNOS-NO, kao i poveéane enzimske aktivnosti MMP-2 preko signalnog puta eNOS-NO.
Vijabilnost ¢elija se nije menjala nakon kratkotrajnog izlaganja DBP.
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times remain the exclusive property of John Wiley & Sons Inc, the Wiley
Companies, or their respective licensors, and your interest therein is only that of
having possession of and the right to reproduce the Wiley Materials pursuant to
Section 2 herein during the continuance of this Agreement. You agree that you own
no right, title or interest in or to the Wiley Materials or any of the intellectual
property rights therein. You shall have no rights hereunder other than the license as
provided for above in Section 2. No right, license or interest to any trademark, trade
name, service mark or other branding ("Marks") of WILEY or its licensors is
granted hereunder, and you agree that you shall not assert any such right, license or
interest with respect thereto

e NEITHER WILEY NOR ITS LICENSORS MAKES ANY WARRANTY OR
REPRESENTATION OF ANY KIND TO YOU OR ANY THIRD PARTY,
EXPRESS, IMPLIED OR STATUTORY, WITH RESPECT TO THE MATERIALS
OR THE ACCURACY OF ANY INFORMATION CONTAINED IN THE
MATERIALS, INCLUDING, WITHOUT LIMITATION, ANY IMPLIED
WARRANTY OF MERCHANTABILITY, ACCURACY, SATISFACTORY
QUALITY, FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE, USABILITY,
INTEGRATION OR NON-INFRINGEMENT AND ALL SUCH WARRANTIES
ARE HEREBY EXCLUDED BY WILEY AND ITS LICENSORS AND WAIVED
BY YOU.

o WILEY shall have the right to terminate this Agreement immediately upon breach
of this Agreement by you.

¢ You shall indemnify, defend and hold harmless WILEY, its Licensors and their
respective directors, officers, agents and employees, from and against any actual or
threatened claims, demands, causes of action or proceedings arising from any
breach of this Agreement by you.

¢ INNO EVENT SHALL WILEY OR ITS LICENSORS BE LIABLE TO YOU OR
ANY OTHER PARTY OR ANY OTHER PERSON OR ENTITY FOR ANY
SPECIAL, CONSEQUENTIAL, INCIDENTAL, INDIRECT, EXEMPLARY OR
PUNITIVE DAMAGES, HOWEVER CAUSED, ARISING OUT OF OR IN
CONNECTION WITH THE DOWNLOADING, PROVISIONING, VIEWING OR
USE OF THE MATERIALS REGARDLESS OF THE FORM OF ACTION,
WHETHER FOR BREACH OF CONTRACT, BREACH OF WARRANTY, TORT,
NEGLIGENCE, INFRINGEMENT OR OTHERWISE (INCLUDING, WITHOUT
LIMITATION, DAMAGES BASED ON LOSS OF PROFITS, DATA, FILES, USE,
BUSINESS OPPORTUNITY OR CLAIMS OF THIRD PARTIES), AND
WHETHER OR NOT THE PARTY HAS BEEN ADVISED OF THE
POSSIBILITY OF SUCH DAMAGES. THIS LIMITATION SHALL APPLY
NOTWITHSTANDING ANY FAILURE OF ESSENTIAL PURPOSE OF ANY
LIMITED REMEDY PROVIDED HEREIN.

o Should any provision of this Agreement be held by a court of competent jurisdiction
to be illegal, invalid, or unenforceable, that provision shall be deemed amended to
achieve as nearly as possible the same economic effect as the original provision,
and the legality, validity and enforceability of the remaining provisions of this
Agreement shall not be affected or impaired thereby.
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The failure of either party to enforce any term or condition of this Agreement shall
not constitute a waiver of either party's right to enforce each and every term and
condition of this Agreement. No breach under this agreement shall be deemed
waived or excused by either party unless such waiver or consent is in writing signed
by the party granting such waiver or consent. The waiver by or consent of a party to
a breach of any provision of this Agreement shall not operate or be construed as a
waiver of or consent to any other or subsequent breach by such other party.

This Agreement may not be assigned (including by operation of law or otherwise)
by you without WILEY's prior written consent.

Any fee required for this permission shall be non-refundable after thirty (30) days
from receipt by the CCC.

These terms and conditions together with CCC's Billing and Payment terms and
conditions (which are incorporated herein) form the entire agreement between you
and WILEY concerning this licensing transaction and (in the absence of fraud)
supersedes all prior agreements and representations of the parties, oral or written.
This Agreement may not be amended except in writing signed by both parties. This
Agreement shall be binding upon and inure to the benefit of the parties' successors,
legal representatives, and authorized assigns.

In the event of any conflict between your obligations established by these terms and
conditions and those established by CCC's Billing and Payment terms and
conditions, these terms and conditions shall prevail.

WILEY expressly reserves all rights not specifically granted in the combination of
(1) the license details provided by you and accepted in the course of this licensing
transaction, (i1) these terms and conditions and (iii) CCC's Billing and Payment
terms and conditions.

This Agreement will be void if the Type of Use, Format, Circulation, or Requestor
Type was misrepresented during the licensing process.

This Agreement shall be governed by and construed in accordance with the laws of
the State of New York, USA, without regards to such state's conflict of law rules.
Any legal action, suit or proceeding arising out of or relating to these Terms and
Conditions or the breach thereof shall be instituted in a court of competent
jurisdiction in New York County in the State of New York in the United States of
America and each party hereby consents and submits to the personal jurisdiction of
such court, waives any objection to venue in such court and consents to service of
process by registered or certified mail, return receipt requested, at the last known
address of such party.

WILEY OPEN ACCESS TERMS AND CONDITIONS

Wiley Publishes Open Access Articles in fully Open Access Journals and in Subscription
journals offering Online Open. Although most of the fully Open Access journals publish
open access articles under the terms of the Creative Commons Attribution (CC BY)
License only, the subscription journals and a few of the Open Access Journals offer a
choice of Creative Commons Licenses. The license type is clearly identified on the article.

The Creative Commons Attribution License
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The Creative Commons Attribution License (CC-BY) allows users to copy, distribute and
transmit an article, adapt the article and make commercial use of the article. The CC-BY
license permits commercial and non-

Creative Commons Attribution Non-Commercial License

The Creative Commons Attribution Non-Commercial (CC-BY-NC)License permits use,
distribution and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited
and is not used for commercial purposes.(see below)

Creative Commons Attribution-Non-Commercial-NoDerivs License

The Creative Commons Attribution Non-Commercial-NoDerivs License (CC-BY-NC-
ND) permits use, distribution and reproduction in any medium, provided the original work
is properly cited, is not used for commercial purposes and no modifications or adaptations
are made. (see below)

Use by commercial "for-profit" organizations

Use of Wiley Open Access articles for commercial, promotional, or marketing purposes
requires further explicit permission from Wiley and will be subject to a fee.

Further details can be found on Wiley Online Library
http://olabout.wiley.com/WileyCDA/Section/id-410895.html

Other Terms and Conditions:

v1.10 Last updated September 2015

Questions? customercare@copyright.com.
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N3jaBa 0 ayTOpCcTBY

Nwme n npezume ayropa Lymwa Kokan
bpoj nnnekca M3005/2017
HN3jaBbyjem

Jla je moKTOpCKa AucepTalyja moj HacJIOBOM

Yr1uuaj ennokpuaux oMmeraua, ouchenona A u nudoyrui-dranara, Ha QyHKIU]Y XYMAHUX

egnorennux hemanja y yeiioBuMma in vitro

®  pE3yJITaT CONCTBEHOT UCTPAXKUBAYKOT Pajia;

e Jla JucepTalja y I[EJIWHM HU y JCJIOBUMa HHje Ouiia MpeyiokeHa 3a CTUIAkE JIpyre
JTUIUIOME MpeMa CTYAM]CKUM IIporpaMuMa JIpyruX BUCOKOIIKOJCKUX YCTaHOBA;

® Ja Cy pe3yJiTaTd KOPEKTHO HaBEICHH U

e Ja HUCAM KpIINO/JIa ayTopcKa MpaBa U KOPUCTHUO/JIa MHTEJIEKTyallHy CBOJUHY IPYTHX JIMIIA.

Iornuc ayropa

VY beorpany,




M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje TOKTOPCKOT

pana
Nwme u npezume ayropa Lymwa Kokan
bpoj nunnekca M3005/2017

Crynujcku nporpam__ModsekysnapHa Guosoruja, Moayi MosiekyiapHa OnoJiorija eyKapuoTa

HacnoB pana YTuiiaj eHIoKpuHUX oMerada, oucdenona A u muoytun-dranara, Ha QyHKIU]Y

XyMaHuX ennorennux heauja y yeiioBuMa in vitro

MenTtopu_ap bojana Cranuh, BUIIIM HAYYHU capaJHUK, Y HuUBep3uteT y HoBom Cany —

ITpupoaHo-MaTeMaTHUKH (baKVJ'ITeT; u

np Jenena Bophesuh, penosuu npodecop, Yausepsurer v beorpany — buosomku dbakynrer

W3jaBspyjemM Ja je mraMmiana Bep3rja MOT TIOKTOPCKOT pajia HCTOBETHA EICKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
caM Ipemao/aa paad IMOXpamuBama y JIMTHTAJHOM Peno3uTOpujyMy YHUBeEpP3UTeTa Yy
beorpany.

Z[OSBOJ'LaBaM Ja CC 06jaBe MOjI/I JIMYHHU IToJall B€3aHH 3a ,[[O6I/IjaH>e AKaJICMCKOTI' Ha3dnMBa JOKTOPA
HayKa, Kao IITO Cy UMC U IPE3UMEC, r'OJJMHA U MCCTO pohe}La " 1aTyM 0;{6paHe pana.

OBu JMYHM MOJAIlM MOTy ce O0jaBUTH HAa MPEXHUM CTpaHHLlaMa JUTrHTagHe Oubianoreke, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJlory U 'y myOnukanujama Y HuBepsureta y beorpany.

IMoTrnuc ayropa

VY beorpany,




N3jaBa o kopumhemy

Omnamhyjem VYHuUBep3uTeTcKy OubOmmoreky ,,CBero3ap MapkoBuh® nga y Jlururamau
perno3uToprjyM YHuBep3UTeTa y beorpaay ynece Mojy JOKTOPCKY JUCEPTALM]y MO/ HACIOBOM:

Y1uuaj enokpuaux oMeraua, ouchenona A u qudbyrui-granara, Ha QyHKIU]Y XYMAHUX

egnorennux hemanja y yeioBuMma in vitro

KOja je MOje ayTOPCKO JEeJo.

JlucepTanujy ca CBUM IMpHIO3UMa Mpeaao/aa caM y eJIeKTPOHCKOM (GopMmaTy MOTOJHOM 3a TPajHO
apXUBUPABE.

Mojy IOKTOpCKY HAuCepTalujy MoXpameHy y JlurutaiHoMm pemnosuTopujymy YHHUBEp3UTETA Y
Beorpany m nmoctymHy y OTBOPEHOM MNPHUCTYIYy MOTY Jia KOPHCTE CBH KOjU TOMITY]y oapeznde
caapkane y omabpanom tumry iuinenne Kpearusae 3ajeqauie (Creative Commons) 3a Kojy cam ce
OJUTYy4YHO/J1a.

1. AytopctBo (CC BY)
2. AytopctBo — Hekomepijainao (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — "Hekomepijarao — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMEpPIMjaTHO — AenuTH nox uctuM yciosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 ipepana (CC BY-ND)
6. AytopctBo — aenutu noj uctum yciosuma (CC BY-SA)

(Monumo 1a 3a0KpyXHTE CaMO jeJHY O]l IIeCT MoHyheHux ymieHnu. Kparak omnuc JMIEHIH je
CacTaBHHU JICO OBE H3jaBe).

IMornue ayropa

VY beorpany,




1. AytopcTBo. Jl03BOJbaBaTe YMHOXKABaWHEe, TUCTPUOYIIH]Y M JaBHO CAOTIIITaBAE JeNa, U Mpepase,
aKo ce HaBele UME ayTopa Ha HauuH ojpel)eH o cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JHUIICHIE, YaK U Y
koMepuujanHe cBpxe. OBo je HajcI000JHIja O] CBUX JIMIICHIIH.

2. AyTopcTBO — HekoMepuujajiHo. J[o3BoJbaBaTe yMHOXaBame, ITUCTPUOYLH]y U jaBHO
caomIlnTaBame JieNia, ¥ Mpepaje, ako ce HaBele UMe ayTopa Ha HauMH ojapeheH ox crpane ayropa
WK AaBaolia juieHie. OBa JUIeHIIa He J03B0JbaBa KOMEPIIHjaIHy yHoTpeOy aena.

3. AyTOpCTBO — HeKOMepIHjajHo — 0e3 mpepajaa. /[03BoJbaBaTe YMHOXKaBaWke, TUCTPUOYIH]Y U
JaBHO caomIliTaBame Jiena, 6e3 mpoMeHa, MpeodIMKOBamka WK yIoTpede Jesia y CBOM [y, ako ce
HaBe/le MMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH on cTpaHe ayTopa win naBaoua jgureHne. OBa JUIeHIA He
7I03BOJbaBa KOMEPLHUjaIHy yIoTpeOy /ena. Y oJHOCY Ha CBE OCTaJe JHUIICHIIE, OBOM JIMIIECHIIOM Ce
orpannyana Hajpehu o6uM npaBa Kopuinhema aena.

4. AyTOPCTBO — HEKOMEPIHMjAJIHO — AEJUTH MO UCTUM YCJ0BUMA. J/[03BOJbaBaTE YMHOKaBabE,
IUCTpUOYLIMjy U jaBHO CaoIlllITaBame Jela, W Mpepae, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HayuH
onpeheH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JIMILIEHIE U aKo ce Mpepaja JUCTpUOyupa moja UCTOM WU
ciuyHoM JuieHoM. OBa TUIeHIa He J03B0JbaBa KOMEPIIMjaIHy YIIOTpeOy Aela U nmpepaja.

5. AytopcTBo — 0e3 mpepajaa. J[03BospaBaTe YMHOXKaBambe, JUCTPUOYLH]y U JaBHO CAOIIITABAHE
nena, 6e3 MpoMeHa, IpeoOIMKOBamba WK YIIOTpede Jiesia y CBOM JIelly, aKO C€ HaBeAe UMe ayTopa
Ha HauumH onpeheH ox crpaHe ayTtopa WM JaBaoua JjuneHne. OBa JHUIEHNIA J03BOJbaBA
KOMEpIHjaiHy yHnoTpely nena.

6. AyTOpCTBO — JI€JIMTH MOJA UCTHUM YycJoBuUMa. [/[03BosbaBaTe YMHOXKaBame, TUCTPUOYLH]Y U
JaBHO caomIlTaBame Jeia, U Mpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HadyuH ojapeheH ox cTpane
ayTopa WM J1aBaolla JUIEHIE U aKo ce Mpepaga AUCTpHUOyHpa Mo UCTOM WU CIIMYHOM JIUICHIIOM.
OBa iMIleHIIa /03BOJbaBa KOMepLHMjalHy ynoTpeOy naena u mpepaga. CiuyHa je copTBEpPCKUM
JMLEHLIaMa, OJJHOCHO JIMIIEHI[aMa OTBOPEHOT KOJia.



